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RESUMO 

OLIVEIRA, L. P. A. Produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y 7571 utilizando xarope de agave (Agave tequilana) e extrato de sisal 

(Agave sisalana) como substratos. 

 

A inulinase é uma enzima utilizada na indústria alimentícia para a produção de 

xarope com alto teor de frutose e frutooligossacarídeos, através da hidrólise 

enzimática da inulina, podendo ser utilizada também na produção de bioetanol. 

Vários micro-organismos já foram descritos como bons produtores de inulinase, 

no entanto, as leveduras do gênero Kluyveromyces apresentam alguns dos 

melhores resultados. Esse trabalho teve como principal objetivo estudar a 

produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL Y 7571 utilizando 

xarope de Agave e extrato de sisal como fontes de carbono. Foram realizadas 

fermentações submersas em câmara agitadora orbital, sob agitação de 150 rpm, 

28 ±2°C  e pH 5,0 durante 96 horas em frascos Erlenmeyers. Os meios de cultivo 

de sais minerais foram suplementados com variadas concentrações das fontes de 

carbono e da fonte de nitrogênio (extrato de levedura), de acordo com o 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)22, totalizando 44 ensaios 

para cada fonte de carbono testada. Utilizando o xarope de Agave, obteve-se 

condição ótima de produção enzimática (144,170 U/mL) após 96 horas de 

fermentação com concentrações 5% e 2,5% das fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente. Para o extrato de sisal a melhor condição de produção da 

inulinase (10,11U/mL) foi obtida com concentração da fonte de carbono de 45% e 

2,0% da fonte de nitrogênio, após 96 horas de fermentação. Em ambos os 

substratos a enzima apresentou pH ótimo 4,0, termoestabilidade a 50°C e 

temperatura ótima de 60°C e 65°C, utilizando o xarope de agave e extrato de 

sisal, respectivamente. O extrato de sisal mostrou ser uma fonte de carbono 

bastante variável, no entanto, obteve-se valores consideráveis de atividades 

enzimáticas neste estudo, enquanto o   xarope de agave indicou ser  um substrato 

viável para produção de inulinase, utilizando a levedura kluyveromyces marxianus 

NRRL-Y757. 

 

Palavras-chaves: inulina, levedura, Agave, fermentação submersa. 



 
 

ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, L. P. A. Inulinase production by Kluyveromyces marxianus NRRL 

Y 7571 using agave syrup (Agave tequilana) and sisal extract (Agave 

sisalana) as substrates. 

 

Inulinases are enzymes widely applied in the food industry for the production of 

syrup with high fructose content and fructooligosaccharides by enzymatic 

hydrolysis of inulin and can also be used to bio-ethanol production. Although 

several microorganisms have been described as good producers of inulinases, the 

yeasts have been showing some of the best results, especially those of genus 

Kluyveromyces. The aim of this work was to study the inulinase production by 

Kluyveromyces marxianus NRRLY-7571 using agave syrup (Agave tequilana) and 

sisal extract (Agave sisalana) as carbon sources. Fermentations were performed 

at submerged fermentation in orbital shaker at 150 rpm, 28±2°C and pH 5.0 for 96 

hours in Erlenmeyer flasks. Culture medium of mineral salts were supplemented 

with varying concentrations of carbon sources and nitrogen sources (yeast 

extract), according to the Rotational Central Composite Design (RCCD) 22, 

resulting in 44 runs for each carbon source. With agave syrup at 5% and yeast 

extract at 2.5% was obtained optimum condition of enzyme production (144.17 

U/mL), after 96 hours of fermentation. With sisal extract, the best condition to 

inulinase production (10.11 U/mL) was obtained in the concentration of 45% and 

2.0% of yeast extract, after 96 hours. In both substrates the enzyme showed 

optimum pH at 4.0, thermostability at 50ºC and optimum temperature of 60°C and 

65°C, using agave syrup and sisal extract, respectively. The sisal extract proved to 

be a suitable substrate for the inulinase production, although has been a quite 

variable. A significant inulinase production was obtained with agave syrup, showed 

a good substrate for inulinase production by Kluyveromyces marxianus NRRL-

Y757. 

 

Keywords: inulin, yeast, Agave, submerged fermentation. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A produção de enzimas é um dos mais importantes setores da 

biotecnologia industrial, não apenas por seu papel crucial nos mecanismos 

celulares, mas também por sua aplicação na substituição de processos químicos 

convencionais. Dentre as diferentes enzimas de interesse industrial, um grande 

número está relacionado ao setor alimentício, dentre as quais destacamos as 

inulinases. 

As inulinases são enzimas que hidrolisam polímeros de frutose, como a 

inulina, que está presente como carboidrato de reserva em muitas plantas. O 

interesse por essa enzima surgiu quando essa capacidade de hidrólise foi 

descoberta e associada à produção de xarope com alto teor de frutose, (acima de 

95%) em uma única etapa, processo mais vantajoso que o método convencional, 

a partir da hidrólise ácida do amido. Além do xarope de frutose (exo-inulinase) 

pode ser produzido também frutooligossacarídeos (endo-inulinase) (VANDAME E 

DERICK, 1983). 

Tanto a frutose, quanto os frutooligossacarídeos, são utilizados na indústria 

alimentícia melhorando a qualidade dos alimentos em relação ao seu poder 

nutricional e funcionalidade. Recentemente, as inulinases vêm sendo estudadas 

também na obtenção de bioetanol, entre outros compostos (CHI et al., 2011). 

Além dessas aplicações, essa enzima possui a vantagem de ser termoestável e 

não específica, sendo capaz de hidrolizar também outros açúcares como 

sacarose, rafinose e estaquiose, mostrando uma versatilidade que a torna 

bastante atrativa para o setor industrial.  

A inulinase pode ser produzida por vários micro-organismos, como fungos, 

bactérias e leveduras, sendo que as leveduras apresentam alguns dos melhores 

resultados, principalmente as do gênero Kluyveromyces. A produção de enzimas 

microbianas é realizada por meio de processos fermentativos devido à facilidade 

de produção em curto período de tempo, obtenção em qualquer época do ano e 

ampla diversidade de substratos. 

Em relação ao substrato, as inulinases podem ser obtidas empregando 

inulina comercial, a qual é uma matéria-prima com um alto valor agregado, o que 

eleva os custos de produção. Dessa forma há uma forte tendência na busca de 
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novos substratos, inclusive resíduos agroindustriais, para a produção de inulinase, 

visando uma diminuição dos custos. 

Nesse sentido, pesquisas envolvendo a utilização de substratos vegetais 

têm sido desenvolvidas. As plantas do gênero Agave são ricas em inulina, 

possuindo altas concentrações deste carboidrato, semelhantes às encontradas na 

chicória, dália e alcachofra de Jerusalém, comumente empregadas para a 

obtenção de inulina (GARCIA-AGUIRRE et al., 2009), podendo ser exploradas 

como substrato para a produção de inulinase. A espécie Agave tequilana é 

utilizada na produção de bebidas fermentadas e destiladas onde se destaca a 

tequila, enquanto a Agave sisalana é empregada na produção de fibras 

resistentes, no Nordeste brasileiro, especialmente na Bahia. Poucos estudos são 

realizados empregando a Agave tequilana na produção de enzimas e em relação 

ao extrato de sisal não havia conhecimento a respeito da sua utilização em 

processos fermentativos para a produção de inulinase pela levedura 

Kluyveromyces marxianus, ou de outras enzimas. 

 Com base nestes aspectos, o objetivo geral deste trabalho foi estudar a 

produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando 

xarope de agave (Agave tequilana) e extrato de sisal (Agave sisalana) como 

substratos, além de observar aspectos como o crescimento celular e realizar a 

caracterização parcial dos extratos enzimáticos obtidos nas melhores condições 

de cultivo, determinando os seus perfis ótimos de pH, temperatura e 

termoestabilidade.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1.1 Inulinase  

  

A inulina é um carboidrato de reserva presente nas raízes e tubérculos de 

plantas como alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus), chicória (Cichorium 

intybus), dália (Dahlia pinnata), yacon (Polymnia sanchifolia) e plantas do gênero 

Agave, entre outras (CHI, et al., 2011; MONTANÊZ-SOTO et al., 2011). Trata-se 

de um polímero de cadeia linear formado por 20 a 30 moléculas de frutose, unidas 

por ligações β-2,1 e uma unidade de glicose terminal, a qual é unida por ligação 

tipo α-1, 2 (PAULA, 2007; ASTOLFI, 2010) (Figura 01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 01- Estrutura química da inulina (VALADÃO, 2005). 

 

A inulina é descrita como o principal substrato para enzimas denominadas 

inulinases. Estas enzimas são classificadas entre as hidrolases, que atuam nas 

ligações β-2,1 da inulina hidrolisando-a em frutose e glicose (Figura 02).  
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Figura 02- Hidrólise da inulina (LIMA et al. 2011). 

 

As inulinases podem ser classificadas em endoinulinases ou exo-

inulinases. As endoinulinases (EC 3. 2. 1. 7) são específicas  para a hidrólise da 

inulina e agem nas suas ligações internas, liberando inulooligossacarídeos (inulo-

triose, inulo-tetrose e inulo-pentose)  como produtos principais da reação, 

enquanto as exo-inulinases (EC 3. 2. 1. 80) clivam  unidades de frutose a partir da 

extremidade não redutora da molécula (ZHANG et al 2010), liberando frutose. 

Essa última reação é típica de invertase, assim, inulinases atuam também em 

sacarose enquanto a invertase (β-kfrutofuranosidase, EC 3.2.1.26) não tem 

nenhuma atividade hidrolítica perceptível em inulina (GILL et al., 2003). A não 

especificidade das inulinases faz com que elas atuem não somente sobre a 

inulina e sacarose, mas também estaquiose e rafinose. 

Devido ao sinergismo de ação dos dois tipos de inulinases, a frutose é 

obtida facilmente, porém é difícil determinar se as enzimas coexistem, bem como 

separar as duas enzimas completamente por métodos convencionais, já que elas 

possuem propriedades similares (JING, ZHENGYU e AUGUSTINE, 2003). 

Quanto às características físico-químicas, as inulinases apresentam peso 

molecular acima de 50,0 kDa,  pH ótimo entre 4,5-7,0 e temperatura ótima entre 

30°C e 60°C. Enzimas purificadas são ativadas na presença de alguns íons (como 

Ca+2, K+, Na+), enquanto outros íons metálicos (Mg+2 ou Ag+) atuam como 

inibidores da atividade enzimática (BONCIU e BAHRIM, 2011). 
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1.2 Aplicações das inulinases 

 

As características físico-químicas das inulinases, como estabilidade tanto 

em valores baixos de pH como em altas temperaturas, as tornam atrativas para a 

indústria, por proporcionarem menor risco de contaminação microbiana, além de 

serem comercialmente viáveis (MAKINO, 2004).   

Sua maior aplicação está relacionada à produção de xarope com alto teor 

de frutose a partir da hidrólise enzimática da inulina. A frutose geralmente é aceita 

como um adoçante seguro, com índice de doçura um terço maior que a sacarose, 

com menor custo e tem propriedades funcionais que melhoram a cor, sabor e 

estabilidade do produto, sendo, portanto, amplamente utilizada em muitos 

alimentos, medicamentos e bebidas, em substituição da sacarose (GILL, 

MANHAS e SINGH, 2006; CHEN et al., 2009; DILIPKUMAR et al., 2010). 

Além disso, a ingestão de frutose aumenta a absorção de ferro em crianças 

e de cálcio em mulheres pós-menopausa e por apresentar maior poder adoçante, 

pode ser utilizada em menores quantidades reduzindo o consumo de calorias, o 

que contribui para a diminuição da hiperglicemia, podendo ser mais tolerada por 

diabéticos e utilizada na dieta de pessoas obesas (VICENTE, 2000; ROCHA et 

al., 2006). 

O xarope de frutose vem sendo empregado comercialmente em misturas 

para bolos, gelatinas e pudins dietéticos, balas, sobremesas geladas, 

suplementos alimentares, bebidas energéticas e no aumento da funcionalidade do 

amido, além de ser utilizada também na indústria farmacêutica (BUCK, 2001). O 

maior segmento do mercado é o de bebidas, como as esportivas com requisitos 

isotônicos e à base de cola, sendo utilizado também como coadjuvante na 

fermentação de vinho e licores. O segundo maior mercado para o xarope é a 

indústria panificadora, por ser ideal em produtos que necessitam do crescimento 

da levedura como em pães e bolos, uma vez que é diretamente fermentável pela 

levedura sem necessidade de inversão (BUCK, 2001). 

O processo convencional para a obtenção de xaropes de frutose ocorre 

através da hidrólise ácida do amido (de milho ou batata), o qual envolve a ação da 

α-amilase, amiloglicosidase e glicose isomerase, resultando na produção de uma 

mistura constituída de oligossacarídeos (8%), frutose (42%) e glicose (50%). A 
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hidrólise enzimática da inulina, empregando-se a inulinase, ocorre através de uma 

única etapa enzimática e produz acima de 95% de frutose. Este é um processo 

mais vantajoso e, portanto, uma boa alternativa, considerando-se a qualidade do 

produto obtido, ao contrário do processo de hidrólise ácida que provoca 

propriedades indesejáveis no xarope como sabores e odores residuais e 

coloração escura (VANDAME e DERICK, 1983; VICENTE, 2000; SINGH e 

BHERMI, 2008). 

A inulinase encontra aplicação também na produção de 

frutooligossacarídeos (FOS), através da hidrólise enzimática da inulina. Os 

frutoligossacarídeos têm atraído a atenção por tratar-se de prebióticos, 

substâncias que estimulam o aumento da população de bifidobactérias, as quais 

compõem a microbiota intestinal natural, que sintetizam antibióticos naturais e 

vitaminas importantes como as do complexo B (CHIEN, LEE e LIN et al., 2001; 

MENDES, 2006). Dessa forma, vêm sendo utilizados como suplemento em 

iogurtes, queijos, barras de cereais, sobremesas e outros, assumindo grande 

importância como ingredientes funcionais e melhorando a qualidade nutricional 

dos alimentos (SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA, 2005; SILVA, 2008). 

Além dessas aplicações, as inulinases vêm sendo utilizadas também de 

outras formas como, por exemplo, na produção de etanol. A frutose e glicose, 

geradas através da hidrólise enzimática da molécula de inulina, pode ser 

facilmente convertida em etanol por Saccharomyces cerevisae. Além disso, 

podem ser aplicadas na produção de proteínas unicelulares, ácido cítrico,  ácido 

glicônico, pululana, acetona e butanol, sorbitol, manitol e outros produtos 

químicos que podem ser transformados por outros  micro-organismos  (SHENG et 

al. 2007; ZHANG et al., 2010; CHI et al. 2011). 

 

1.3 Produção de inulinases 

 

 

1.3.1 Micro-organismos produtores 

 

  A inulinase pode ser obtida a partir de tubérculos e raízes de plantas 

que contém inulina, no entanto, as quantidades obtidas são insuficientes para 

serem exploradas comercialmente (PESSONI, 2004). Os micro-organismos, 
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incluindo-se bactérias, fungos filamentosos e leveduras, são as melhores fontes 

para a produção comercial da enzima devido ao seu fácil cultivo, no qual pode 

haver indução das condições para se obter melhor produtividade (CHI et al.,  

2009).  

A Tabela 01 resume os principais micro-organismos produtores de 

inulinase e as respectivas atividades enzimáticas alcançadas referentes a 

trabalhos publicados. 

 

Tabela 01- Micro-organismos produtores de inulinase 

Micro-organismos 
Atividade 

máxima 
Referências 

Bactérias     

Paenibacillus spp 2,48g/L Gern et al., 2001 

Streptomyces spp 524 IU/L Sharma et al. 2006 

 89 U/gds Dilipkumar et al. 2011 

  42,36 U/ml Zherebtsov et al., 2002 

Streptomyces sp. GNDU 1 0,552 U/mL  Gill et al., 2003 

Xanthomonas campestris 117,0 U/g Ayyachamy et al., 2007 

X. campestris pv. Phaseoli KM 24 21,865 U L/h Naidoo et al., 2009 

   

Fungos filamentosos     

   

Aspergillus niger 1,75g/L Gern et al., 2001 

 100 U/mL Ge e Zhag, 2005 

 52,5 IU/mL Kango, 2008 

 176 U/mL Kumar et al., 2005 

Aspergillus ochraceus 108 U/mL Guimarães et al., 2007 

Aspergillus ficuum  193,6U/gds Chen et al., 2011 

Aspergillus parasiticus 2,9U/ml Ertan et al., 2003 a 

Geotrichum candidum 45,65 IU/ml Mughal et al., 2009 

Rhizoctonia solani 1,792 U/ml Ertan et al., 2003 b 
   

Leveduras   

   

Pichia guilliermondii  39,56 U/mL Gao et al., 2007 
      61,5 U/mL Chi et al., 2009 
 130,38 U/mL Yu et al., 2009 
 60,1 U/mL Gong et al., 2007 

Cryptococcus aureus  52,37 U/mL Gao et al., 2007 

 85 U/mL Chi et al., 2009 

 436,2 U/gds Chi et al., 2009 
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Tabela 01 (continuação)- Micro-organismos produtores de inulinase. 

Micro-organismos 
Atividade 
máxima 

Referências 

Leveduras   
Yarrowia lipolítica 62,85 U/mL Gao et al., 2007 

 22,5 U/mg Liu et al., 2010 

Debaryomyces hansenii  52,53 U/mL Gao et al., 2007 

Kluyveromyces marxianus  194,1 U/mL Kalil et al., 2010 

 127 U/mL Kalil et al., 2001 

 176 IU/mL Silva-Santisteban 
et al., 2005 

 208 IU/mL Silva-Santisteban 
et al., 2009 

 262,9 U/mg Golunski et al., 
2011 

 1294 U/mL Treichel et al., 
2009 

 18743 U/mL Kushi et al., 2000 

 50,2 IU/mL Singh e Bhermi, 
2008 

 47.1 IU/mL Singh et al., 2006 

 250 U/gds Mazutti et al., 
2007 

 47,2 U/mL Mazutti et al., 
2010 

 1317 U/mL Treichel et al., 
2009 

  1139 U/mL Sguarezi et al., 
2009 

Fonte: (BONCIU E BAHRIM, 2011). Adaptado (ASTOLFI , 2010).  

U, IU –Atividade da inulinases expressa em unidade internacional. 
gds – Gramas por substrato seco. 
 
 
 

As espécies bacterianas são utilizadas para a produção de inulinase, 

principalmente devido à sua termoestabilidade. Entretanto, dados sobre a 

produção de inulinases por cepas bacterianas são escassos e referem-se 

principalmente a endo-inulinases (BONCIU e BAHRIM, 2011).  

Gill et al. (2003) consideraram Streptomyces sp. GNDU 1 como um 

candidato potencial para produção enzimática de frutose a partir de inulina, ao 

obter 0,552 IU/mL de atividade após 24 horas de fermentação, na presença de 

1% de inulina. Bactérias do gênero Bacillus também foram descritas como 

produtores de inulinase. Zherebtsov, Shelamova e Abramova (2002) obtiveram 

42,36 U/mL de atividade enzimática empregando sacarose como fonte de 

carbono. Outros gêneros também já foram estudados para a produção enzimática 

de inulinase, como Xhantomonas sp. e Paenibacillus sp. No entanto, de acordo 
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com Gill, Manhas e Singh (2006), a produção de inulinase por bactérias não é 

comparável à grande capacidade de leveduras e fungos filamentosos produzirem 

esta enzima em elevadas concentrações. 

Entre os fungos filamentosos produtores de inulinase, Aspergillus spp. tem 

sido o favorito para a produção da enzima. Gern et al. (2001) observaram 16 

cepas fúngicas relatadas como produtoras de inulinases e consideraram 

Aspergillus niger DSM 2466 como a melhor delas. Ge e Zhang (2005) utilizaram 

também Aspergillus niger e obtiveram atividade enzimática máxima de 100 U/mL 

na presença de sacarose como substrato. Kumar et al. (2005) obtiveram atividade 

máxima de 176 U/mL com meio de cultivo contendo 5% de inulina, utilizando uma 

cepa isolada do solo identificada como A. niger. 

Entretanto, segundo Chi et al. (2009), as leveduras são os micro-

organismos que melhor produzem inulinase sendo, portanto, os mais estudados 

para a produção da enzima. Devido à sua natureza unicelular, crescem mais 

rapidamente que os fungos filamentosos e são mais eficientes na realização de 

alterações físico-químicas no meio em que se encontram devido à sua melhor 

relação área/volume oferecendo, assim, vantagens em relação aos fungos 

filamentosos no processo de fermentação (SILVA, 2008). Entre esses micro-

organismos, Pichia sp, Cryptococcus aureus, Candida sp, e Kluyveromyces sp. 

são os gêneros que possuem grande potencial para a produção comercial da 

enzima (GONG, SHENG e CHI, 2007; SHENG, CHI e GONG, 2008). 

 

1.3.2 Produção de inulinases por Kluyveromyces marxianus 

 

Entre as leveduras produtoras de inulinases as que fazem parte do gênero 

Kluyveromyces são as mais estudadas, sendo descritas como os micro-

organismos mais promissores para a produção desta enzima (TREICHEL, 2001; 

2004).  

A espécie K. marxianus  é classificada como hemiascomyceto, homotálica 

e anaeróbia facultativa, sendo importante destacar que não consegue crescer sob 

condições estritamente anaeróbias (FONSECA et al. 2008; LANE e MORRISSEY, 

2010). Possui grande potencial biotecnológico e é amplamente adotada pela 

indústria devido a características como taxa de crescimento rápida, 

termotolerância (com crescimento em temperaturas entre 25°C e 45°C), amplo 
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espectro de substratos (incluindo xilose e arabinose) e grande capacidade de 

converter os substratos em biomasssa (FONSECA et al., 2008; MATSUZAKI et al. 

2012). 

Além disso, fazem parte do grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) e 

QPS (Qualified Presumption of Safety) pelas agências reguladoras dos Estados 

Unidos e União Europeia, respectivamente, e são aceitas pelo FDA (Food and 

Drug administration). Isso significa que são reconhecidas como seguras e há 

poucas restrições na aplicação deste micro-organismo em compostos 

farmacêuticos e alimentícios, o que lhes confere grande potencial para aplicações 

biotecnológicas (LANE e MORRISSEY, 2010). 

Diversas pesquisas têm sido realizadas utilizando Kluyveromyces 

marxianus para a produção de inulinase. Esses estudos geralmente avaliam a 

produção sob diferentes condições de cultivo, a pesquisa de substratos e a 

influência de suas concentrações, o efeitos dos parâmetros operacionais e a 

seleção de cepas promissoras (MAKINO, 2004; SILVA-SANTISTEBAN et al., 

2005; 2009; CAZETTA et al., 2005, 2010; TREICHEL et al. 2004; 2009; CHEN et 

al., 2011, CHI et al., 2011). 

Em um desses estudos, foi estudada a produção da inulinase utilizando-se 

diferentes linhagens de Kluyveromyces. Entre as que foram avaliadas, a melhor 

foi a Kluyveromyces marxianus NRRL 7571, com uma atividade máxima de 900 

U/mL após 72 horas de fermentação, a qual representa uma excelente produção 

quando comparada com a produção de outras linhagens citadas na literatura 

(MAKINO, 2004) 

                                                     

1.3.3 Substratos utilizados para a produção de inulinase microbiana  

 

A composição do meio de cultivo afeta sensivelmente a excreção 

enzimática realizada pelos micro-organismos. Uma grande variedade de 

substratos tem sido pesquisados como fonte de carbono para produção de 

inulinase, variando-se desde substratos definidos a resíduos agroindustriais, 

conforme pode ser observado na Tabela 02. 
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Sacarose 

 
K. marxianus; A. niger; A. 

oryzae; A. Ficuum 
Kalil et al., 2001; Silva-

Santisteban, et al., 2009 
Frutose K. marxianus; K. lactis Guerrero et al., 2006 
Glicose K. marxianus Silva-Santisteban et al., 2009 

Inulina extraída de plantas 
(não comercial) 

  

Yacon 
K. marxianus var. 

bulgaricus 
Cazetta et al., 2005 

banana, alho, cebola, Streptomyces spp. Sharma et al., 2006 
chicória, dália, dente de leão, A.niger Kango, 2008 

Raízes de aspargos, 
alcachofra de Jerusalém 

K. marxianus Singh et al., 2006 

 Rhizoctonia solanis Singh e Bhermi, 2008 

   
Resíduos agro-industriais   

 
farinha de mandioca, sabugo 

de milho 
Aspergillus ochraeus Guimarães et al., 2007 

farelo de aveia, palha de 
arroz, 

Streptomyces spp. Dilipkumar et al., 2011 

bagaço de cana, farelo de 
trigo, 

K. marxianus NRRL Y-7571 
Mazutti et al., 2007; Bender 
et al., 2006; Treichel et al., 

2009 

 
Aspergillus ficuum JNSP5-

06 
Chen et al., 2011 

   
Fonte: BONCIU E BARHIM, (2011). Adaptado (CAZETTA, 2005) 

 

Entre os substratos definidos investigados para a produção de inulinase, a 

inulina e a sacarose tem sido os mais utilizadas (KALIL et al., 2001; CAZETTA et 

al. , 2010; SHARMA, SHARMA, KAINTH e GILL, 2006; SILVA-SANTISTEBAN, 

CONVERTI e MAUGERI 2009; YU et al., 2009), embora segundo Contiero (2004), 

outros substratos também tenham sido citados, tais como, amidalina, arabinose, 

celobiose, esculina, frutose, galactose, lactose, maltose, manitol, melesitose, 

metanol, rafinose, salicina e amido. No entanto, esperam-se maiores produções 

da enzima em cultivos com inulina (SILVA-SANTISTEBAN, 2006). 

Tabela 02- Substratos utilizados na produção de inulinase. 

Substratos Micro-organismos Referências 

Substratos puros   

Inulina comercial Pichia guilliermondii Yu et al., 2009 

 K. lactis; K. marxianus spp. Guerrero et al., 2006 

 Streptomyces spp. Sharma et al., 2006 

Substratos Definidos   
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Comercialmente, a inulina é obtida dos tubérculos de dália (Dahlia pinnata), 

os quais possuem elevadas concentrações deste polissacarídeo. Porém, o custo 

elevado inviabiliza economicamente a utilização de meios de cultivo com inulina 

pura em escala industrial. 

Assim, resíduos agro-industriais e extratos vegetais ricos em frutranas vêm 

sendo estudados e considerados uma boa fonte para a produção de inulinase.  

A produção de inulinase empregando resíduos agro-industriais como 

substrato é uma boa alternativa para reduzir os custos de produção e minimizar 

os impactos ambientais causados pela disposição desses resíduos no meio 

(MAZUTTI et al., 2010) e, ultimamente, vem despertando grande interesse entre 

os pesquisadores.  

 A seleção desse tipo de substrato depende de vários fatores, como custo, 

disponibilidade e aumento na produção da enzima ou, pelo menos, que esta 

permaneça a mesma que a obtida através de um meio sintético (MAKINO, 2009). 

O sucesso dessa alternativa depende também da escolha de um micro-organismo 

adequado, que consiga crescer nesses substratos.  

Farinha de mandioca, farinha de aveia, palha de arroz, bagaço de cana, 

farelo de trigo, glicose e sacarose foram utilizados por Guimarães et al. (2007)  a 

fim de  estabelecer a influência da fonte de carbono sobre a produção de 

inulinase por Aspergillus ochraceus. O maior nível de atividade da inulinase 

extracelular foi obtida quando o bagaço de cana foi utilizado como fonte de 

carbono, atingindo 108 U/mL.  

Raízes e tubérculos de várias plantas ricas em inulina, como a alcachofra 

de Jerusalém (Heliantus tuberosus), chicória (Cichorium intybus), entre outras, 

têm sido utilizados como fonte de carbono para a produção da enzima. Pesquisas 

abordando extratos vegetais de outras plantas vêm sendo realizadas, no intuito de 

obter fontes alternativas de inulina que possam ser utilizadas como substratos 

para a produção de inulinase.  

 Cazetta et al. (2005), conseguiram produzir inulinase utilizando extrato de 

yacon (Polymnia sanchifolia) como substrato, por Kluyveromyces marxianus 

var.bulgaricus em meio líquido. 

  Sharma, Kainth e Gill (2006), investigando vários substratos para 

produção da enzima (cevada, centeio, banana, alho, inulina pura, trigo, chicória, 

cebola e dália), observaram que a atividade mais elevada foi atingida quando o 
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alho (Allium sativum), que tem a inulina como carboidrato de reserva, foi utilizado 

como fonte de carbono (524U/mL) por Streptomyces sp. 

Kango (2008) observou a atividade da inulinase por Aspergillus niger NK-

126 em diferentes substratos, obtendo uma produção máxima de 55 U/mL com o 

extrato vegetal da raiz de dente de leão (Taraxacum officinale). O extrato da raiz 

de Asparagus officinalis em pó foi utilizado como fonte de inulina por Singh e 

Bhermi (2008), produzindo atividade enzimática de 50,2 IU/mL por K. maxianus 

YS-1 e considerado, pelos autores, como uma fonte de inulina de baixo custo 

para a produção de inulinase. 

 

1. 3. 4  Agave tequilana  e Agave sisalana  

 

Como abordado anteriormente, diversos vegetais como dália, chicória e 

alcachofra de Jerusalém, já foram utilizados como matérias primas eficazes na 

produção de frutose, devido ao seu elevado teor de fruto-oligossacarídeos ou de 

inulina. Outras alternativas potenciais são algumas plantas do gênero Agave, cuja 

seiva contém altas concentrações de inulina, comparáveis as da chicória, dália e 

alcachofra de Jerusalém (GARCIA-AGUIRRE et al., 2009).  

O gênero Agave é formado por plantas monocotiledôneas pertencentes à 

família Agavaceae, considerado nativo do México, onde se encontram 272 das 

310 espécies relatadas, com 135 espécies endêmicas (GARCIA, 2002; 

ESCAMILLA-TREVIÑO, 2012). Várias delas são economicamente importantes, 

incluindo a Agave tequilana Weber var. azul, cuja seiva contém  grande 

quantidade de inulina e é a espécie utilizada na produção de tequila (CRUZ-

GUEREIRO et al., 2006). Folhas e caule compõem a parte aérea da planta, as 

bases das folhas estão unidas ao caule formando a parte conhecida como cabeça 

ou pinha (IÑIGUEZ-COVARRUBIAS et al., 2001) rica em frutanos, sendo  a parte 

utilizada na produção da bebida (LAMAS et al., 2004). Além da tequila há também 

a comercialização de xaropes de frutose a partir do extrato de Agave (PARTIDA 

et al., 1998).  

Por outro lado, o Agave sisalana Perr. (sisal) é uma espécie de grande 

interesse econômico em regiões semi-áridas como no Nordeste do Brasil, devido 

a produção de fibras rígidas (BOTURA et al., 2011).  
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A produção do sisal é destinada principalmente à extração dessas fibras, 

que podem ser utilizadas na manufatura de cordas, fios, barbantes, tapetes, 

sacos e bolsas, entre outros. Também pode ser utilizada na fabricação de pasta 

celulósica, empregada na produção do papel Kraft e de outros tipos de papéis 

finos. Além dessas aplicações, a fibra de sisal pode ser empregada na indústria 

automotiva, de móveis e eletrodomésticos, na mistura com polipropileno e na 

construção civil (ALVES et al., 2005). 

O Brasil é o maior produtor e exportador de fibras de sisal do mundo, 

sendo a Bahia o estado responsável por 95% da produção nacional (SANTOS, 

2006) proveniente da região sisaleira (Figura 03). 

   

Figura 03- Mapas das regiões produtoras de sisal no Brasil. A) Estados produtores de sisal. B) 
Região produtora de sisal na Bahia. 
Fonte: A: http://apaeb.blogspot.com.br/2009/10/na-regiao-sisaleira-planta-do-sisal.html.  
B: http://www.skyscrapercity.com/showthread.php?t=459170&page=5 

 

No setor sisaleiro nordestino, cerca de apenas 4% das folhas são 

aproveitadas para a retirada da fibra. O restante constitui os denominados 

resíduos do desfibramento, compostos pela mucilagem (15%), suco (80%) e 

bucha (1%). Isso constitui um grande desperdício, visto que vários destinos 

podem ser dados a esses resíduos (ALVES et al., 2005) 

 Dentre as possibilidades de uso desses subprodutos estão o emprego da 

mucilagem como complemento alimentar de bovinos e caprinos, da bucha como 

adubo orgânico e do suco para extração de substâncias que podem utilizadas 

como medicamento, bioinseticidas, sabonetes e pasta cicatrizante. No estudo 

realizado por Silva e Beltrão (1999) sobre Agave sisalana, foi mostrado que cada 

A B 

http://apaeb.blogspot.com.br/2009/10/na-regiao-sisaleira-planta-do-sisal.html
http://www.skyscrapercity.com/showthread.php?t=459170&page=5
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litro de resíduo líquido contém aproximadamente 35-65 g de carboidratos 

fermentáveis. 

 Vários trabalhos foram desenvolvidos no sentido de se encontrar um 

destino para esse resíduo, entre eles, a sua utilização como adubo orgânico nas 

próprias plantações de sisal, bem como suplementação na ração animal 

(BANDEIRA e SILVA, 2006). 

 Outro foco de pesquisa foi a extração dos esteróides do suco do sisal, 

especialmente a hecogenina, uma sapogenina esteroidal, empregada na 

fabricação de corticosteróides (OASHI, 1999). Atualmente, algumas pesquisas 

têm sido desenvolvidas no sentido de estudar os resíduos do sisal como substrato 

para o desenvolvimento de processos fermentativos voltados para a produção de 

substâncias de interesse industrial, como enzimas e etanol de segunda geração. 

Essas pesquisas têm apresentado resultados promissores, mostrando que esse 

material, que é atualmente descartado, pode ser convertido em produtos de 

elevado valor agregado e resultar em novas fontes de renda para a população da 

região. 

 Entretanto, o extrato desta planta nunca foi estudado como substrato para 

processos fermentativos submersos e seu potencial, até o momento, permanecia 

desconhecido. 

 

1.3.5. Processos fermentativos para a produção de inulinase 

 

Vale ressaltar que, além do tipo de substrato empregado na produção de 

enzimas, os parâmetros operacionais do processo também devem ser 

controlados de forma a garantir tanto a manutenção das condições ótimas de 

cultivo do micro-organismo produtor, como também a preservação da atividade 

biológica da enzima (BON et al., 2008). Os principais parâmetros estudados para 

a produção de inulinase em processos fermentativos, utilizando diferentes micro-

organismos, têm sido o pH, a temperatura e a composição do meio de cultura, 

principalmente, relacionados à fonte de carbono e nitrogênio (SILVA-

SANTISTEBAN, 2006). 

Os processos fermentativos para a produção de inulinase apresentam 

como principal vantagem a facilidade de produção que pode ser contínua durante 

o ano todo e possibilidade da utilização de substratos de baixo custo, entre outros 
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(TREICHEL, 2004). Esses processos podem ser conduzidos através de 

fermentação submersa (FSm) ou fermentação em estado sólido (FES).   

Em linhas gerais, na fermentação em estado sólido o crescimento 

microbiano e a formação do produto ocorrem na superfície do substrato sólido na 

ausência de água livre e pode ser realizada sem agitação mecânica. Já na 

fermentação submersa, o micro-organismo produtor se desenvolve no interior do 

meio de cultivo líquido, sob agitação (BON et al., 2008). Tradicionalmente, a 

inulinase tem sido produzida por fermentação submersa (PANDEY et al., 1999; 

KALIL, et al., 2001; GILL et al., 2003; MAKINO et al., 2009) e é freqüentemente 

aplicada na maioria dos processos fermentativos industriais (BON et al., 2008). 

Em comparação à fermentação em estado sólido, a fermentação submersa 

permite um sistema de cultivo homogêneo, com facilidade de controle das 

variáveis físico-químicas do processo e maior eficiência de adsorção e excreção 

de metabólitos secundários pela célula, reduzindo o tempo do processo e de 

separação do produto (BON et al., 2008), além de apresentar melhor controle dos 

parâmetros operacionais e padronização do processo (HOLKER e LENZ, 2005).  

As fermentações submersas realizadas em pequena escala são facilmente 

operáveis e possuem baixo custo, e isso permite que se tenha uma maneira 

econômica de avaliar uma grande variedade de parâmetros, visando a otimização 

do processo (ROEPKE, 2007). 

 

 

1.4 Planejamento experimental e otimização de processos 

 

O planejamento experimental é uma ferramenta baseada nos fundamentos 

estatísticos, para alcançar as condições otimizadas de um processo produtivo 

(RODRIGUES e IEMMA, 2009).  

Geralmente, a otimização de variáveis experimentais é realizada por meio 

de procedimentos que avaliam o efeito de apenas uma variável independente por 

vez, enquanto fixam-se outras em determinados níveis, até que todas as 

combinações sejam examinadas. Esse estudo univariável apresenta 

desvantagens como o tempo gasto para a otimização e a falta de avaliação 

acerca dos efeitos interativos entre as variáveis que afetam o processo em estudo 

(CUNICO, 2008). De acordo com BRASIL et al. (2007), estas desvantagens 
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resultam numa otimização ineficiente, impedindo o rápido estabelecimento das 

reais condições ótimas. 

Dentre os métodos de planejamento experimental disponíveis na literatura, 

o planejamento fatorial é o mais indicado quando se deseja estudar os efeitos de 

duas ou mais variáveis de influência, sendo que, em cada tentativa são 

analisadas todas as combinações possíveis entre os níveis de cada variável 

(PERALTA-ZAMORA, MORAIS e NAGATA, 2005). 

De acordo com Neves e Schvartzman (2002), este tipo de planejamento 

normalmente é representado por 2n, sendo que n representa o número de 

variáveis envolvidas e 2 o número de níveis escolhidos. O planejamento em que 

todas as variáveis são estudadas em apenas dois níveis, superior (+) e inferior (-), 

é o mais simples e mais utilizado dos fatoriais.  

Dessa forma, se em um planejamento forem escolhidos 2 diferentes níveis 

para 3 fatores (2³), o número de experimentos diferentes a serem realizados será 

8, onde as variáveis estudadas serão combinadas em altas (+) e baixas 

concentrações (-), por exemplo. Dessa forma o efeito de um componente pode 

ser determinado com um número relativamente pequeno de experimentos (BON 

et al., 2008). 

Diversas vantagens da utilização do planejamento fatorial podem ser 

destacadas como, por exemplo, a redução do número de ensaios e melhoramento 

da qualidade da informação; o estudo simultâneo de diversas variáveis, 

separando seus efeitos, a determinação da confiabilidade dos resultados e 

possibilidade de otimização de mais de uma resposta ao mesmo tempo, dentre 

outros (RODRIGUES e IEMMA, 2009). 

A metodologia de superfície de resposta (RSM) é uma técnica que tem sido 

aplicada com sucesso na otimização dos mais variados processos, e consiste em 

um grupo de procedimentos matemáticos e estatísticos que são usados para 

estudar a relação entre uma ou mais respostas (variáveis dependentes) e um 

número de fatores (variáveis independentes).   

De acordo com Barros-Neto (1996), a metodologia de superfície de 

resposta é constituída de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. 

Essas etapas são repetidas tantas vezes quantas forem necessárias, com o 

objetivo de atingir uma região ótima (máxima ou mínima) da superfície 

investigada. A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos lineares ou 
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quadráticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. 

O deslocamento se dá sempre ao longo do caminho de máxima inclinação de um 

determinado modelo, que é a trajetória na qual a resposta varia de forma mais 

pronunciada.  

O planejamento experimental fatorial associado à técnica de RSM fornece 

informações seguras do processo, reduzindo soluções empíricas que envolvem 

técnicas de tentativa e erro (BOX et al., 1978). Usando essa técnica é possível 

estimar os efeitos principais das variáveis na resposta ou variável dependente. A 

tabela de análise de variância informa sobre o quanto o ajuste foi adequado, 

sendo possível propor o modelo probabilístico que correlaciona a resposta em 

função das variáveis estudadas, construindo a superfície de resposta para 

determinar a faixa ótima de operação (OLIVEIRA et al.,  2004).     

Essa metodologia tem sido aplicada na análise e otimização de processos 

como composição de meios de cultivo para crescimento microbiológico, condições 

de atividade enzimática e processos alimentícios. Kalil et al. (2001), utilizando a 

metodologia do planejamento fatorial e superfície de resposta, otimizou a 

produção da enzima inulinase de K. marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 , 

sendo que a atividade inicial de 9,0 U/mL atingiu 127 U/mL com sacarose, 

utilizando esta ferramenta. TREICHEL (2001), realizou quatro planejamentos 

fatoriais sequenciais, sendo as variáveis independentes o melaço, a água de 

maceração de milho (AMM) e o extrato de levedura, otimizando o meio de 

produção para a enzima inulinase. Com esta metodologia foi obtida uma atividade 

enzimática de 138U/mL, ultrapassando assim o valor atingido com o meio 

sintético (127U/mL).  

Vale ressaltar que o planejamento fatorial não determina valores ótimos em 

uma única etapa, porém indica satisfatoriamente o caminho a ser tomado para 

que se possa atingir o objetivo proposto (NASCIMENTO, 2006). 
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Capítulo 1 

 

 PRODUÇÃO DE INULINASE POR Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y 7571 UTILIZANDO XAROPE DE AGAVE (Agave tequilana) 

COMO SUBSTRATO 
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RESUMO  

 

OLIVEIRA, L. P. A. Produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus 

NRRL-Y 7571 utilizando xarope de Agave (Agave tequilana) como fonte de 

carbono. 

 

Inulinases são enzimas (EC 3.2.1.7) que atuam nas ligações β-2,1 da inulina 

produzindo frutose. São aplicadas na produção de xaropes com alta concentração 

de frutose e frutooligossacarídeos. Podem ser obtidas através de micro-

organismos como bactérias, fungos e leveduras, entre as quais, o gênero 

Kluyveromyces tem sido considerado o mais promissor. Novos substratos vêm 

sendo pesquisados como alternativas para a produção de inulinase. Este trabalho 

teve como principal objetivo estudar a produção de inulinase utilizando xarope de 

agave (Agave tequilana) como fonte de carbono pela levedura Kluyveromyces 

marxinaus NRRL-Y 7571. Foram realizadas fermentações submersas, sob 

agitação de 150 rpm, 28°C ±2°C e pH 5,0, durante 96 horas, em frascos 

Erlenmeyers, sendo retiradas amostras a cada 24 horas. Os meios de cultivo de 

sais minerais foram suplementados com variadas concentrações da fonte de 

carbono (xarope de agave) e da fonte de nitrogênio (extrato de levedura), de 

acordo com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, totalizando 

44 ensaios. A condição ótima de produção da inulinase (144,17 U/mL) foi obtida 

após 96 horas de fermentação, na concentração de 5% da fonte de carbono e 

2,5% da fonte de nitrogênio. As análises estatísticas mostraram que, tanto a fonte 

de carbono como a fonte de nitrogênio, influenciaram a produção da enzima. A 

enzima foi caracterizada parcialmente e apresentou pH ótimo de 4,0, temperatura 

e termoestabilidade de 60°C e 50°C, respectivamente. Dessa forma, os resultados 

deste trabalho indicam o xarope de agave como um substrato viável para 

produção de inulinase, utilizando a levedura kluyveromyces marxianus NRRL-

Y757. 

 

Palavras chave: enzimas, levedura, fermentação submersa e otimização. 
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ABSTRACT  

 

OLIVEIRA, L. P. A. Inulinase production by Kluyveromyces marxianus NRRL 

Y-7571 using syrup agave (Agave tequilana) as carbon source. 

 

Inulinases are enzymes that act hydrolyzing linkages β(2-1) from inulin, producing 

high fructose syrup. Besides, these enzymes are applied to fructooligosaccharides 

production, which presents functional and nutritional properties, especially like 

soluble fibers. Inulinases can be synthetized by several microorganisms such as 

bacteria, fungi and yeasts, and the genus Kluyveromyces has been considered the 

most promising. New substrates, like agroindustrial residues and vegetable 

extracts, have been studied as low cost alternative to inulin, an expansive raw 

material, for the inulinase production. This work was aimed to study the inulinase 

production using agave syrup as carbon source by Kluyveromyces marxinaus 

NRRL Y-7571. The fermentations were carried out in submerged fermentations at 

150 rpm in an orbital shaker containing 30mL culture medium, temperature 

28°C±2°C and pH 5.0. The inulinase activity was determined at 24, 48, 72 and 96 

hours of fermentation. Culture medium of mineral salts were supplemented with 

defined concentrations of carbon source (agave syrup) and nitrogen source (yeast 

extract), according to the Rotational Central Composite Design (RCCD) 22, 

resulting in 44 runs. The optimum condition of inulinase production (144.17 U/ mL) 

was obtained after 96 hours of fermentation, in the condition 5% of agave syrup 

and 2.5% of yeast extract. Statistical analysis showed that both carbon source as 

nitrogen source influenced the enzyme production. Partial characterization showed 

that optimum pH and temperature for enzyme activity were 4.0 and 60ºC, 

respectively. The enzyme showed to be stable at 50ºC during 5 hours. At 55ºC 

and 60ºC the activity quickly dropped. Thus, the present results indicated that 

agave syrup showed a good potential and can be an alternative substrate for 

inulinase production.  

 

Key-words: enzymes, yeast, submerged fermentation and optimization. 
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INTRODUÇÃO 

 

Inulinases são β-2,1-D-frutanofrutanohidrolases (EC 3.2.1.7) que atuam 

nas ligações β-2,1 da inulina, produzindo frutose (VANDAME e DERICKE, 1983). 

São descritos dois tipos de inulinases: as exoinulinases, que hidrolizam os 

terminais redutores da cadeia de inulina, e as endoinulinases, que hidrolizam as 

ligações internas do polímero. Essas enzimas encontram suas principais 

aplicações na produção de xaropes com alta concentração de frutose, por 

hidrólise enzimática da inulina, e na produção de frutooligossacarídeos, 

respectivamente, os quais podem ser utilizados como ingredientes funcionais em 

alimentos (MAZUTTI et al., 2010). Além disso, vem sendo pesquisada a aplicação 

das inulinases na produção de biocombustíveis, como etanol, a partir de 

substratos ricos em inulina (CHI et al., 2011; LIM et al., 2011).  

As inulinases podem ser obtidas de tubérculos e raízes de plantas que 

armazenam inulina como carboidrato de reserva ou através de micro-organismos 

como bactérias, fungos e leveduras. Entre os micro-organismos, as leveduras do 

gênero Kluyveromyces têm despertado grande interesse industrial devido às suas 

características fisiológicas e por pertencerem ao grupo GRAS ("Generally 

Recognized as Safe"), sendo aceitos pelo FDA ("Food and Drug Administration") 

dos Estados Unidos para produtos alimentícios. 

Devido à facilidade de produção, diversas enzimas de interesse industrial 

são obtidas a partir de fermentações microbianas, suplantando a produção de 

origem vegetal. Isto se deve ao fato das enzimas necessitarem de um tempo curto 

de produção, serem obtidas em qualquer época do ano e utilizarem, 

normalmente, uma ampla gama de substratos (KALIL et al., 2001; MAKINO et al., 

2002). Tradicionalmente, as enzimas de interesse industrial têm sido produzidas 

em cultura submersa, a qual permite maior controle do grau de aeração, pH e 

temperatura do meio, bem como o controle de outros fatores requeridos para o 

crescimento ótimo do micro-organismo (GILL et al., 2003; SHARMA, KAINTH e 

GILL, 2006; GONG et al., 2007; SGUAREZI et al., 2008). 

Segundo Treichel (2004), a obtenção da inulinase no mercado exterior é 

realizada principalmente utilizando a inulina comercial como substrato, que 

apresenta um custo relativamente elevado. Diante disso, várias matérias-primas 
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vêm sendo pesquisadas como substratos alternativos para a produção de 

inulinase e, entre essas, os resíduos agro-industriais (TREICHEL et al., 2009; 

SGUAREZZI et al., 2009; CHEN et al., 2011), meios sintéticos (KUMAR et al., 

2005; GUERRERO et al., 2006) e extratos de plantas que armazenam inulina 

(ERTAN et al., 2003, SHARMA et al., 2006; SINGH e BHERMI, 2008). 

Entre as plantas que são industrialmente importantes devido ao seu teor de 

inulina, estão a chicória, alcachofra de Jerusalém e dália como as mais 

pesquisadas (ÁVILA-FERNANDEZ et al., 2007).  Outra alternativa são as plantas 

do gênero Agave, originárias do México, e cujas seivas contém alto teor de inulina 

(GARCIA-AGUIRRE, 2009).  

Frutanas presentes em A. tequilana têm grau de polimerização variando de 

3 a 29 unidades de frutose e contêm principalmente ligações β-2,1 na sua cadeia 

linear, além de ligações β-2,6 nas ramificações (LOPEZ et al., 2003), podendo ser 

substrato para atuação das inulinases. Embora a inulina de Agave venha sendo 

tradicionalmente utilizada como matéria prima para a produção de bebidas 

fermentadas e destiladas, como a tequila, ocorre também a  comercialização de 

xaropes ricos em frutose utilizando extratos de Agave (PARTIDA et al., 1998) 

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo estudar a produção de 

inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 utilizando xarope de Agave 

(Agave tequilana) como fonte de carbono sob fermentação submersa, bem como, 

caracterizar a enzima quanto ao perfil ótimo de temperatura, pH e 

termoestabilidade. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Manutenção do micro-organismo 

 

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, adquirida na 

Fundação André Tosello - Coleção de Culturas Tropicais, foi mantida em meio 

líquido composto de extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona 

bacteriológica 0,5%; glicose 1%  e glicerol 20 %, a -80°C. 

 
 
2. Preparo do inóculo  
 

 Inicialmente, a levedura foi inoculada em placas de Petri contendo meio 

Ágar Extrato de Malte-Levedura (YMA) e incubada para crescimento em B.O.D 

durante 24 horas a 28°C, de forma a se obter cultura de células jovens para iniciar 

o processo fermentativo.  

Em seguida, a cultura foi repicada em tubo de ensaio contendo 5 mL de 

meio de pré-inóculo composto de: sacarose 1,0%; extrato de levedura 0,5%; 

KH2PO4 0,5%; NH4Cl 0,15%; KCl 0,12%; MgSO4.7H2O 0,07% e incubada a 28°C 

por 24 horas a 150 rpm. Para obtenção do inóculo, adicionou-se o conteúdo do 

pré-inóculo em frasco Erlenmeyer, com capacidade de 250 mL, contendo 50 mL 

do mesmo meio, o qual foi incubado durante 24 horas a 28°C sob agitação de 150 

rpm em câmara agitadora. Os meios foram previamente ajustados para pH 5,0 

com ácido-ortofosfórico concentrado e esterilizados por 15 minutos a 121°C em 

autoclave. 

 

3. Produção de Inulinase por Fermentação Submersa 

 
 

Para a produção de inulinase, as fermentações foram realizadas em 

frascos Erlenmeyers de125 mL contendo 30 mL de meio de cultura composto de 

xarope de agave e extrato de levedura, como fontes de carbono e nitrogênio 

respectivamente, em diferentes concentrações, de acordo com o delineamento 

composto central rotacional (DCCR) 22. O meio foi suplementado com KH2PO4 

0,5%; NH4Cl 0,15%; MgSO4.7H2O 0,07%; KCl 0,12%. O pH foi ajustado para 5,0, 
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por meio da adição de ácido orto-fosfórico concentrado, e o meio foi esterilizado 

em autoclave por 15 minutos a 121°C. 

No meio de cultivo, preparado para as fermentações, foi adicionada uma 

concentração de inóculo equivalente a 10 % do volume do meio, ou seja, 3mL. A 

fermentação foi conduzida a 28±2°C, pH 5,0 e 150 rpm em câmara agitadora, 

durante 96 horas. A cada 24 horas uma amostra foi retirada e o caldo fermentado 

foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado 

para a determinação imediata da atividade enzimática e o sedimentado foi 

utilizado para quantificação do crescimento celular, nos tempos de 24, 48, 72 e 96 

horas. 

O xarope de agave utilizado foi o Now Healthy Foods Certified Organic 

Light Agave Nectar (482g) fabricado pela Now Foods®.  De acordo com o 

fabricante é um produto extraído da planta agave (Agave tequilana var. blue) 

100% puro que não contém sal, amido, levedura, trigo, glúten, milho, soja, 

leite, ovos, mariscos ou conservantes. Segundo as informações nutricionais, em 

21g (1colher de sopa) contém 70 calorias e 16,5g de carboidratos totais, 16g de 

açúcares, 0g de proteínas e não contém quantidades significativas de gorduras 

saturadas, gordura trans, colesterol, sódio, fibras, vitamina A, vitamina C, cálcio 

ou ferro. 

 

 

4. Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR 

 

4.1. Primeiro Planejamento Experimental 

 

As fermentações ocorreram em condições de cultivo variadas, onde foram 

estudadas diferentes concentrações das fontes de carbono e de nitrogênio, a fim 

de se determinar as melhores condições de fermentação, de acordo com a matriz 

do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, segundo Rodrigues e 

Iemma (2009).  

Os níveis estudados e a matriz do DCCR 22, com os valores das variáveis 

estudadas, estão apresentados nas Tabelas 01 e 02, respectivamente. 
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Tabela 01- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2
2
 para produção de 

inulinase. 

 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Tabela 02- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional, com valores reais e   
Codificados, para determinação da atividade enzimática. 

 

Ensaios Níveis 

Extrato de 
Levedura 

 (%) 

Xarope de 
Agave  

(%) 

1 -1 -1 0,5 5 

2 1 -1 1,5 5 

3 -1 1 0,5 15 

4 1 1 1,5 15 

5 -1,41 0 0,3 10 

6 1,41 0 1,7 10 

7 0 -1,41 1 3 

8 0 1,41 1 17 

9 0 0 1 10 

10 0 0 1 10 

11 0 0 1 10 

 

 

Os valores das variáveis escolhidas foram definidos com base na literatura 

especializada. Esse delineamento experimental resultou em 11 ensaios, que 

ocorreram durante 96 horas, sendo retirada uma amostra a cada 24 horas, 

totalizando 44 amostras. As análises estatísticas foram realizadas através do 

software STATISTICA 7.0® (StatSoft).  

Após a análise das respostas obtidas no primeiro planejamento, foi 

realizado mais um planejamento completo (DCCR), com o intuito de otimizar as 

condições para a produção da inulinase. 

 

 

 

 

  Níveis 

Variáveis independentes 
 

-1,41 
 

-1 
 
0 

 
1 

 
1,41 

Extrato de Levedura (%) 

 

0,3 

 

0,5 

 

1 

 

1,5 

 

1,7 

Xarope de Agave (%) 3 5 10 15 17 
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4.2.  Segundo Planejamento Experimental 

 

Os valores das variáveis escolhidas foram definidos com base nos 

resultados do planejamento anterior e resultou em 11 ensaios. O tempo de 

fermentação foi fixado em 96 horas, pois foi o tempo onde se atingiu a maior 

produção da enzima. As Tabelas 03 e 04 descrevem os níveis estudados e a 

matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 para o segundo 

planejamento experimental. 

 

Tabela 03- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2
2
 para produção de 

inulinase. 
  Níveis 

Variáveis independentes 
 

-1,41 
 

-1 
 
0 

 
1 

 
1,41 

Extrato de Levedura (%) 

 

2,0 

 

2,2 

 

2,5 

 

2,8 

 

2,9 

Xarope de Agave (%) 3,6 4,0 5,0 6,0 6,4 

 

 
Tabela 04- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional, com valores reais e   
codificados, para determinação da atividade enzimática 

 

Ensaios Níveis 

Extrato de 
Levedura  

(%) 

Xarope de 
Agave  

(%) 

1 -1 -1 2,2 4 

2 1 -1 2,8 4 

3 -1 1 2,2 6 

4 1 1 2,8 6 

5 -1,41 0 2,0 5 

6 1,41 0 2,9 5 

7 0 -1,41 2,5 3,6 

8 0 1,41 2,2 6,4 

9 0 0 2,5 5 

10 0 0 2,5 5 

11 0 0 2,5 5 
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5. Crescimento celular 
 
 

Para obtenção da biomassa, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000 

rpm durante vinte minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em água 

destilada e novamente centrifugado para lavagem das células. As células lavadas 

foram ressuspensas em água destilada no mesmo volume do extrato enzimático 

fermentado (30 mL) e o crescimento celular foi determinado por turbidimetria a 

600 nm, utilizando água destilada para calibração. Os valores obtidos foram 

relacionados com o peso seco x absorbância, através de curva de calibração. 

A massa seca, utilizada para a elaboração da curva de crescimento, foi 

obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com aproximadamente 10 ± 2 

horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos . As células foram lavadas 

com água destilada, centrifugadas novamente e ressuspensas em 5mL de água 

destilada. A partir disso, foram armazenadas em forminhas de alumínio 

previamente taradas e secas em estufa a 100°C durante 24 horas até peso 

constante.  O peso seco das células foi determinado por diferença de massa e 

expresso em termos de massa seca de células (g) / 100 mL de suspensão. 

A absorbância foi obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com 

aproximadamente 10±2horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos. Após 

lavagem e ressuspensão das células no mesmo volume do meio, o crescimento 

celular foi determinado por turbidimetria a 600 nm  diluindo-se o  caldo celular de 

modo que as leituras permanecessem no intervalo entre 0,2 a 0,8 de absorbância. 

A curva foi elaborada relacionando o peso seco e a absorbância e os 

coeficientes da equação da reta padrão, foram utilizados para determinar a 

biomassa através da fórmula: 

 

                                  Biomassa= ABS –A/B x diluição 

Onde: 

Abs= Absorbância obtida através da leitura a 600 nm da densidade celular dos 

caldos fermentados. 

A e B = coeficientes da equação da reta padrão. 
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6. Ensaios Analíticos 
 
 
6.1. Determinação da atividade enzimática 
 

 
A atividade enzimática do sobrenadante foi determinada de acordo com 

Suzuki et al. (1988), através da determinação dos açúcares redutores formados 

durante a incubação de 5 mL de sacarose 2%;  2,5 mL de tampão citrato-fosfato 

0,05 M pH 4,0; 1,5 mL de água destilada, adicionando 1 mL da amostra 

enzimática convenientemente diluída. O meio reacional foi colocado em banho-

maria a 40ºC, sob agitação, em agitador magnético com aquecimento durante 15 

minutos.  Alíquotas de 1,0 mL foram retiradas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 e 15 

minutos e determinou-se a concentração de açúcares redutores pelo método do 

ácido dinitrosalicílico-DNS (MILLER, 1959). A leitura das atividades foi feita em 

espectrofotômetro a 540 nm. Para elaboração da curva padrão que relaciona a 

concentração de glicose (g/L) com a absorbância a 540 nm, foi utilizada solução 

de glicose a 1% e realizadas leituras, a 540 nm, das concentrações de 0,1 a 1%. 

O cálculo da atividade enzimática (AE) foi realizado de acordo com a 

equação:  

 

AE =  α x β x 103 /180 x diluição x 10 (µmol/mL.min). 

 

Onde: 

α= coeficiente angular da reta padrão 

 β= coeficiente angular da reta da atividade enzimática 

180x103 = peso Molecular da glicose em mg 

10= volume final do meio reacional incubado  

 

Os resultados estão apresentados em U/mL onde cada unidade (U) de 

atividade de inulinase é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa um 

mol de sacarose por minuto ou como a quantidade de enzima que catalisa a 

liberação de um mol de açúcar redutor por minuto de reação, sob as condições 

do ensaio. 
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6.2. Determinação do perfil ótimo de temperatura 

 

A temperatura ótima de atividade da inulinase foi obtida através da 

determinação da atividade enzimática nas seguintes temperaturas: 45°C, 50°C, 

55°C, 60°C, 65°C a 70°C. A atividade enzimática foi medida sob as mesmas 

condições descritas no item 6.1. 

 
 

6.3. Determinação do perfil ótimo de pH 

 

Para determinar o pH ótimo de atividade da inulinase, a mistura reacional 

foi incubada em banho-maria, com as faixas de pH variando de 2,0 a 10,0, 

utilizando como tampões: glicina-HCl 50mM (pH 2,0–3,0), citrato de sódio  50mM 

(pH 3,0-6,0), fosfato 50mM (pH 6,0-8,0), tris-HCl 50mM (pH 8,0-9,0) e glicina-

NaOH (pH 9,0-10,0). Os tampões foram preparados de acordo com os 

procedimentos descritos por Colowick & Kaplan (1955).  

 

 

6.4. Termoestabilidade 
 

  
A estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se o extrato  

enzimático bruto nas temperaturas de 50ºC, 55ºC e 60ºC durante 5 horas. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Por meio da análise dos extratos fermentados foi possível determinar a 

melhor condição para a produção da inulinase e de biomassa.  

 

1. Fermentações 

 

Primeiro Planejamento Experimental – DCCR1 

 

A Tabela 05 apresenta a matriz do planejamento experimental e a resposta 

(atividade enzimática) após 24, 48, 72 e 96 horas de fermentação. Os valores 

obtidos experimentalmente variaram de 0,005 U/mL (experimento 8, após 24 

horas) à 118,62  U/mL (experimento 2, após 96 horas), conforme a  concentração 

dos meios de cultivo. 

 

Tabela 05- Matriz do planejamento experimental completo, com valores codificados e reais das 
variáveis, (concentração da fonte de carbono e nitrogênio) e resposta (atividade enzimática) em 
24, 48,72 e 96 horas.  

  X1   X2  X1  X2 Atividade Enzimática U/mL 

Ensaio % N % C % N % C 24 hrs 48hrs 72hrs 96hrs 

1 -1 -1 0,5 5 2,122 1,189 0,516 0,164 

2 1 -1 1,5 5 16,207 57,990 67,239 118,62 

3 -1 1 0,5 15 1,350 0,719 0,411 0,278 

4 1 1 1,5 15 1,468 14,945 1,570 1,109 

5 -1,41 0 0,3 10 0,176 0,102 0,587 0,079 

6 1,41 0 1,7 10 5,050 9,072 12,478 0,099 

7 0 -1,41 1 3 12,872 30,387 71,056 55,20 

8 0 1,41 1 17 0,005 0,111 0,126 0,187 

9 0 0 1 10 0,111 0,161 0,889 0,22 

10 0 0 1 10 0,839 1,030 0,945 0,369 

11 0 0 1 10 0,704 1,098 0,913 0,678 
 

Os resultados mostraram que a máxima atividade enzimática foi obtida no 

ensaio 2 ao utilizar 5%  e  1,5% das  fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente, após 96 horas de fermentação, resultando em uma 

produtividade de 1,23 U/ mL.h-1. A segunda melhor atividade enzimática (71,05 

U/mL) foi obtida após 72 horas de fermentação, no ensaio 7, contendo 3% da 
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fonte de carbono e 1% da fonte de nitrogênio. Nos demais ensaios as atividades 

enzimáticas permaneceram abaixo de 20U/mL, decaindo ao longo do tempo, 

como pode ser observado na Figura 01.  

 

 

Figura 01- Cinética da produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em 
fermentação submersa, utilizando xarope de agave como fonte de carbono e extrato de levedura 
como fonte de nitrogênio. 
 

 

Pode-se observar que o aumento da concentração de xarope de agave 

acima de 5% resultou em efeito negativo sobre a produção enzimática. 

Comparando-se o ensaio 2 (5% fonte de carbono) com os demais, onde as 

concentrações foram superiores, observou-se a redução significativa  da 

produção enzimática,  independente da combinação com as concentrações da  

fonte de nitrogênio (ensaios 3, 4, 5, 6, 8 e 9). 

A análise estatística dos resultados confirmou esta observação, pois 

através da análise de regressão e do p-valor, observou-se que os termos lineares 

do xarope de agave e a interação entre as variáveis apresentaram efeitos 

negativos e estatisticamente significativos ao nível de significância de 5% (p < 

0,05) de forma que, na faixa estudada, o aumento na concentração desses 

fatores no meio, acarretou uma redução na atividade enzimática. 

 Com relação à fonte de nitrogênio, o aumento da concentração dos níveis 

mais baixos para os mais altos (-1 para 1; -1,41 para +1,41) proporcionou o 
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aumento da produção enzimática em todos os ensaios. Entretanto, os resultados 

não foram estatisticamente significativos na faixa estudada, de 0,3% a 1,7%, 

mostrando que essa variável não interferiu individualmente na produção da 

inulinase.  

A análise estatística dos resultados foi realizada com os valores obtidos 

após 96 horas de fermentação, por apresentar a melhor atividade enzimática. A 

Tabela 06 apresenta os coeficientes de regressão (os termos lineares estão 

associados à letra L e os termos quadráticos à letra Q).  

  

Tabela 06- Coeficientes de regressão para a resposta atividade enzimática (U/mL) após 96 horas 

de fermentação, utilizando xarope de agave e extrato de levedura como substratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Com esses resultados foi possível elaborar o modelo que relaciona a 

atividade de inulinase em função das variáveis, xarope de agave e extrato de 

levedura, onde foram incluídos todos os parâmetros estudados (Equação 01). 

 

Atividade enzimática = 0,329 + 14,959. x1 + 3,906. x1
2 - 24,443. x2 + 17,791. x2

2 - 

29,406 .x1 . x2    

                                                                                                                                      Equação 01 

 

 

Conforme a análise de variância (ANOVA), apresentada na Tabela 07, o F 

calculado (11,9) foi cerca de 2,5 vezes maior que o F tabelado (4,35) sendo, 

portanto, significativo. O coeficiente de correlação (R2) de 0,82 indica que o 

modelo proposto pode explicar 82% da variabilidade dos dados obtidos, sendo 

adequado para descrever os resultados através da superfície de resposta. 

 

 

Fatores 
Coeficientes 
de regressão 

Erro 
padrão t(5) p - valor 

Média 0,359 12,856 0,028 0,9788 

(1) Extrato de levedura (L) 14,959 7,884 1,897 0,1163 

Extrato de levedura (Q) 3,906 9,408 0,415 0,6952 

(2) Xarope de Agave (L)  -24,443 7,884 -3,100 0,0268 

 Xarope de Agave (Q)  17,791 9,408 1,891 0,1172 

1(L) x 2 (L) -29,406 11,134 -2,641 0,0459 
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Tabela 07- ANOVA para atividade de inulinase após 96 horas de fermentação com xarope de 
agave e extrato de levedura. 
 
 

 

 

 

 
                   % da variação (R

2
) = 82 %; F 3;7;0,05 = 4,35 

 

A partir do modelo obtido foi possível gerar a superfície de resposta e 

curvas de contorno para as variáveis estudadas, que tornam possível observar as 

concentrações dos substratos que resultam em maior valor de atividade (Figuras 

02 A e B).  

 

Figura 02- Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em 
função das concentrações de carbono e nitrogênio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em 
fermentação submersa após 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento. 

 

A superfície de resposta e as curvas de contorno confirmam que, para a 

fonte de carbono, as concentrações entre 10% e 17% resultaram em produção 

enzimática com valores abaixo de 20 U/mL, indicando que essas concentrações 

não são adequadas para produção da enzima. Os gráficos apontam que, para a 

fonte de nitrogênio, os valores devem ser estabelecidos a partir de 1,5% de 

concentração, já que esta se mostrou significativa na interação das variáveis.  

Diante disso, podemos observar que as concentrações utilizadas nos 

ensaios 2 (1,5% fonte de N e 5% fonte de C) e 7 (1%  fonte de N e 3%  fonte 

Fontes de 
variação SQ GL QM F calc Pr > F 

Regressão 11792,39 3 3930,7967 11,09 0,004 

Resíduo 2479,2 7 354,17143   

Total 14271,59 10 4284,9681     

A B 
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de C) foram as que mais se aproximaram da região ótima para produção 

enzimática. Dessa forma, dentro do intervalo pré-estabelecido, as maiores 

produções foram encontradas nos níveis baixos da fonte de carbono (-1 e -1,41) e 

níveis altos da fonte de nitrogênio (+1 e +1,41), sendo aconselhável, para a 

otimização, reduzir a fonte de carbono e aumentar a fonte de nitrogênio, 

estabelecendo novas faixas de estudo a partir desses valores.  

A possibilidade de utilizar o xarope de agave em concentrações menores é 

interessante, pois reduz os custos do processo, já que não é necessária uma 

concentração elevada do substrato para obter maior produção enzimática. Em 

vista disso, o próximo passo foi estudar novas concentrações das fontes 

avaliadas através de um novo planejamento fatorial, visando a otimização do 

processo. 

 

Segundo planejamento experimental e otimização da produção de inulinase 

 

As novas faixas de estudo foram estabelecidas levando-se em 

consideração as indicações da superfície de resposta e curvas de contorno 

obtidas no primeiro planejamento fatorial. Dessa forma, as concentrações da fonte 

de carbono foram reduzidas enquanto as concentrações da fonte de nitrogênio 

foram elevadas, resultando DCCR 22 descrito na Tabela 08. 

 

Tabela 08- Matriz do planejamento fatorial, com valores codificados e reais das variáveis de 
estudo (concentração da fonte de carbono e nitrogênio) e as respostas (atividade enzimática) após 
96 horas de fermentação. 

  
Valores 

codificados 
Valores 

decodificados 

Atividade 
Enzimática 

U/mL 
Ensaio % N % C % N % C 96hrs 

1 -1 -1 2,2 4 65,907 

2 1 -1 2,8 4 71,065 

3 -1 1 2,2 6 74,074 

4 1 1 2,8 6 70,492 

5 -1,41 0 2 5 103,417 

6 1,41 0 2,9 5 73,644 

7 0 -1,41 2,5 3,6 97,572 

8 0 1,41 2,2 6,4 59,03 

9 0 0 2,5 5 103,16 

10 0 0 2,5 5 144,166 

11 0 0 2,5 5 140,297 
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Conforme as concentrações das fontes de carbono e nitrogênio 

empregadas no meio de cultivo, as atividades enzimáticas variaram de 59,03 U/ 

mL a 144,166 U/mL. O valor máximo de atividade enzimática foi alcançado no 

ensaio 10, no qual a composição do meio foi de 5% da fonte de carbono e 2,5% 

da fonte de nitrogênio, sendo esta a condição dos pontos centrais.  

A mudança das concentrações, de ambas variáveis, para os níveis abaixo 

ou acima dos valores do ponto central, resultou no decréscimo da atividade 

enzimática, mostrando que as concentrações estabelecidas nos pontos centrais 

foram as mais favoráveis para a produção máxima da enzima. 

  A Tabela 09 demonstra, através dos coeficientes de regressão, que tanto o 

xarope de agave (p= 0,02) quanto o extrato de levedura (p= 0,04), em seus 

termos quadráticos, afetaram a produção enzimática, apresentando efeito 

negativo, ou seja, variando as concentrações dos valores mínimos para os 

máximos, a produção enzimática decresce, como pode ser observado nos 

ensaios 5 e 6 para a fonte de nitrogênio  e 7 e 8 para a fonte de carbono.  Os 

termos lineares das variáveis e a interação entre as variáveis não exerceram 

influência sobre a atividade enzimática. 

 
Tabela 09- Coeficientes de regressão para a atividade de inulinase utilizando xarope de agave e 
extrato de levedura como substratos, após 96 horas de fermentação. 
 

Fatores 
Coeficientes de 

regressão 
Erro 

padrão t(5) 
p – 

valor 

Média 129,258 11022 11 0,0001 

(1) Extrato de levedura (L) -5,065 7,206 -0,702 0,513 

Extrato de levedura (Q) -23,694 8,599 -2,755 0,04 

(2) Xarope de Agave (L) -5,861 7,206 -0,813 0,452 

Xarope de Agave (Q) -28,839 8,599 -3,353 0,02 

1(L) x 2 (L) -2,185 10,176 -0,214 0,838 
               
 

O diagrama de Pareto (Figura 03) reforça essas observações, fornecendo o 

efeito quantitativo estimado que cada uma das variáveis, xarope de Agave e 

extrato de levedura, possui sobre a atividade inulinolítica e estabelece quais 

desses efeitos encontram-se dentro do grau de confiança determinado para a 

análise estatística (95% ou p ≥ 0,05). 
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Figura 03- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade inulinolítica produzida pela 
levedura K. marxianus NRRl-Y 7571 em  fermentação submersa, mostrando as variáveis 
significativas com p ≥ 0,05.  
 

 

A Tabela 10 apresenta a análise da variância (ANOVA) que foi empregada 

para validar o modelo proposto para predizer a atividade enzimática em função 

das concentrações das fontes de carbono e nitrogênio, dentro das faixas 

estudadas. Vale ressaltar que os parâmetros estatisticamente não significativos 

foram eliminados do modelo e adicionado à falta de ajuste e, dessa forma, os 

cálculos foram feitos com base no modelo reparametrizado. 

 
Tabela 10- ANOVA para atividade de inulinase, após 96 horas de fermentação, com xarope de 
Agave e extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

                  % R
2 
= 0,70 F 9;1;0,05= 5,12 

 

 O valor calculado de F foi 21,337, o qual é, aproximadamente, 3 vezes 

maior que o valor tabelado (5,12), mostrando que o modelo é estatisticamente 

significativo. O coeficiente de determinação obtido (R2
 = 0,70) sugere que o modelo 

Fonte de 
variação SQ GL QM F calc Pr > F 

Regressão 6090,356 1 

 

285,426 21,337 0,001 

Resíduo 2568,84 9 6090,356   

Total 8659,196 10      
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gerado a partir dos dados da Tabela 10 pode explicar 70% da variação total dos 

resultados, o que implica numa representação satisfatória do processo pelo 

modelo, levando-se em consideração a grande variabilidade inerente aos 

processos biológicos que envolvem enzimas e micro-organismos. 

A equação 02 descreve a atividade enzimática prevista pelo modelo em 

função das variáveis estudadas. Deve-se observar que esse modelo 

reparametrizado contém apenas os termos estatisticamente significativos. 

 
Atividade enzimática = 129,258 – 23,694. x2 – 28,839 . x2

2               

Equação 02 
 
 

A Figura 04 apresenta a superfície de resposta e curvas de contorno 

construídas para a atividade enzimática. Nelas, observa-se que a atividade 

enzimática, em função das concentrações do xarope de Agave e extrato de 

levedura, foi otimizada, apresentando condição ótima para a produção os valores 

de 2,5% de extrato de levedura e 5% de xarope de agave.  

 

 

Figura 04- Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) otimizadas para a atividade de 
inulinase em função das concentrações de carbono e nitrogênio por K. marxianus NRRL-Y 7571, 
após 96 horas. 

 

Entretanto, é possível verificar que as faixas de concentração das fontes de 

carbono e nitrogênio obtidas como ótimas foram amplas, o que possibilita 

variação ao redor do ótimo e, ainda assim, manter o processo na condição 

otimizada. Para a fonte de carbono, as concentrações ótimas estão entre 4,5 e 

B A 
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5,5% e para o extrato de levedura entre 2,3 e 2,7%. De acordo com Treichel  et al. 

(2009), a análise das superfícies de resposta e as curvas de contorno têm a 

vantagem de mostrar  uma  faixa de  concentrações para a produção máxima,  ao 

invés de uma única concentração específica. Isto é muito importante, uma vez 

que permite uma maior variabilidade na quantidade da matéria-prima sem diminuir 

a produção, principalmente no que se refere a substratos complexos, nos quais 

uma considerável variação pode ocorrer na composição dos mesmos.  

           Comparando-se os planejamentos, pode se observar que, através da 

otimização das condições, a produção enzimática aumentou em 18% em relação 

ao valor máximo alcançado no primeiro planejamento e, além disso, houve um 

incremento nos valores das atividades enzimáticas de todos os ensaios.  

 Em comparação preliminar, os resultados obtidos no presente estudo estão 

de acordo com a produção de inulinase obtida em outros trabalhos. Kalil et al. 

(2001) e Silva-Santisteban e Maugeri (2005), utilizando sacarose como fonte de 

carbono para produção de inulinase por K. marxianus, obtiveram atividade 

enzimática máxima de 127 U/mL e 176 U/mL, respectivamente.   

Utilizando inulina como fonte de carbono, Singh, Sooch e Puri (2007) 

obtiveram 55,4 U/mL de inulinase cultivando-se  Kluyveromyces marxianus YS-

1.20. Enquanto Singh e Bhermi, (2008) estudando raízes de Aspargus officinalis 

(aspargo), como fonte de inulina para a produção de inulinase por Kluyveromyces 

marxianus YS-1, alcançaram atividade máxima de 40,2 U/mL. Podemos observar 

que a produção enzimática obtida nesses estudos foi bastante abaixo da 

observada no presente trabalho. 

Comparando-se com outros gêneros de fungos, valores similares ao 

encontrados neste estudo foram relatados por Kumar et al. (2005), com atividade 

máxima de 176 U/mL,  produzida  por Aspergillus niger, e  130,38 U/mL, 

produzida por Pichia guilliermondii (YU et al., 2009), ambos utilizando inulina 

comercial como fonte de carbono, um substrato significativamente mais caro do 

que o xarope de agave. 

É possível observar que valores mais elevados e também abaixo dos que 

foram encontrados neste trabalho tem sido relatados. De acordo com Silva-

Santisteban et al. (2009) e Chen et al., (2011), a produção da enzima pode variar 

bastante, pois a biossíntese de inulinase parece depender do tipo de fontes de 
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carbono e nitrogênio, das suas concentrações no meio mínimo, assim como do 

micro-organismo e cepas utilizados. 

Observa-se também que, tanto no primeiro planejamento como no 

segundo, altas concentrações de carbono levaram à redução da atividade, o que 

pode estar relacionado ao efeito da repressão catabólica, na qual o acúmulo de 

carbono no meio reduz a velocidade de produção enzimática.  

A inulinase é descrita como uma enzima que sofre repressão catabólica em 

concentrações elevadas de substrato (MENDES, 2006). Segundo Parekh e 

Margaritis (1985), a síntese da inulinase é controlada por repressão catabólica, 

sendo que as maiores produções de inulinase foram observadas no final da fase 

de crescimento, mostrando que, aparentemente, baixas concentrações da fonte 

de carbono foram o pré-requisito para formação da enzima. 

Cazetta, Monti e Contiero (2010) observaram esse efeito ao estudar a 

influência da concentração inicial da sacarose na biomassa e na produção da 

inulinase pela K. marxianus var. bulgaricus, onde a atividade enzimática foi inibida 

na concentração de 20g/L de sacarose. O mesmo foi observado por Gong et al. 

(2007), com a concentração de extrato de levedura que, em elevadas 

concentrações no meio de cultivo, resultou em repressão da atividade enzimática. 

Jing, Zhengyu e Augustine (2003) também constataram que a maior concentração 

de substrato pode levar a repressão catabólica, consequentemente, diminuindo a 

atividade da enzima. 

 
 

2. Produção de biomassa 

 

A Figura 05 apresenta a relação entre a atividade enzimática e o 

crescimento celular em função das concentrações do xarope de agave e extrato 

de levedura utilizadas no segundo delineamento experimental. 
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Figura 05- Efeito das concentrações dos substratos no crescimento celular e atividade enzimática 
de K. marxianus NRRL-Y 757 após 96 horas de fermentação. 
 
 

Observa-se que o crescimento celular se manteve praticamente constante 

(aproximadamente 20g/L) em todos os ensaios, independente da concentração 

das fontes de carbono e nitrogênio empregadas, de forma que a variação das 

concentrações desses substratos não acarretou o aumento da produção de 

biomassa. Além disso, a produção enzimática também não foi acompanhada pelo 

crescimento celular. 

A tabela 11apresenta os coeficientes de regressão calculados ao nível de 

significância de 5%.  

 

Tabela 11- Coeficientes de regressão para o crescimento celular utilizando xarope de agave  e 
extrato de levedura, após 96 horas de fermentação. 
 

A análise dos coeficientes de regressão aponta que o crescimento celular 

não foi influenciado por nenhuma das variáveis estudadas, o que confirma os 
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resultados observados. Além do que, de acordo com o coeficiente de 

determinação, a maior parte da variação ocorrida se deu ao acaso. 

No que diz respeito à produção enzimática pode-se considerar que, dentro 

da faixa estudada, essa não está associada à produção de biomassa. 

 
 
3. Caracterização parcial enzimática 
 
 

A caracterização da inulinase baseou-se no estudo do extrato enzimático 

bruto obtido após 96 horas, sob a condição experimental ótima, com o objetivo de 

apresentar resultados referentes à temperatura ótima, termoestabilidade e pH 

ótimo. 

 

Temperatura ótima e estabilidade térmica 

 

Na Figura 06, podemos observar que a enzima apresentou melhores 

atividades na faixa de 45° a 60°C, sendo que a atividade máxima foi alcançada na 

temperatura de 60°C. Em temperaturas acima desse valor a enzima perdeu 

rapidamente atividade, provavelmente devido à ação desnaturante da 

temperatura sobre a estrutura da enzima, já que as enzimas, como qualquer outra 

proteína, sofrem desnaturação térmica, perdendo sua atividade parcial ou 

totalmente (ASTOLFI, 2010). 

 

 

 

Figura 06- Efeito da temperatura na atividade da inulinase produzida pela levedura K. marxianus 
NRRL-Y 7571, utilizando xarope de agave e extrato de levedura em fermentação submersa, após 
96 horas de fermentação. 
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Vários estudos têm descrito, como temperatura ótima de reação da 

inulinase, valores entre 50ºC e 60ºC, dependendo do micro-organismo e 

substratos utilizados (KUSHI et al., 2000; TREICHEL et al., 2009; RISSO et al., 

2010).  

  Mazutti et al. (2009) realizaram um estudo comparativo da caracterização 

parcial do extrato enzimático bruto entre duas diferentes inulinases, obtidas por 

fermentação em estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS), usando 

resíduo agroindustrial (melaço e milhocina) como substratos. Tanto o extrato bruto 

enzimático obtido por FS quanto por FES apresentaram temperatura ótima de 

55°C. 

Santos (2002), obteve atividade máxima a 63°C, com inulinase produzida 

por Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045, em fermentação 

submersa. Estudos realizados por Mazutti et al. (2007) mostraram que a inulinase 

produzida pela cepa K. marxianus apresentou atividade máxima a 60°C. A mesma 

temperatura foi obtida em inulinases produzidas por Pichia guilliermondii (GONG 

et al., 2007 e CHI et al., 2009), Aspergillus ochraceus (GUIMARAES et al., 2007) 

e Streptomyces spp. (SHARMA, KAINTH e GILL, 2006). 

Em relação à estabilidade térmica da inulinase produzida, observou-se que 

a temperatura em que a enzima permaneceu por mais tempo estável foi a de 

50°C, aproximadamente 4 horas.  A 55°C e 60°C a atividade diminuiu a partir de 

15 minutos de reação. A 60°C a atividade caiu drasticamente após 1 hora e 

perdeu quase completamente a atividade a partir de 2 horas, como pode ser 

observado na figura 07. 

 

Figura 07- Estabilidade térmica da atividade inulinásica produzida pela levedura K. marxianus 
NRRL-Y 7571, utilizando xarope de agave e extrato de levedura em fermentação submersa, após 
96 horas de fermentação. 
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Assim, embora a atividade máxima da enzima seja atingida a 60°C, esta 

não é uma boa temperatura de trabalho, pois a enzima perde rapidamente a 

atividade nestas condições. 

A temperatura de 50°C mostrou-se mais adequada, pois, mesmo depois de 

5 horas, ela manteve 84% da atividade. Mesmo sendo uma temperatura menor, 

ainda assim, é considerada boa para aplicações industriais. 

Os valores ótimos de atividade e estabilidade reportados na literatura, em 

geral, situam-se na faixa entre 40ºC e 60ºC, demonstrando que a inulinase 

estudada de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 está dentro da faixa ótima 

de estabilidade relatada em outros trabalhos. Em estudo realizado por Treichel 

(2004), a inulinase produzida por Kluyveromyces marxianus NRRL-7571 mostrou 

maior estabilidade a 50ºC, confirmando os resultados deste trabalho. Cazetta et 

al. (2005) e Mazutti et al. (2010), também obtiveram alta estabilidade de inulinase 

na temperatura de 50ºC para inulinase de  K. marxianus var. bulgaricus. Por outro 

lado, a inulinase produzida por Penicillium janczewskii manteve-se estável a 35°C, 

em estudo realizado por Sharma, Kainth e Gill (2006). 

 De acordo com Maugeri (2002), a enzima está sujeita à desnaturação, 

geralmente irreversível, o que significa perda definitiva do poder catalisador. Esta 

desnaturação pode ser mais ou menos rápida, dependendo das condições do 

meio. Em relação à temperatura, enzimas são mais estáveis quanto mais baixa 

for a temperatura e, por isso, se aconselha estocá-las em baixas temperaturas. 

Conhecer as condições de estabilidade ótima é muito útil, não só para o 

armazenamento do produto, como também para minimizar perdas durante um 

processo. 

 

Perfil de pH ótimo para a produção de inulinase 

 

Em relação ao perfil ótimo de pH foi possível observar que a atividade se 

manteve elevada entre os valores de pH de 2,0 a 5,0 sendo que no pH 4,0, 

utilizando  o tampão citrato de sódio, obteve-se  atividade enzimática máxima.  Os 

valores a partir de 5,0 resultaram no decréscimo da atividade sendo que em pH 

alcalinos (8,0 a 10,0) obteve-se as menores atividades (Figura 08). 
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Figura 08- Efeito da variação de pH na atividade da inulinase produzida pela levedura K. 
marxianus NRRL-Y 7571, utilizando xarope de agave e extrato de levedura em fermentação 
submersa, após 96 horas de fermentação. 

 

Segundo Vandamme & Derycke (1983), as inulinases de vários micro-

organismos apresentam pH ótimo numa faixa de 3,5 a 6,0. Ettalibi e Baratti (2001) 

obtiveram atividade máxima em pH 4,7 para inulinases produzidas por 

Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus e Aspergillus ficum. Mazutti et al., 

(2007) observaram maior atividade em pH 3,5 da inulinase produzida por 

K.marxianus, assim como Gao et al., (2007), utilizando Pichia guilliermondii 

De acordo com Schneider (1998), é interessante ressaltar que, para fins 

industriais, é importante que a enzima apresente um baixo valor de pH ótimo, 

evitando desta forma a contaminação bacteriana, sendo também vantajoso que a 

enzima tenha capacidade de atuação em uma ampla faixa de pH, tornando o 

processo mais flexível. 

O conhecimento de temperatura e influência do pH na atividade de enzima 

é importante para determinação de taxas de reação ótimas. Pode-se considerar, 

de acordo com os dados obtidos, que as características bioquímicas da enzima 

em estudo são adequadas para uso industrial. Segundo Vandamme e Derycke 

(1983), altas temperaturas (em torno de 50°C) e baixos valores de pH (em torno 

de 4,0), são condições operacionais de grande interesse industrial, uma vez que 

diminuem os riscos de contaminação microbiana, melhoram a solubilidade de 

alguns substratos e reduzem a formação indesejável de cor no preparo de 

xaropes. 
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Capítulo 2 

 

 PRODUÇÃO DE INULINASE POR Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y 7571 UTILIZANDO EXTRATO DE SISAL (Agave sisalana) 

COMO SUBSTRATO 
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RESUMO 

 

OLIVEIRA, L. P. A. Produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus 

NRRL-Y 7571 utilizando Extrato de Sisal (Agave sisalana) como substrato. 

 

Inulinases são enzimas que atuam nas ligações β-2,1 da inulina, produzindo 

frutose e glicose. São aplicadas na produção de xaropes com alta concentração 

de frutose, frutooligossacarídeos e biocombustíveis, como etanol. Podem ser 

produzidas por micro-organismos, entre os quais, as leveduras do gênero 

Kluyveromyces marxianus têm sido descritas como uma das melhores produtoras. 

Este trabalho teve como principal objetivo estudar a produção de inulinase, 

utilizando extrato de sisal como fonte de carbono pela levedura Kluyveromyces 

marxinaus NRRL-Y 7571. Foram realizadas fermentações submersas, sob 

agitação de 150 rpm, 28±2°C e pH 5,0, durante 96 horas, em frascos 

Erlenmeyers, sendo retiradas amostras a cada 24 horas. Os meios de cultivo de 

sais minerais foram suplementados com variadas concentrações da fonte de 

carbono (extrato de sisal) e da fonte de nitrogênio (extrato de levedura), de acordo 

com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, totalizando 44 

ensaios. A melhor condição de produção da inulinase (10,11U/mL) foi obtida após 

96 horas de fermentação com concentração da fonte de carbono de 45% e 2,0% 

da fonte de nitrogênio. As análises estatísticas mostraram que, no primeiro 

delineamento experimental, os extratos de sisal e de levedura influenciaram a 

produção da enzima, enquanto, no segundo delineamemto, somente o extrato de 

levedura mostrou-se relevante. No entanto, para a produção de biomassa as 

condições estudadas foram ótimas. Dessa forma, os resultados deste trabalho 

apontam que o extrato de sisal, por ser um substrato de composição complexa e 

bastante variável, pode ter inibido a produção de inulinase pela levedura 

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y757. Porém, valores consideráveis de 

atividades enzimáticas foram obtidos neste estudo a partir da utilização do extrato 

de sisal como fonte de carbono.  

 

Palavras-chaves: levedura, enzimas, extrato vegetal.  
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ABSTRACT  

 

OLIVEIRA, L. P. A. Inulinase production by Kluyveromyces marxianus NRRL 

Y-7571 using sisal extract extract (Agave sisalana) as substrate.  

 

 

Inulinases are enzymes that present a good potential applied in the food industry 

for production of high fructose syrup and fructooligosaccharides by enzymatic 

hydrolysis of inulin, besides the production of bio-ethanol. These enzymes can be 

produced by several microorganisms, however, the yeasts Kluyveromyces 

marxianus has been described as one of the best producers. The aim of this work 

was to study the inulinase production using sisal extract as carbon source by 

Kluyveromyces marxinaus NRRL Y-7571. Submerged fermentations in a conical 

flasks containing 30mL of culture medium was performed at 150 rpm, 28±2°C and 

pH 5.0, during 96 hours. The inulinase activity and biomass were determined each 

24 hours. Culture medium of mineral salts were supplemented with varying 

concentrations of carbon source (sisal extract) and nitrogen source (yeast extract), 

according to the Rotational Central Composite Design (RCCD) 22, resulting in of 

44 runs. The optimum condition for inulinase production (10.11 U/mL) was 

obtained after 96 hours of fermentation with sisal extract at 45% and yeast extract 

at 2.0%. Statistical analyzes showed that in the first design, both sisal extract and 

yeast extract influenced the enzyme production, while in the second design, only 

yeast extract proved relevant. The best condition for biomass occurred at 40% 

sisal extract and 1.5% yeast extract. The results shown that sisal extract is a 

complex substrate, which highly variable composition can be inhibited the 

inulinase production by the yeast Kluyveromyces marxianus NRRL-Y757. 

Nevertheless, significant enzyme production was obtained from the sisal extract as 

carbon source. 

 

Keywords: yeast, enzymes, plant extracts. 
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INTRODUÇÃO 

 

A inulina é um polímero de cadeia linear formado por moléculas de frutose, 

unidas por ligações β 2,1 e uma molécula de glicose terminal, que está presente 

como carboidrato de reserva nas raízes e tubérculos de plantas como alcachofra 

de Jerusalém (Helianthus tuberosus), chicória (Cichorium intybus), dália (Dahlia 

pinnata) e plantas do gênero Agave, entre outras (CHI, et al. 2011; MONTANÊZ-

SOTO et al., 2011).  

A inulina é hidrolisada por enzimas conhecidas como inulinases (EC 

3.2.1.7) que atuam nas ligações β-2,1, produzindo frutose e glicose. Existem dois 

tipos de inulinases, as exoinulinases, que hidrolizam os terminais redutores da 

cadeia de inulina, e as endoinulinases, que hidrolizam as ligações internas do 

polímero (ZHANG et al., 2010; CHI et al., 2011). 

Essas enzimas são aplicadas principalmente na produção de xaropes com 

alta concentração de frutose, por hidrólise enzimática da inulina, e na produção de 

frutooligossacarídeos, os quais podem ser utilizados como ingredientes funcionais 

em alimentos (MAZUTTI et al., 2010). Além disso, as inulinases vêm sendo 

aplicadas também na produção de biocombustíveis, como etanol, a partir de 

substratos ricos em inulina (CHI et al., 2011; LIM et al., 2011).  

As inulinases podem ser extraídas de várias plantas que contém inulina, 

porém o rendimento é baixo, o que eleva os custos da produção. A possibilidade 

de utilização de micro-organismos para a produção de enzimas representa uma 

boa alternativa para aumentar a produtividade (TREICHEL et al., 2009). Entre os 

micro-organismos produtores de inulinase, as leveduras do gênero K. marxianus 

estão entre os micro-organismos  consideradas melhores produtores. 

Aliado a isso, vem sendo empregados, como substratos para produção 

enzimática, partes de plantas que armazenam inulina, visando a redução 

significativa nos custos de produção, por serem abundantes e de baixo valor 

(KANGO et al., 2008). Trabalhos utilizando tubérculos e raízes de plantas que 

armazenam inulina, como substratos para a produção fermentativa de inulinase 

por micro-organismos, têm sido relatados, entre os quais estão o uso da 

alcachofra de Jerusalém, yacon, dália, alho, aspargo e outros (SINGH et al., 2008; 

SHARMA, KAINTH e GILL, 2006; CAZETTA et al., 2005; KANGO et al., 2008). 
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Plantas do gênero Agave são originárias do México e suas seivas contêm 

alto teor de inulina (GARCIA-AGUIRRE, 2009). O Agave sisalana (sisal) é uma 

planta monocotiledônia de grande interesse econômico em regiões com clima 

semi-árido, como o do nordeste brasileiro, devido à sua utilização na produção de 

fibras rígidas (ESCAMILLA-TREVIÑO, 2012). 

O Brasil é o maior produtor e exportador de sisal do mundo, sendo o 

estado da Bahia responsável por 95% da produção nacional (SANTOS, 2006). De 

acordo com (ALVES et al., 2005), no setor sisaleiro nordestino, cerca de apenas 

4% das folhas são aproveitadas para a retirada da fibra. O restante constitui os 

denominados resíduos do desfibramento, compostos pela mucilagem (15%), suco 

(80%) e bucha (1%).  

O desenvolvimento de  tecnologias destinadas a determinar aplicações 

para esse material vegetal remanescente tem sido o foco de pesquisas. Algumas 

inovações potenciais incluem o uso do material como um adubo orgânico, 

suplemento na alimentação de ruminantes e matéria-prima na produção de 

medicamentos (BANDEIRA e SILVA, 2006; DEBNATH et al., 2010). Entretanto, o 

extrato desta planta ainda não havia sido explorado como substrato para a 

produção de enzimas, ou outros compostos, por meio de processos 

fermentativos.  

Diante disso, este trabalho teve como objetivo estudar a produção de 

inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 utilizando extrato de sisal 

(Agave sisalana) como fonte de carbono em fermentação submersa, bem como, 

caracterizar a enzima produzida quanto ao perfil ótimo de temperatura, pH e 

termoestabilidade. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

1. Manutenção do micro-organismo 

 

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, adquirida na 

Fundação André Tosello - Coleção de Culturas Tropicais foi mantida em meio 

líquido composto de extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona 

bacteriológica 0,5%; glicose 1%  e glicerol 20 %, a -80°C. 

 
 
2. Preparo do inóculo 
  
 

 Inicialmente a levedura foi inoculada em placas de Petri contendo meio 

Ágar Extrato de Malte-Levedura (YMA) e incubada para crescimento em B.O.D. 

durante 24 horas a 28°C, de forma a se obter cultura de células jovens para iniciar 

o processo fermentativo.  

Em seguida, a cultura foi repicada em tubo de ensaio contendo 5 mL de 

meio de pré-inóculo, composto de: sacarose 1,0%; extrato de levedura 0,5%; 

KH2PO4 0,5%; NH4Cl 0,15%; KCl 0,12%; MgSO4.7H2O 0,07% e incubada a 28°C 

por 24 horas a 150 rpm. Para obtenção do inóculo, adicionou-se o conteúdo do 

pré-inóculo em frasco Erlenmeyer com capacidade de 250 mL contendo 50 mL do 

mesmo meio, o qual foi incubado durante 24 horas a 28°C sob agitação de 150 

rpm em câmara agitadora. Os meios foram previamente ajustados para pH 5,0 

com ácido-ortofosfórico concentrado e autoclavados por 15 minutos a 121°C.  

 

3. Preparo do extrato de sisal (Agave sisalana) 

 

Fragmentos do caule do sisal (Agave sisalana Perrine) foram lavados com 

água destilada e triturados em liquidificador (200 g de tecido caulinar em 100 mL 

de água destilada) por cerca de três minutos, obtendo-se extrato aquoso com a 

concentração de 20% (p/v). O extrato foi filtrado em peneira plástica e depois a 

vácuo. O extrato filtrado foi armazenado em recipientes plásticos e mantido em 

refrigerador a -20°C, até a sua utilização. 
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4. Produção de Inulinase por Fermentação Submersa 

 
Para a produção de inulinase, as fermentações foram realizadas em 

frascos Erlenmeyers de125 mL contendo 30 mL de meio de cultura composto de 

extrato de sisal e extrato de levedura, como fontes de carbono e nitrogênio 

respectivamente, em diferentes concentrações, de acordo com o delineamento 

composto central rotacional (DCCR) 22. O meio foi suplementado com KH2PO4 

0,5%; NH4Cl 0,15%; MgSO4.7H2O 0,07%; KCl 0,12%. O pH foi ajustado para 5,0 

por meio da adição de ácido orto-fosfórico concentrado e o meio foi esterilizado 

em autoclave por 15 minutos a 121°C. 

No meio de cultivo, preparado para as fermentações, foi adicionada 

concentração de inóculo equivalente a 10 % do volume do meio, ou seja 3mL. A 

fermentação foi conduzida a 28±2ºC, pH 5,0 e 150 rpm em câmara agitadora, 

durante 96 horas. A cada 24 horas uma amostra foi retirada e o caldo fermentado 

foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado 

para a determinação imediata da atividade enzimática e o sedimento foi utilizado 

para quantificação do crescimento celular.  

 

5. Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR 

 

Como não havia parâmetro a seguir com o extrato de sisal, inicialmente 

foram feitos ensaios preliminares em duplicatas para definir a partir de qual 

concentração deveria seguir o delineamento experimental. As concentrações 

estudadas foram 10, 20, 30, 40 e 50% (v/v) com 1% da fonte de nitrogênio 

(extrato de levedura) suplementadas em meio de sais minerais. As fermentações 

seguiram conforme descrito no item 4, durante 24 horas. 

 

 

5.1. Primeiro Planejamento Experimental 

 

As fermentações ocorreram em condições de cultivo variadas, onde foram 

estudadas diferentes concentrações das fontes de carbono e de nitrogênio, a fim 

de se determinar as melhores condições de fermentação, de acordo com a matriz 
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do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, segundo Rodrigues e 

Iemma (2009).  

Os níveis estudados e a matriz do DCCR 22, com os valores das variáveis 

estudadas, estão apresentados nas Tabelas 01 e 02, respectivamente. 

 
Tabela 01- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2

2
 para produção de 

inulinase. 
  Níveis 

Variáveis independentes 
 

-1,41 
 

-1 
 
0 

 
1 

 
1,41 

Extrato de Levedura (%) 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 

Extrato de Sisal (%) 30 35 40 45 50 

 

 
Tabela 02- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional, com valores reais e   
codificados, para determinação da atividade enzimática. 
 

Ensaios Níveis 
Extrato de 

Levedura (%) 
Extrato de 
sisal (%) 

1 -1 -1 1 35 

2 1 -1 2 35 

3 -1 1 1 45 

4 1 1 2 45 

5 -1,41 0 0,5 40 

6 1,41 0 2,5 40 

7 0 -1,41 1,5 30 

8 0 1,41 1,5 50 

9 0 0 1,5 40 

10 0 0 1,5 40 

11 0 0 1,5 40 

 

Os valores das variáveis escolhidas foram definidos com base nos 

experimentos preliminares. Esse delineamento experimental resultou em 11 

ensaios, que ocorreram durante 96 horas, sendo retirada uma amostra a cada 24 

horas, totalizando 44 amostras. 

 As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

STATISTICA 7.0® (StatSoft).  

Após a análise das respostas obtidas no primeiro planejamento, foi 

realizado mais um planejamento completo (DCCR), com o intuito de otimizar as 

condições para a produção da inulinase. 
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5.2. Segundo Planejamento Experimental 

 

Os valores das variáveis escolhidas foram definidos com base nos 

resultados do planejamento anterior e resultaram em 11 ensaios. O tempo de 

fermentação foi fixado em 96 horas, pois foi o tempo onde se atingiu a maior 

produção da enzima. As Tabelas 3 e 4 descrevem os níveis estudados e a matriz 

do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 para o segundo 

planejamento experimental. 

 

Tabela 3- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2
2
 para produção de 

inulinase. 
 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Tabela 4- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional, com valores reais e   
codificados, para determinação da atividade enzimática. 
 

Ensaios Níveis 
Extrato de 

Levedura (%) 
Extrato de 
Sisal (%) 

1 -1 -1 0,5 45 

2 1 -1 1,5 45 

3 -1 1 0,5 55 

4 1 1 1,5 55 

5 -1,41 0 0,3 50 

6 1,41 0 1,7 50 

7 0 -1,41 1 43 

8 0 1,41 1 57 

9 0 0 1 50 

10 0 0 1 50 

11 0 0 1 50 

5 -1,41 0 0,3 50 

 

 

 
 

 
 

  Níveis 

Variáveis independentes 
 

-1,41 
 

-1 
 
0 

 
1 

 
1,41 

Extrato de Levedura (%) 0,3 0,5 1 1,5 1,7 

Extrato de Sisal (%) 43 45 50 55 57 
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6. Crescimento celular 
 
 

Para obtenção da biomassa, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000 

rpm durante vinte minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em água 

destilada e novamente centrifugado para lavagem das células. As células lavadas 

foram ressuspensas em água destilada no mesmo volume do extrato enzimático 

fermentado (30 mL) e o crescimento celular foi determinado por turbidimetria a 

600 nm, utilizando água destilada para calibração. Os valores obtidos foram 

relacionados com o peso seco x absorbância, através de curva de calibração. 

A massa seca, utilizada para a elaboração da curva de crescimento, foi 

obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com aproximadamente 10±2 

horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos . As células foram lavadas 

com água destilada, centrifugadas novamente e ressuspensas em 5mL de água 

destilada. A partir disso, foram armazenadas em forminhas de alumínio 

previamente taradas e secas em estufa a 100°C durante 24 horas até peso 

constante. O peso seco das células foi determinado por diferença de massa e 

expresso em termos de massa seca de células (g)/ 100 mL de suspensão. 

A absorbância foi obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com 

aproximadamente 10±2 horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos. Após 

lavagem e ressuspensão das células no mesmo volume do meio, o crescimento 

celular foi determinado por turbidimetria a 600 nm  diluindo-se o caldo celular de 

modo que as leituras permanecessem no intervalo entre 0,2 a 0,8 de absorbância. 

A curva foi elaborada relacionando o peso seco e a absorbância e os 

coeficientes da equação da reta padrão foram utilizados para determinar a 

biomassa através da fórmula: 

 

                                  Biomassa= ABS –A/B x diluição 

Onde: 

Abs= Absorbância obtida através da leitura a 600 nm da densidade celular dos 

caldos fermentados. 

A e B = coeficientes da equação da reta padrão. 
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7. Ensaios Analíticos 
 
 

7.1. Determinação da atividade enzimática 
 

A atividade enzimática do sobrenadante foi determinada de acordo com 

Suzuki et al. (1988), através da determinação dos açúcares redutores formados 

durante a incubação de 5 mL de sacarose 2%;  2,5 mL de tampão citrato-fosfato 

0,05 M pH 4,0; 1,5 mL de água destilada, adicionando 1 mL da amostra 

enzimática convenientemente diluída. O meio reacional foi colocado em banho-

maria a 40ºC, sob agitação, em agitador magnético com aquecimento, durante 15 

minutos.  Alíquotas de 1,0 mL foram retiradas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 e 15 

minutos e determinou-se a concentração de açúcares redutores pelo método do 

ácido dinitrosalicílico-DNS (MILLER, 1959). A leitura das atividades foi feita em 

espectrofotômetro a 540 nm. Para elaboração da curva padrão que relaciona a 

concentração de glicose (g/L) com a absorbância a 540 nm, foi utilizada solução 

de glicose a 1% e realizadas leituras, a 540 nm, das concentrações de 0,1 a 1%. 

O cálculo da atividade enzimática (AE) foi realizado de acordo com a 

equação:  

AE =  α x β x 103 /180 x diluição x 10 (µmol/mL.min). 

 

Onde: 

α= coeficiente angular da reta padrão 

 β= coeficiente angular da reta da atividade enzimática 

180x103 = peso Molecular da glicose em mg 

10= volume final do meio reacional incubado  

Os resultados estão apresentados em U/mL onde cada unidade (U) de 

atividade de inulinase é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa um 

mol de sacarose por minuto ou como a quantidade de enzima que catalisa a 

liberação de um mol de açúcar redutor por minuto de reação, sob as condições 

do ensaio. 

 

 

7.2. Determinação do perfil ótimo de temperatura 
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A temperatura ótima de atividade da inulinase foi obtida através da 

determinação da atividade enzimática em diferentes temperaturas, numa faixa de 

45°C a 70°C. A atividade enzimática foi medida sob as mesmas condições 

descritas no item 7.1. 

 
7.3. Determinação do perfil ótimo de pH 

 

Para determinar o pH ótimo de atividade da inulinase, a mistura reacional 

foi incubada em banho-maria, com as faixas de pH variando de 2,0 a 10,0, 

utilizando como tampões: glicina-HCl 50mM (pH 2,0–3,0), citrato de sódio  50mM 

(pH 3,0-6,0), fosfato 50mM (pH 6,0-8,0), tris-HCl 50mM (pH 8,0-9,0) e glicina-

NaOH (pH 9,0-10,0). Os tampões foram preparados de acordo com os 

procedimentos descritos por Colowick & Kaplan (1955).  

 
 

7.4. Termoestabilidade 
 
  

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se o extrato  

enzimático bruto nas temperaturas de 50ºC, 55ºC e 60ºC durante 5 horas, de 

acordo com a literatura específica. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Figura 01 apresenta os resultados dos ensaios preliminares realizados 

para definir as concentrações iniciais de extrato de sisal.  

 

 

 

 

 
Figura 01- Valores obtidos de atividade enzimática em extrato de sisal. 

 

 Verificou-se que a maior atividade enzimática foi obtida com 40% do 

extrato de sisal no meio de cultivo. Com a concentração de 50% houve o 

decréscimo da atividade enzimática. Dessa forma a concentração de 40% foi 

escolhida para compor o ponto central do primeiro planejamento fatorial completo.  

A seleção das concentrações adequadas do substrato é de fundamental 

importância para o sucesso da produção enzimática, pois a presença em excesso 

de algum componente do substrato pode afetar a produção enzimática, inibindo-a. 

Através deste ensaio preliminar, pode-se observar a influência individual da 

concentração da fonte de carbono sobre a atividade enzimática, e ter uma noção, 

em relação aos níveis enzimáticos produzidos, com a utilização do extrato de sisal 

como fonte de carbono. 
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Primeiro Planejamento Experimental – DCCR 1 

 

 Os resultados apresentados na Tabela 05 mostram os valores das 

atividades enzimáticas obtidas durante 96 horas de fermentação em função das 

diferentes concentrações de extrato de sisal e extrato de levedura presentes nos 

meios de cultivo. 

 

Tabela 05- Matriz do planejamento experimental completo, com valores codificados e reais das 
variáveis (concentração da fonte de carbono e nitrogênio) e resposta (atividade enzimática) em 24, 
48,72 e 96 horas de fermentação. 

  
X1   X2  X1  X2 

Atividade Enzimática U/mL 

Ensaio % N % C % N % C 24 hrs 48hrs 72hrs 96hrs 

1 -1 -1 1 35 3,34 8,06 7,37 4,47 

2 1 -1 2 35 4,37 5,90 5,50 4,15 

3 -1 1 1 45 3,48 15,92 5,98 6,31 

4 1 1 2 45 5,73 5,78 7,06 10,11 

5 -1,41 0 0,5 40 3,72 4,55 5,20 4,08 

6 1,41 0 2,5 40 3,87 6,10 8,28 5,59 

7 0 -1,41 1,5 30 2,91 3,05 5,20 3,21 

8 0 1,41 1,5 50 3,92 6,04 9,48 8,02 

9 0 0 1,5 40 4,58 4,73 3,68 3,27 

10 0 0 1,5 40 3,24 4,39 5,27 3,99 

11 0 0 1,5 40 2,87 5,08 4,62 3,99 

 

Entre as 44 amostras analisadas, a atividade enzimática variou de 2,87 

U/mL a 15,92 U/mL. As maiores produções foram observadas no ensaio 3  (15,92 

U/mL) e no ensaio 4 (10,11U/mL) após  48 e 96 horas de fermentação, com 

produtividades de 0,33 U/mL.h-1 e 0,10 U/mL.h-1, respectivamente.   

Nestes ensaios a concentração do extrato de sisal foi a mesma (45%) 

enquanto que as concentrações do extrato de levedura foi de 1% no ensaio 3 e  

2% no ensaio 4. Nos demais ensaios a atividade enzimática manteve-se abaixo 

de 10 U/mL (Figura 02). 
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Figura 02- Cinética da produção de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em 
fermentação submersa, utilizando extrato de sisal como fonte de carbono e extrato de levedura 
como fonte de nitrogênio. 
 

Pode-se observar que também houve aumento da atividade enzimática 

comparando-se os ensaios em que se manteve a concentração de extrato de 

levedura em 1,5%, enquanto variou-se a concentração de extrato de sisal de 30% 

para 50% (ensaios 7 e 8 ). 

No geral, ao variar as concentrações, tanto do extrato de sisal quanto do 

extrato de levedura, dos níveis mais baixos (-1,41) para os mais altos (1,41), 

ocorreu o incremento da atividade enzimática (ensaios 5, 6, 7, 8) em todos os 

tempos analisados.  

A Tabela 06 representa os coeficientes de regressão calculados com base 

nos resultados obtidos em 48 horas de fermentação. 

 

Tabela 06- Coeficientes de regressão para a atividade enzimática utilizando extrato de sisal  e 
extrato de levedura, após 96 horas de fermentação. 
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Ensaios 9, 10 e 11 (1,5% N e 40%) 

Tempo (Horas) 

Fatores 

Coeficientes 

de regressão 

Erro 

padrão t(5) p - valor 

Média 4,71755 1,990510 2,37002 0,063951 

(1) Extrato de levedura (L) -1,26809 1,220765 -1,03876 0,346515 

Extrato de levedura (Q) 1,30615 1,456690 0,89666 0,410991 

(2) Extrato de Sisal (L)  1,49895 1,220765 1,22787 0,274140 

 Extrato de Sisal (Q)  0,91382 1,456690 0,62733 0,557976 

1(L) x 2 (L) -1,99500 1,723853 -1,15729 0,299432 
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Observa-se que, nesse tempo, nenhuma das variáveis estudadas foi 

considerada significativa e, além disso, o R2 foi muito baixo (49%), menor do que 

o limite aceitável, o que indica que o modelo não explica a maior parte das 

variações ocorridas, não sendo confiável. Acredita-se, por experiências 

anteriores, que este resultado possa ter ocorrido devido a um erro experimental. 

Entretanto, no tempo de 96 horas obteve-se a segunda melhor atividade 

enzimática e os resultados obtidos nas condições dos pontos centrais (ensaios 9, 

10 e 11) foram mais uniformes. Assim, optou-se por realizar a análise estatística a 

partir desses dados.  

Pode-se observar também, segundo a Tabela 07, que houve pouca 

variação entre os valores observados e os valores previstos pelo modelo o que 

reforça a maior homogeneidade do processo após 96 horas de fermentação. 

 

Tabela 07- Resultados obtidos e previtos para a produção de inulinase por Kluyveromyces 
marxianus NRRL-Y 7571 em fermentação submersa, utilizando extrato de sisal como fonte de 
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio após 96 horas. 
 

Ensaios 

Valores Reais  Atividade inulinase (U/mL) 

Extrato de 
levedura  

(%) 

Extrato de 
sisal 
 (%) Observado Previto 

1 
1 35 4,474 4,251 

2 
2 35 4,145 3,590 

3 
1 45 6,311 5,843 

4 
2 45 10,112 9,312 

5 
0,5 40 4,081 4,360 

6 
2,5 40 5,590 6,340 

7 
1,5 30 3,206 3,547 

8 
1,5 50 8,015 8,703 

 9 (C) 
1,5 40 3,273 3,749 

10 (C) 
1,5 40 3,993 3,749 

11 (C) 
1,5 40 3,993 3,749 

 

A Tabela 08 apresenta os coeficientes de regressão calculados (os termos 

lineares estão associados à letra L e os termos quadráticos à letra Q).  
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Tabela 08- Coeficientes de regressão para atividade de inulinase após 96 horas de fermentação. 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

De acordo com as análises estatísticas, realizadas a 5% de significância, 

todas as variáveis, incluindo a interação, foram significativas na faixa estudada, 

exceto o extrato de levedura em seu termo quadrático. O efeito das fontes de 

carbono e de nitrogênio sobre a produção enzimática foi positivo, de forma que o 

aumento em suas concentrações levou ao aumento nos valores das atividades, 

confirmando os resultados observados. Vale ressaltar ainda, que o extrato de 

sisal foi a variável que mais influenciou a produção enzimática, conforme pode ser 

observado no gráfico de Pareto (Figura 03). 

 

 

Figura 03- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade da inulinase produzida por 
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y, em fermentação submersa, mostrando as variáveis 
significativas com p ≥ 0,05. 

 

Com esses resultados foi possível elaborar o modelo codificado, que 

relaciona a atividade enzimática em função das concentrações de extrato de sisal 

Fatores 

Coeficientes 

de regressão 

Erro 

padrão t(5) p - valor 

Média 3,748920 0,431327 8,691605 0,000334 

(1) Extrato de levedura (L) 0,702050 0,264529 2,653958 0,045211 

Extrato de levedura (Q) 0,805246 0,315652 2,551053 0,051200 

(2) Extrato de Sisal (L)  1,828526 0,264529 6,912374 0,000971 

 Extrato de Sisal (Q)  1,195065 0,315652 3,786017 0,012811 

1 (L) x 2 (L)      1,032500 0,373544 2,764064 0,039643 
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e extrato de levedura, no qual todos os parâmetros foram considerados (Equação 

03). 

 

Atividade enzimática= 3,74 + 0,70x1 + 0,80x1
2 +1,82x2 + 1,19x2

2 + 1,03 x1.x2 

Equação 03 

 

De acordo com a análise de variância (ANOVA), apresentada na Tabela 

09, verifica-se que o F calculado (36,908) foi altamente significativo (p< 0,0001) 

sendo cerca de 8,4 vezes maior que o F tabelado (4,35). A porcentagem de 

variação explicada pelo modelo é de 94%, conforme o coeficiente de 

determinação obtido para atividade enzimática (R2 = 0,94). 

 

 Tabela 09- ANOVA para atividade de inulinase após 96 horas de fermentação com extrato de 
sisal e extrato de levedura como substratos. 

 

 

 

 

 

                      
                             % variação explicada (R

2
)= 94,05        F3;7;0,05= 4,35 

                       

 

Esses resultados indicam que o modelo pode ser considerado adequado 

para descrever os resultados através da superfície de resposta e curvas de 

contorno apresentadas nas Figuras 04 A e B.  

Figura 04- Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em 
função das concentrações de carbono e nitrogênio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em 
fermentação submersa após 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento fatorial. 

Fonte de 
variação SQ GL QM F calc Pr > F 

Regressão 44,14301 3 14,714 36,908 0,0001 

Resíduo 2,7907 7 0,3986   

Total 46,93371 10       

B A 

0,164 

118,62 

0,278 

1,109 

0,079 

0,099 

55,20 

0,187 

0,22 

0,369 

0,678 
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Os gráficos confirmam que, dentro da faixa estudada, a melhor condição 

para a produção enzimática foi a combinação dos níveis altos (1) das 

concentrações das fontes de carbono e nitrogênio avaliadas. Concentrações 

abaixo de 40% do extrato de sisal e de 2% de extrato de levedura, combinadas, 

mantém a produção enzimática distante das condições ótimas de produção da 

inulinase.  

Dessa forma, a superfície de resposta e as curvas de contorno indicam que 

o aumento das concentrações de extrato de sisal e de levedura pode incrementar 

a atividade enzimática. Um novo planejamento foi realizado visando elevar a 

produção da enzima. 

 

2. Produção de biomassa 

 

A Figura 07 apresenta o crescimento celular em função das concentrações 

do extrato de sisal e extrato de levedura utilizados no primeiro delineamento 

experimental, além de relacioná-los com a atividade enzimática. 

 

 

Figura 05- Efeito das concentrações dos substratos no crescimento celular e atividade enzimática 
de K.marxianus NRRL-Y 757 após 96 horas de fermentação. 
 

Observa-se que o crescimento celular foi maior (aproximadamente 7g/L) 

nos ensaios onde a atividade enzimática foi menor (ensaios 9, 10 e 11), com 
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concentrações de 40% e 1,5% de extrato de sisal e extrato de levedura, 

respectivamente. Já nos ensaios 3, 4, 6 e 8, nos quais obteve-se os maiores 

valores de atividades enzimáticas e as concentrações do extrato de sisal eram 

maiores (45 e 50%), o crescimento celular  foi mínimo (menos de 1g/L). Esses 

resultados são confirmados pelas análises estatísticas, através dos coeficientes 

de regressão calculados ao nível de significância de 5%, e apresentados na 

Tabela 10. 

 
Tabela 10- Coeficientes de regressão para o crescimento celular utilizando extrato de sisal e 
extrato de levedura, após 96 horas de fermentação. 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com esses valores, a produção de biomassa foi afetada de 

forma negativa pelo extrato de levedura em seus termos quadráticos e pelo 

extrato de sisal, de forma que, o aumento nos valores dessas variáveis conduziu 

ao decréscimo da produção de biomassa. A interação das variáveis não causou 

nenhum efeito na produção celular. 

Na análise de variância (Tabela 11) o F calculado foi bastante significativo 

e aproximadamente 70 vezes maior que o F tabelado (4,35). Além disso, o 

coeficiente de determinação de 0,99 indica que 99% das variações ocorridas 

podem ser explicadas pelo modelo, o qual, diante da qualidade desses 

resultados, ajusta se muito bem aos dados experimentais. 

 

Tabela 11- ANOVA para o crescimento celular após 96 horas de fermentação com extrato de sisal 
e extrato de levedura como substratos, DCCR 1. 

 
 
 
 

 
 
      
 
         % variação explicada (R

2
)= 99,23        F3;7;0,05= 4,35 

Fatores 
Coeficientes de 

regressão 
Erro 

padrão t(5) p – valor 

Média 7,14179 0,206968 34,5067 0,000000 

(1) Extrato de levedura (L) -0,10406 0,126932 -0,8198 0,449626 

Extrato de levedura (Q) -3,33829 0,151463 -22,0403 0,000004 

(2) Extrato de sisal (L)  -0,45463 0,126932 -3,5817 0,015847 

 Extrato de sisal (Q)  -2,74476 0,151463 -18,1217 0,000009 

1(L) x 2 (L) -0,23750 0,179242 -1,3250 0,242484 

Fonte de 

variação SQ GL QM F calc P< valor 

Regressão 83,610 3 27,870 303,6 0,0002 

Resíduo 0,642 7 0,0917   

Total 84,253 10    
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A equação 04 descreve a produção de biomassa prevista pelo modelo em 

função das variáveis codificadas.  

  

Biomassa = 7,141 – 0,104x1 – 3,338x1
2 – 0,454x2 – 2,744x2

2 - 0,237x1x2  

Equação 04 

 

As superfícies de resposta e curvas de contorno, geradas pelo modelo, 

estão apresentadas nas Figuras 06 A e B. 

 

 Figura 06- Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a produção de biomassa  em 
função das concentrações de carbono e nitrogênio por K. marxianus NRRL-Y 7571, em 
fermentação submersa, após 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento fatorial 

 

As figuras 06 (A e B) mostram que as condições ótimas para produção 

celular ocorreram nas concentrações de 40% de extrato de sisal e 1,5% de 

extrato de levedura. É possível verificar que, para o extrato de levedura, a faixa 

ótima está entre 1,25% a 1,75% e para o extrato de sisal está entre 37,5% a 

42,5%. Utilizando-se concentrações que permaneçam entre esses valores, é 

possível manter a produção celular otimizada. 

De acordo com Bon et al. (2008), a biossíntese da enzima pode ser 

associada ao crescimento, quando a taxa de formação de produto é proporcional 

ao aumento da biomassa, ou não associada ao crescimento celular e, neste caso, 

a formação de produto é independente do crescimento celular ou varia de forma 

complexa. 

A B 
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Dessa forma, pode-se considerar que, neste estudo, menores 

concentrações dos substratos estudados favoreceram o crescimento celular, 

enquanto reduziram a atividade enzimática, mostrando que, com este substrato, a 

produção da enzima de interesse não está associada ao crescimento, dentro da 

faixa estudada neste trabalho. 

 

 Segundo Planejamento Fatorial – DCCR 2 

 

 Neste planejamento, as atividades enzimáticas variaram de 

aproximadamente 3,6 a, no máximo, 6,9 U/mL, conforme as concentrações das 

fontes de carbono e nitrogênio empregadas no meio de cultivo, fermentado 

durante 96 horas.   

 O valor máximo de atividade enzimática (6,89 U/mL) foi alcançado no 

ensaio 4, no qual a concentração do meio foi de 55% do extrato de sisal e 1,5% 

do extrato de levedura, como pode ser observado na Tabela 12. Dessa forma, 

esta faixa de concentração dos substratos não foi adequada para otimizar o 

processo, sendo obtidas produções de inulinase menores do que no delineamento 

anterior. 

 
Tabela 12- Matriz do planejamento fatorial, valores codificados e originais das variáveis de estudo 
(concentração da fonte de carbono e nitrogênio) e as respostas em termos de atividade enzimática 
após 96 horas de fermentação.  
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

X1             X2 X1             X2 
Atividade 

enzimática 
U/mL 

Ensaio % N % C % N % C 96hrs 

1 -1 -1 0,5 45 3,599 

2 1 -1 1,5 45 6,258 

3 -1 1 0,5 55 4,762 

4 1 1 1,5 55 6,891 

5 -1,41 0 0,3 50 5,587 

6 1,41 0 1,7 50 6,848 

7 0 -1,41 1 43 4,986 

8 0 1,41 1 57 6,232 

9 0 0 1 50 4,960 

10 0 0 1 50 4,344 

11 0 0 1 50 4,160 
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Entretanto, a análise dos resultados pode nos indicar o caminho para 

aumentar a produção da enzima. Observou-se que maiores atividades 

enzimáticas foram obtidas nas condições em que se utilizou altas concentrações 

(1 e 1,41) do extrato de sisal e do extrato de levedura, como pode ser visto, por 

exemplo, nos ensaios 4, 6 e 8.  

O efeito do aumento das concentrações pode ser avaliado também 

comparando-se os ensaios 1, 2, 3 e 4, nos quais, mantendo-se a concentração do 

extrato de sisal e elevando-se a concentração do extrato de levedura, a atividade 

aumentou. O mesmo ocorreu quando se manteve fixa a concentração de extrato 

de levedura e elevou-se a concentração de extrato de sisal, sugerindo que o 

aumento nas concentrações de ambas as fontes incrementou a atividade 

enzimática.  

No entanto a análise estatística não confirmou esses dados. De acordo 

com os coeficientes de regressão apresentados na Tabela 13, apenas o extrato 

de levedura foi significativo, causando efeito positivo no acréscimo da produção 

enzimática ao elevar a sua concentração no meio de cultivo, enquanto o extrato 

de sisal, e a interação entre as variáveis, não interferiram na produção. Isto 

sugere que, para otimizar o processo, necessitamos aumentar apenas a 

concentração da fonte de nitrogênio. 

 
Tabela 13- Coeficientes de regressão para a  atividade de inulinase utilizando extrato de sisal e 
extrato de levedura como substratos, após 96 horas de fermentação de regressão para resposta 
atividade de inulinase (96horas de produção). 

 

Essas observações são reforçadas pelo diagrama de Pareto (Figura 07), 

que estabelece o efeito quantitativo estimado que cada uma das variáveis possui 

sobre a atividade enzimática, evidenciando que somente o extrato de levedura 

Fatores 

Coeficientes 

de regressão 

Erro 

padrão t(5) p - valor 

Média 4,490159 0,370697 12,11274 0,000068 

(1) Extrato de levedura (L) 0,823200 0,227346 3,62092 0,015205 

Extrato de levedura (Q) 0,731961 0,271283 2,69815 0,042879 

(2) Extrato de sisal (L)  0,445433 0,227346 1,95927 0,107388 

 Extrato de sisal (Q)  0,425890 0,271283 1,56991 0,177231 

1(L) x 2 (L) -0,132500 0,321037 -0,41272 0,696909 
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linear encontra-se dentro do grau de confiança determinado para a análise 

estatística (95% ou p ≥ 0,05 ). 

 

Figura 07- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade da inulinase produzida por 
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y, em fermentação submersa, mostrando as variáveis 
significativas com p ≥ 0,05. 

 

A análise da variância, apresentada na Tabela 14, foi utilizada para avaliar 

a significância do modelo codificado, que relaciona a atividade enzimática em 

função das variáveis independentes.  

 

Tabela 14- ANOVA para atividade de inulinase após 96 horas de fermentação com extrato de sisal 
e extrato de levedura como substratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
                   % variação explicada (R

2
)= 83,37        F3;7;0,05= 4,35 

 

 

O valor F calculado (11,7) foi maior que o F tabelado (4,35), mostrando que 

o modelo gerado é estatisticamente significativo para o nível de 95% de 

confiança. O coeficiente de determinação igual a 0,83 estabelece que 83% das 

variações podem ser explicadas pelo modelo, o que significa que este pode ser 

utilizado para verificar as tendências de produção da inulinase, utilizando-se os 

Fonte de 

variação SQ GL QM F calc P< valor 

Regressão 10,33591 3 3,445 11,7 0,004 

Resíduo 2,061 7 0,294   

Total 12,397 10       
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substratos selecionados. Apesar de somente o extrato de levedura ser 

significativo, no intuito de manter a porcentagem das variações explicadas pelo 

modelo, todos os parâmetros foram adicionados ao modelo codificado 

apresentado na equação 05: 

 

Atividade enzimática= 4,49 + 0,82x1 + 0,73x1
2 + 0,44x2 + 0,42x2

2 – 0,13 x1.x2 

Equação 05 

 

Como o modelo é estatisticamente válido, a partir desses resultados foi 

possível obter as superfícies de resposta e curvas de contorno para analisar 

melhor as condições em que foram utilizadas as fontes de carbono e nitrogênio 

para produção de inulinase (Figuras 08 A e B) e planejar os próximos 

experimentos, visando o aumento da produção da enzima. 

 
 
 

 

 
Figura 08- Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em 
função das concentrações de carbono e nitrogênio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em 
fermentação submersa após 96 horas, geradas de acordo com o segundo planejamento fatorial. 

 

É possível concluir, através da superfície de resposta e curvas de contorno, 

que concentrações de extrato de sisal acima de 50%, combinadas com 

concentrações de extrato de levedura a partir de 1,5%, resultaram em maiores 

valores da atividade enzimática. Entre as condições estudadas, a que se 

aproximou mais desses valores foram as concentrações de 55% e 1,7% de 

extrato de sisal e de levedura, respectivamente, atingindo aproximadamente 

B A 
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6,9U/mL, valor próximo do previsto para a região ótima, que é de 8U/mL, nas 

concentrações estudadas. Assim, novos estudos deverão ser realizados com uma 

concentração maior de extrato de levedura, para verificar se será possível elevar 

os níveis de atividade enzimática. 

Neste estudo o extrato de sisal mostrou-se um substrato muito variável, 

interferindo bastante na produção enzimática. Acredita-se que essa variação 

possa estar relacionada à complexidade desse substrato. Resíduos agro-

industriais possuem composições complexas e assim podem mostrar um efeito 

negativo no sistema global, devido a um incremento na concentração de alguns 

constituintes que inibem a produção enzimática (MENDES, 2006; TREICHEL et 

al., 2009). O extrato de sisal contém sapogeninas esteroidais e saponinas 

(OASHI, 1999; PIZARRO et al., 1999), as quais podem estar relacionadas à 

queda da produção da enzima em altas concentrações do extrato vegetal. Além 

disso, deve-se levar em consideração a influência das variações sazonais e 

diferenças das características do solo de cultivo que são fatores que podem 

influenciar na composição do extrato. 

No entanto, vale destacar que os valores das atividades enzimáticas, 

obtidos neste estudo, foram superiores aos encontrados por outros autores. 

Sharma, Kainth e Gill (2006) compararam a produção de inulinase, por 

Streptomyces sp., utilizando inulina comercial com extrato de diversos vegetais 

que armazenam inulina como substrato e obtiveram os seguintes resultados: 

banana 0,283U/mL; cevada 0,244 U/mL; cebola 0,300 U/mL; centeio 0,313 U/mL; 

trigo 0,320 U/mL; chicória 0,328U/mL; sendo estes comparáveis ao valor obtido 

com inulina comercial (0,321U/mL) e o alho (0,524U/mL), o qual produziu, a maior 

atividade enzimática.  

Cazetta et al. (2005) produziram inulinase por Kluyveromyces marxianus 

var. bulgaricus utilizando extrato de yacon (Polymnia sanchifolia) como substrato, 

alcançando 4,1U/mL de atividade enzimática, nas concentrações de 30% e 40% 

(v/v) havendo, acima dessas concentrações (50%), decréscimo de 14% na 

atividade enzimática.  

Gill et al. (2003) estudaram a produção de inulinase extracelular por 

Streptomyces GNDU 1, produzindo níveis de enzima em torno de 0,552 UI/mL, 

utilizando como substratos inulina e extrato de levedura. Dessa forma, pode-se 
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perceber que nestes trabalhos, os valores obtidos foram abaixo dos observados 

no presente estudo, até mesmo quando inulina pura foi a fonte de carbono. 

 

 

3. Caracterização parcial enzimática 

 

A caracterização da inulinase foi realizada utilizando o extrato enzimático 

bruto obtido após 96 horas, sob a melhor condição experimental, com o objetivo 

de se determinar o pH ótimo, temperatura ótima e termoestabilidade. 

 

 Perfil ótimo de pH  

 

A atividade enzimática se manteve elevada entre os valores de pH de 2,0 a 

4,0 sendo que neste último, utilizando o tampão citrato de sódio, obteve-se 

atividade enzimática máxima. A partir desse valor a atividade caiu 

acentuadamente com valores aproximando-se de zero em pHs entre 8,0 a 10,0 

(Figura 09). 

 

 

 
Figura 09- Efeito da variação de pH na atividade da inulinase produzida pela levedura 
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, utilizando extrato de sisal e extrato de levedura em 
fermentação submersa, após 96 horas de fermentação. 
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 Perfil de temperatura e estabilidade térmica 

 

A enzima produzida apresentou melhores atividades na faixa entre 45° a 

65°C, sendo que a atividade máxima foi alcançada na temperatura de 65°C. A 

70°C, provavelmente, a enzima sofreu desnaturação perdendo bruscamente a 

atividade enzimática como pode ser observado na Figura 10. 

 

 

 
Figura 10- Efeito da temperatura na atividade da inulinase produzida pela levedura 
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, utilizando extrato de sisal e extrato de levedura em 
fermentação submersa, após 96 horas de fermentação. 

 
Quanto à estabilidade térmica, pode-se observar na Figura 11, que a 

enzima manteve-se pouco estável nas três temperaturas avaliadas, sendo que 

este efeito foi melhor observado a 50°C, durante apenas 30 minutos. A enzima foi 

reduzindo a estabilidade à medida que se aumentava a temperatura, sendo que 

na temperatura de 60°C a enzima manteve-se estável por menos tempo, 

decaindo acentuadamente em pouco mais de 15 minutos, com valores próximos 

de zero após uma hora de incubação, apesar de 65°C ser a temperatura ótima de 

reação. 
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Figura 11- Estabilidade térmica da atividade inulinásica produzida pela levedura Kluyveromyces 
marxianus NRRL-Y 7571, utilizando Xarope de agave e extrato de levedura em fermentação 
submersa, após 96 horas de fermentação. 

 

A caracterização da enzima é essencial tanto para o estabelecimento das 

condições de trabalho e aplicações, como para a determinação da temperatura e 

pH ótimos e de estabilidade, em que se determinam valores ótimos de reação. 

As características parciais da enzima estudada variam entre as espécies 

produtoras e os substratos utilizados, porém resultados em torno dos que foram 

obtidos neste estudo são encontrados na literatura. Santos (2002) realizou 

estudos para caracterizar a enzima inulinase produzida por K. marxianus var. 

bulgaricus ATCC 16045 verificando que, com relação ao pH, em tampão acetato 

de sódio 0,1M, a enzima apresentou maior atividade em uma faixa de valores de 

pH ente 4,4 a 4,8. Nos estudos do efeito da temperatura, obteve as máximas 

atividades a 63ºC e em relação à estabilidade térmica, a melhor temperatura para 

a atividade foi 50ºC. 

Gill et al. (2003), avaliando a produção de inulinase extracelular por 

Streptomyces GNDU 1, observou temperatura e pH ótimos de 60ºC e 5,5, 

respectivamente. Treichel (2004) observou, dentro da faixa estudada para a 

inulinase obtida de NRRL-Y 7571, que a temperatura de maior estabilidade foi 

50°C, enquanto a faixa ótima de pH ficou entre 4,4 e 4,8.  

Kushi et al. (2000) e Ettalibi e Baratti (2001) obtiveram atividade máxima 

em pH 4,7 para enzimas obtidas a partir de Kluyveromyces marxianus var. 

bulgaricus e Aspergillus ficum. Astolfi (2010) caracterizou parcialmente a inulinase 
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obtida de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-757, que apresentou temperatura 

ótima de 55°C e um pH ótimo de 4,5. 

Sabe-se que altas temperaturas (em torno de 50°C) e baixos valores de pH 

(em torno de 4,0), são condições operacionais de grande interesse industrial 

(VANDAMME e DERYCKE (1983). Em processos industriais, o tempo é um fator 

importante e o estudo de termoestabilidade enzimática, em diferentes tempos de 

incubação, é fundamental para determinar o quanto, e por quanto tempo, a 

preparação enzimática pode suportar as condições aplicadas à indústria de 

interesse, sendo que temperaturas elevadas com maior estabilidade são as mais 

desejadas nesses processos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste trabalho propôs-se estudar a produção da enzima inulinase por 

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 utilizando xarope de agave (Agave 

tequilana) e extrato de sisal (Agave sisalana) como substratos, avaliando como 

resposta a atividade enzimática, o crescimento celular, além de realizar a 

caracterização enzimática.  

Entre as duas fontes de carbono estudadas, o xarope de agave 

apresentou-se com bom potencial para aplicação na produção de inulinase por 

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em fermentação submersa. Utilizando 

este substrato, a produção enzimática foi otimizada, atingindo o valor de 144,170 

U/mL, com apenas 5% de xarope de agave no meio de cultivo. 

 Na literatura podemos encontrar valores otimizados maiores que esse, 

porém deve-se levar em consideração que, nesses estudos, outros parâmetros 

além da concentração da fonte de carbono e nitrogênio,foram investigados assim 

como, foram desenvolvidos em condições diferentes das que foram adotadas 

neste estudo, como por exemplo, o uso de reatores, substratos pré-tratados, entre 

outros. Dessa forma, sugere-se que valores mais elevados possam ser obtidos 

envolvendo outras variáveis de estudo como agitação, aeração, inóculo, pH e 

temperatura, bem como, a combinação com outras fontes de nitrogênio, 

parâmetros estes, que poderão ser investigados em estudos futuros. 

Em relação ao extrato de sisal, a atividade máxima alcançada foi de 

10,11U/mL, em 96 horas de fermentação submersa, nas concentrações de 45% 

de extrato de sisal e 2% de extrato de levedura no meio de cultivo. O substrato 

apresentou muitas variações, não sendo possível obter a sua otimização. No 

entanto, há uma tendência de aumento de produção, associada ao aumento das 

concentrações estudadas. Dessa forma, outros estudos complementares se 

fazem necessários para o ajuste das concentrações utilizadas no processo 

fermentativo, acreditando ser possível a otimização da produção enzimática. 

Em ambos os substratos as enzimas produzidas foram parcialmente 

caracterizadas, apresentando características desejáveis em enzimas de 

aplicações industriais como, pH ótimo baixo (4,0), temperaturas ótimas elevadas 

(60°C e 65°C) e estabilidade térmica em temperaturas ao redor de 50°C, 
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características estas que são adequadas para evitar contaminações em 

processos industriais.  

Por fim, considera-se que o estudo foi relevante ao explorar novos 

substratos e obter valores consideráveis de inulinase pela levedura 

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em fermentações submersas. Sugere-se 

que novos estudos sejam desenvolvidos no intuito de explorar outros parâmetros 

operacionais.  A combinação dos resultados obtidos neste trabalho (otimização da 

produção enzimática, avaliação do pH, temperatura e estabilidade térmica) pode 

fornecer orientações úteis no desenvolvimento desses estudos, como também, na 

investigação de novos substratos para a produção de inulinase. 
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