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RESUMO

OLIVEIRA, L. P. A. Producgado de inulinase por Kluyveromyces marxianus
NRRL Y 7571 utilizando xarope de agave (Agave tequilana) e extrato de sisal

(Agave sisalana) como substratos.

A inulinase € uma enzima utilizada na industria alimenticia para a producao de
xarope com alto teor de frutose e frutooligossacarideos, através da hidrolise
enzimatica da inulina, podendo ser utilizada também na producdo de bioetanol.
Varios micro-organismos ja foram descritos como bons produtores de inulinase,
no entanto, as leveduras do género Kluyveromyces apresentam alguns dos
melhores resultados. Esse trabalho teve como principal objetivo estudar a
producédo de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL Y 7571 utilizando
xarope de Agave e extrato de sisal como fontes de carbono. Foram realizadas
fermentacbes submersas em camara agitadora orbital, sob agitacdo 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 concentracdes das fontes de
carbono e da fonte de nitrogénio (extrato de levedura), de acordo com o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)2? totalizando 44 ensaios
para cada fonte de carbono testada. Utilizando o xarope de Agave, obteve-se
condicdo oOtima de producdo enzimatica (144,170 U/mL) apdés 96 horas de
fermentacdo com concentracdes 5% e 2,5% das fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Para o extrato de sisal a melhor condicdo de producdo da
inulinase (10,11U/mL) foi obtida com concentracéo da fonte de carbono de 45% e
2,0% da fonte de nitrogénio, apés 96 horas de fermentacdo. Em ambos o0s
substratos a enzima apresentou pH otimo 4,0, termoestabilidade a 50°C e
temperatura 6tima 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 variavel, no entanto, obteve-se valores consideraveis de atividades
enzimaticas neste estudo, enquanto o xarope de agave indicou ser um substrato
viavel para producao de inulinase, utilizando a levedura kluyveromyces marxianus
NRRL-Y757.

Palavras-chaves: inulina, levedura, Agave, fermentacao 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 50°C 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.



INTRODUCAO GERAL

A producdo de enzimas é um dos mais importantes setores da
biotecnologia industrial, ndo apenas por seu papel crucial nos mecanismos
celulares, mas também por sua aplicacdo na substituicdo de processos quimicos
convencionais. Dentre as diferentes enzimas de interesse industrial, um grande
namero esta relacionado ao setor alimenticio, dentre as quais destacamos as
inulinases.

As inulinases sdo enzimas que hidrolisam polimeros de frutose, como a
inulina, que esta presente como carboidrato de reserva em muitas plantas. O
interesse por essa enzima surgiu quando essa capacidade de hidrélise foi
descoberta e associada a producéo de xarope com alto teor de frutose, (acima de
95%) em uma Unica etapa, processo mais vantajoso que o método convencional,
a partir da hidrélise acida do amido. Além do xarope de frutose (exo-inulinase)
pode ser produzido também frutooligossacarideos (endo-inulinase) (VANDAME E
DERICK, 1983).

Tanto a frutose, quanto os frutooligossacarideos, sao utilizados na industria
alimenticia melhorando a qualidade dos alimentos em relacdo ao seu poder
nutricional e funcionalidade. Recentemente, as inulinases vém sendo estudadas
também na obtencdo de bioetanol, entre outros compostos (CHI et al., 2011).
Além dessas aplicacdes, essa enzima possui a vantagem de ser termoestavel e
nao especifica, sendo capaz de hidrolizar também outros acglcares como
sacarose, rafinose e estaquiose, mostrando uma versatilidade que a torna
bastante atrativa para o setor industrial.

A inulinase pode ser produzida por varios micro-organismos, como fungos,
bactérias e leveduras, sendo que as leveduras apresentam alguns dos melhores
resultados, principalmente as do género Kluyveromyces. A producdo de enzimas
microbianas é realizada por meio de processos fermentativos devido a facilidade
de producédo em curto periodo de tempo, obtencdo em qualquer época do ano e
ampla diversidade de substratos.

Em relacdo ao substrato, as inulinases podem ser obtidas empregando
inulina comercial, a qual € uma matéria-prima com um alto valor agregado, o que

eleva os custos de producdo. Dessa forma ha uma forte tendéncia na busca de



novos substratos, inclusive residuos agroindustriais, para a producéo de inulinase,
visando uma diminui¢c&o dos custos.

Nesse sentido, pesquisas envolvendo a utilizacdo de substratos vegetais
tém sido desenvolvidas. As plantas do género Agave sao ricas em inulina,
possuindo altas concentracdes deste carboidrato, semelhantes as encontradas na
chicoéria, délia e alcachofra de Jerusalém, comumente empregadas para a
obtencao de inulina (GARCIA-AGUIRRE et al., 2009), podendo ser exploradas
como substrato para a producdo de inulinase. A espécie Agave tequilana é
utilizada na producéo de bebidas fermentadas e destiladas onde se destaca a
tequila, enquanto a Agave sisalana é empregada na producdo de fibras
resistentes, no Nordeste brasileiro, especialmente na Bahia. Poucos estudos sé&o
realizados empregando a Agave tequilana na producéo de enzimas e em relacao
ao extrato de sisal ndo havia conhecimento a respeito da sua utilizagdo em
processos fermentativos para a producdo de inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus, ou de outras enzimas.

Com base nestes aspectos, 0 objetivo geral deste trabalho foi estudar a
producédo 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 0 crescimento celular e realizar a
caracterizacao parcial dos extratos enzimaticos obtidos nas melhores condicbes
de cultivo, determinando os seus perfis 6timos de pH, temperatura e

termoestabilidade.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Inulinase

A inulina é um carboidrato de reserva presente nas raizes e tubérculos de
plantas como alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus), chicoria (Cichorium
intybus), dalia (Dahlia pinnata), yacon (Polymnia sanchifolia) e plantas do género
Agave, entre outras (CHI, et al., 2011; MONTANEZ-SOTO et al., 2011). Trata-se
de um polimero de cadeia linear formado por 20 a 30 moléculas de frutose, unidas
por ligagdes 3-2,1 e uma unidade de glicose terminal, a qual é unida por ligacéo
tipo a-1, 2 (PAULA, 2007; ASTOLFI, 2010) (Figura 01).
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Figura 01- Estrutura quimica da inulina (VALADAO, 2005).

A inulina é descrita como o principal substrato para enzimas denominadas
inulinases. Estas enzimas sao classificadas entre as hidrolases, que atuam nas

ligagdes B-2,1 da inulina hidrolisando-a em frutose e glicose (Figura 02).
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Figura 02- Hidrolise da inulina (LIMA et al. 2011).

As inulinases podem ser classificadas em endoinulinases ou exo-
inulinases. As endoinulinases (EC 3. 2. 1. 7) sdo especificas para a hidrélise da
inulina e agem nas suas ligagdes internas, liberando inulooligossacarideos (inulo-
triose, inulo-tetrose e inulo-pentose) como produtos principais da reacéo,
enquanto as exo-inulinases (EC 3. 2. 1. 80) clivam unidades de frutose a partir da
extremidade ndo redutora da molécula (ZHANG et al 2010), liberando frutose.
Essa ultima reacdo é tipica de invertase, assim, inulinases atuam também em
sacarose enquanto a invertase ([B-kfrutofuranosidase, EC 3.2.1.26) nao tem
nenhuma atividade hidrolitica perceptivel em inulina (GILL et al., 2003). A nao
especificidade das inulinases faz com que elas atuem ndo somente sobre a
inulina e sacarose, mas também estaquiose e rafinose.

Devido ao sinergismo de acdo dos dois tipos de inulinases, a frutose é
obtida facilmente, porém é dificil determinar se as enzimas coexistem, bem como
separar as duas enzimas completamente por métodos convencionais, ja que elas
possuem propriedades similares (JING, ZHENGYU e AUGUSTINE, 2003).

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, as inulinases apresentam peso
molecular acima de 50,0 kDa, pH 6timo entre 4,5-7,0 e temperatura 6tima entre
30°C e 60°C. Enzimas purificadas séo ativadas na presenca de alguns ions (como
Ca*?, K, Na'), enquanto outros fons metalicos (Mg ou Ag") atuam como
inibidores da atividade enzimatica (BONCIU e BAHRIM, 2011).



1.2 Aplicagdes das inulinases

As caracteristicas fisico-quimicas das inulinases, como estabilidade tanto
em valores baixos de pH como em altas temperaturas, as tornam atrativas para a
industria, por proporcionarem menor risco de contaminagdo microbiana, além de
serem comercialmente viaveis (MAKINO, 2004).

Sua maior aplicacao esta relacionada a producao de xarope com alto teor
de frutose a partir da hidrolise enzimatica da inulina. A frutose geralmente € aceita
como um adocgante seguro, com indice de dogura um terco 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 substituicio da sacarose (GILL,
MANHAS e SINGH, 2006; CHEN et al., 2009; DILIPKUMAR et al., 2010).

Além disso, a ingestao de frutose aumenta a absorcéo de ferro em criancas
e de célcio em mulheres pés-menopausa e por apresentar maior poder adocante,
pode ser utilizada em menores quantidades reduzindo o consumo de calorias, o
gue contribui para a diminuicdo 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 industria farmacéutica (BUCK, 2001). O
maior segmento do mercado € o de bebidas, como as esportivas com requisitos
isotbnicos e a base de cola, sendo utilizado também como coadjuvante na
fermentacdo de vinho e licores. O segundo maior mercado para 0 xarope é a
industria panificadora, por ser ideal em produtos que necessitam do crescimento
da levedura como em pées e bolos, uma vez que é diretamente fermentavel pela
levedura sem necessidade de inversédo (BUCK, 2001).

O processo convencional para a obtencdo de xaropes de frutose ocorre
através da hidrdlise acida do amido (de milho ou batata), o qual envolve a acéo da
a-amilase, amiloglicosidase e glicose isomerase, resultando na producdo de uma

mistura constituida de oligossacarideos (8%), frutose (42%) e glicose (50%). A



hidrélise enzimética da inulina, empregando-se a inulinase, ocorre através de uma
Unica etapa enzimatica e produz acima de 95% de frutose. Este € um processo
mais vantajoso e, portanto, uma boa alternativa, considerando-se a qualidade do
produto obtido, ao contrario do processo de hidrélise acida que provoca
propriedades indesejaveis no xarope como sabores e odores residuais e
coloragado escura (VANDAME e DERICK, 1983; VICENTE, 2000; SINGH e
BHERMI, 2008).

A inulinase encontra aplicacdo também na producdo de
frutooligossacarideos (FOS), através da hidrélise enzimatica da inulina. Os
frutoligossacarideos tém atraido a atencdo por tratar-se de prebioticos,
substancias que estimulam o aumento da populagéo de bifidobactérias, as quais
comp8em a microbiota intestinal natural, que sintetizam antibidticos naturais e
vitaminas importantes como as do complexo B (CHIEN, LEE e LIN et al., 2001,
MENDES, 2006). Dessa forma, vém sendo utilizados como suplemento em
iogurtes, queijos, barras de cereais, sobremesas e outros, assumindo grande
importancia como ingredientes funcionais e melhorando a qualidade nutricional
dos alimentos (SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA, 2005; SILVA, 2008).

Além dessas aplicacdes, as inulinases vém sendo utilizadas também de
outras formas como, por exemplo, na producdo de etanol. A frutose e glicose,
geradas através da hidrolise enzimatica da molécula de inulina, pode ser
facilmente convertida em etanol por Saccharomyces cerevisae. Além disso,
podem ser aplicadas na producédo de proteinas unicelulares, acido citrico, acido
glicbnico, pululana, acetona e butanol, sorbitol, manitol e outros produtos
guimicos que podem ser transformados por outros micro-organismos (SHENG et
al. 2007; ZHANG et al., 2010; CHI et al. 2011).

1.3 Producéo de inulinases

1.3.1 Micro-organismos produtores

A inulinase pode ser obtida a partir de tubérculos e raizes de plantas
gue contém inulina, no entanto, as quantidades obtidas séo insuficientes para

serem exploradas comercialmente (PESSONI, 2004). Os micro-organismos,



incluindo-se bactérias, fungos filamentosos e leveduras, sdo as melhores fontes
para a producdo comercial da enzima devido ao seu facil cultivo, no qual pode
haver inducdo das condigcbes para se obter melhor produtividade (CHI et al.,
20009).

A Tabela 01 resume o0s principais micro-organismos produtores de

inulinase e as respectivas atividades enziméticas alcancadas referentes a

trabalhos publicados.

Tabela 01- Micro-organismos produtores de inulinase

Micro-organismos Ativjdgde Referéncias
maxima
Bactérias
Paenibacillus spp 2,48g/L Gern et al., 2001
Streptomyces spp 524 1U/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 Guimarées et al., 2007
Aspergillus ficuum 193,6U/gds Chenetal., 2011
Aspergillus parasiticus 2,9U/mi Ertan et al., 2003 a
Geotrichum candidum 45,65 |U/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 Ul/gds Chi et al., 2009



Tabela 01 (continuacdo)- Micro-organismos produtores de inulinase.

Micro-organismos Atlqulade Referéncias
maxima
Leveduras
Yarrowia lipolitica 62,85 U/mL Gao et al., 2007
22,5 U/mg Liu etal., 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 1U/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 sdo utilizadas para a producdo de inulinase,
principalmente devido a sua termoestabilidade. Entretanto, dados sobre a
producdo de inulinases por cepas bacterianas sdo 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 producdo enzimatica de frutose a partir de inulina, ao
obter 0,552 IU/mL de atividade apds 24 horas de fermentacdo, na presenca de
1% de inulina. Bactérias do género Bacillus também foram descritas como
produtores de inulinase. Zherebtsov, Shelamova e Abramova (2002) obtiveram
42,36 U/mL de atividade enzimatica empregando sacarose como fonte de
carbono. Outros géneros também ja foram estudados para a producdo enzimatica

de inulinase, como Xhantomonas sp. e Paenibacillus sp. No entanto, de acordo



com Gill, Manhas e Singh (2006), a producdo de inulinase por bactérias ndo &
comparéavel a grande capacidade de leveduras e fungos filamentosos produzirem
esta enzima em elevadas concentragoes.

Entre os fungos filamentosos produtores de inulinase, Aspergillus spp. tem
sido o favorito para a producdo da enzima. Gern et al. (2001) observaram 16
cepas fuangicas 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 enziméatica maxima de 100 U/mL
na presenca de sacarose como substrato. Kumar et al. (2005) obtiveram atividade
maxima 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 s&o 0s micro-
organismos que melhor produzem inulinase sendo, portanto, os mais estudados
para a producdo da enzima. Devido a sua natureza unicelular, crescem mais
rapidamente que os fungos filamentosos e sédo mais eficientes na realizacao de
alteracoes fisico-quimicas no meio em que se encontram devido a sua melhor
relacdo éareal/volume oferecendo, assim, vantagens em relacdo aos fungos
filamentosos no processo de fermentacdo (SILVA, 2008). Entre esses micro-
organismos, Pichia sp, Cryptococcus aureus, Candida sp, e Kluyveromyces sp.
S80 0s géneros que possuem grande potencial para a producdo comercial da
enzima (GONG, SHENG e CHI, 2007; SHENG, CHI e GONG, 2008).

1.3.2 Producéo de inulinases por Kluyveromyces marxianus

Entre as leveduras produtoras de inulinases as que fazem parte do género
Kluyveromyces sdo as mais estudadas, sendo descritas como 0Ss micro-
organismos mais promissores para a producao desta enzima (TREICHEL, 2001,
2004).

A espécie K. marxianus é€ classificada como hemiascomyceto, homotalica
e anaerobia facultativa, sendo importante destacar que ndo consegue crescer sob
condicBes estritamente anaerdbias (FONSECA et al. 2008; LANE e MORRISSEY,
2010). Possui grande potencial biotecnoldgico e é amplamente adotada pela
industria devido a caracteristicas como taxa de crescimento rapida,

termotolerancia (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 agéncias reguladoras dos Estados
Unidos e Unido Europeia, respectivamente, e sdo aceitas pelo FDA (Food and
Drug administration). Isso significa que sdo reconhecidas como seguras e ha
poucas restricbes na aplicacdo deste micro-organismo em compostos
farmacéuticos e alimenticios, o que lhes confere grande potencial para aplicacdes
biotecnoldgicas (LANE e MORRISSEY, 2010).

Diversas pesquisas tém sido realizadas utilizando Kluyveromyces
marxianus para a produgédo de inulinase. Esses estudos geralmente avaliam a
producédo sob diferentes condi¢des de cultivo, a pesquisa de substratos e a
influéncia de suas concentracdes, o efeitos dos parametros operacionais e a
selecdo 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, CHl et al., 2011).

Em um desses estudos, foi estudada a producéo da inulinase utilizando-se
diferentes linhagens de Kluyveromyces. Entre as que foram avaliadas, a melhor
foi a Kluyveromyces marxianus NRRL 7571, com uma atividade maxima de 900
U/mL apés 72 horas de fermentacéo, a qual representa uma excelente producao
guando comparada com a producdo de outras linhagens citadas na literatura
(MAKINO, 2004)

1.3.3 Substratos utilizados para a producéo de inulinase microbiana

A composicdo do meio de cultivo afeta sensivelmente a excrecao
enzimatica realizada pelos micro-organismos. Uma grande variedade de
substratos tem sido pesquisados como fonte de carbono para producdo de
inulinase, variando-se desde substratos definidos a residuos agroindustriais,

conforme pode ser observado na Tabela 02.
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Tabela 02- Substratos utilizados na producgéo de inulinase.

Substratos Micro-organismos Referéncias

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

K. marxianus; A. niger; A. Kalil et al., 2001; Silva-
Sacarose oryzae; A. Ficuum Santisteban, et al., 2009
Frutose K. marxianus; K. lactis Guerrero et al., 2006
Glicose K. marxianus Silva-Santisteban et al., 2009

Inulina extraida de plantas
(ndo comercial)

K. marxianus var.

Yacon Cazetta et al., 2005

bulgaricus
banana, alho, cebola, Streptomyces spp. Sharma et al., 2006
chicoria, dalia, dente de ledo, A.niger Kango, 2008
Ralzes de aspargos: K. marxianus Singh et al., 2006
alcachofra de Jerusalém
Rhizoctonia solanis Singh e Bhermi, 2008
Residuos agro-industriais
farinha de mandioca, sabugo Aspergillus ochraeus Guimaraes et al., 2007
de milho
farelo de Z\r/gg’ palha de Streptomyces spp. Dilipkumar et al., 2011

bagaco de cana. farelo de Mazutti et al., 2007; Bender
gag ! ' K. marxianus NRRL Y-7571 et al., 2006; Treichel et al.,
trigo,
2009
Aspergillus f(l)cglum JNSP5- Chen et al., 2011

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

Entre os substratos definidos investigados para a producdo 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 producdes
da enzima em cultivos com inulina (SILVA-SANTISTEBAN, 2006).
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Comercialmente, a inulina € obtida dos tubérculos de dalia (Dahlia pinnata),
0S quais possuem elevadas concentracdes deste polissacarideo. Porém, o custo
elevado inviabiliza economicamente a utilizacdo de meios de cultivo com inulina
pura em escala industrial.

Assim, residuos agro-industriais e extratos vegetais ricos em frutranas vém
sendo estudados e considerados uma boa fonte para a producédo de inulinase.

A producdo de inulinase empregando residuos agro-industriais como
substrato é uma boa alternativa para reduzir os custos de produgdo e minimizar
0S impactos ambientais causados pela disposicdo desses residuos no meio
(MAZUTTI et al., 2010) e, ultimamente, vem despertando grande interesse entre
0s pesquisadores.

A selecao desse tipo de substrato depende de varios fatores, como custo,
disponibilidade e aumento na producdo da enzima ou, pelo menos, que esta
permaneca 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, bagaco de cana,
farelo de trigo, glicose e sacarose foram utilizados por Guimaraes et al. (2007) a
fim de estabelecer a influéncia da fonte de carbono sobre a producédo de
inulinase por Aspergillus ochraceus. O maior nivel de atividade da inulinase
extracelular foi obtida quando o bagaco de cana foi utilizado como fonte de
carbono, atingindo 108 U/mL.

Raizes e tubérculos de varias plantas ricas em inulina, como a alcachofra
de Jerusalém (Heliantus tuberosus), chicéria (Cichorium intybus), entre outras,
tém sido utilizados como fonte de carbono para a producao da enzima. Pesquisas
abordando extratos vegetais de outras plantas vém sendo realizadas, no intuito de
obter fontes alternativas de inulina que possam ser utilizadas como substratos
para a producéo de inulinase.

Cazetta et al. (2005), conseguiram produzir inulinase utilizando extrato de
yacon (Polymnia sanchifolia) como substrato, por Kluyveromyces marxianus
var.bulgaricus em meio liquido.

Sharma, Kainth e Gill (2006), investigando varios substratos para
producdo da enzima (cevada, centeio, banana, alho, inulina pura, trigo, chicéria,

cebola e dalia), 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 producdo maxima de 55 U/mL com o
extrato vegetal da raiz de dente de ledo (Taraxacum officinale). O extrato da raiz
de Asparagus officinalis em p6 foi utilizado como fonte de inulina por Singh e
Bhermi (2008), produzindo atividade enzimética de 50,2 IU/mL por K. maxianus
YS-1 e considerado, pelos autores, como uma fonte de inulina de baixo custo

para a producéo de inulinase.

1. 3. 4 Agave tequilana e Agave sisalana

Como abordado anteriormente, diversos vegetais como dalia, chicéria e
alcachofra de Jerusalém, ja foram utilizados como matérias primas eficazes na
producédo de frutose, devido ao seu elevado teor de fruto-oligossacarideos ou de
inulina. Outras alternativas potenciais sdo algumas plantas do género Agave, cuja
seiva contém altas concentracdes de inulina, comparaveis as da chicéria, dalia e
alcachofra de Jerusalém (GARCIA-AGUIRRE et al., 2009).

O género Agave é formado por plantas monocotiledéneas pertencentes a
familia Agavaceae, considerado nativo do México, onde se encontram 272 das
310 espécies relatadas, com 135 espécies endémicas (GARCIA, 2002;
ESCAMILLA-TREVINO, 2012). Varias delas sdo economicamente importantes,
incluindo a Agave tequilana Weber var. azul, cuja seiva contém grande
guantidade de inulina e € a espécie utilizada na producdo de tequila (CRUZ-
GUEREIRO et al., 2006). Folhas e caule compéem a parte aérea da planta, as
bases das folhas estédo unidas ao caule formando a parte conhecida como cabeca
ou pinha (INIGUEZ-COVARRUBIAS et al., 2001) rica em frutanos, sendo a parte
utilizada na producéo da bebida (LAMAS et al., 2004). Além da tequila ha também
a comercializacdo de xaropes de frutose a partir do extrato de Agave (PARTIDA
et al., 1998).

Por outro lado, o Agave sisalana Perr. (sisal) € uma espécie de grande
interesse econdbmico em regides semi-aridas como no Nordeste do Brasil, devido
a producéo de fibras rigidas (BOTURA et al., 2011).
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A producdo do sisal é destinada principalmente a extracao dessas fibras,
gue podem ser utilizadas na manufatura de cordas, fios, barbantes, tapetes,
sacos e bolsas, entre outros. Também pode ser utilizada na fabricacdo de pasta
celulésica, empregada na producdo do papel Kraft e de outros tipos de papéis
finos. Além dessas aplicacoes, a fibra de sisal pode ser empregada na industria
automotiva, de moéveis e eletrodomésticos, na mistura com polipropileno e na
construcao civil (ALVES et al., 2005).

O Brasil € o maior produtor e exportador de fibras de sisal do mundo,
sendo a Bahia o estado responsavel por 95% da producdo nacional (SANTOS,

2006) proveniente da regiédo sisaleira (Figura 03).

Municipios produtores de Sisal

B cerca de 112 municipios
Sisal-Producing States
about 112 municipalities

| Estados produtores de Sisal
Sisal-Producing States

PR

3
/)'5:3 500 0 500 qulbmetros
N 4

W Fonte: CONAB / Source: CONAB

Figura 03- Mapas das regifes produtoras de sisal no Brasil. A) Estados produtores de sisal. B)
Regido 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

¢
S

No setor sisaleiro nordestino, cerca de apenas 4% das folhas sé&o
aproveitadas para a retirada da fibra. O restante constitui os denominados
residuos do desfibramento, compostos pela mucilagem (15%), suco (80%) e
bucha (1%). Isso constitui um grande desperdicio, visto que varios destinos
podem ser dados a esses residuos (ALVES et al., 2005)

Dentre as possibilidades de uso desses subprodutos estdo o emprego da
mucilagem como complemento alimentar de bovinos e caprinos, da bucha como
adubo orgéanico e do suco para extracdo de substancias que podem utilizadas
como medicamento, bioinseticidas, sabonetes e pasta cicatrizante. No estudo

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


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 residuo liquido contém aproximadamente 35-65 g de carboidratos
fermentaveis.

Varios trabalhos foram desenvolvidos no sentido de se encontrar um
destino para esse residuo, entre eles, a sua utilizagdo como adubo organico nas
préprias plantacbes de sisal, bem como suplementacdo na racdo animal
(BANDEIRA e SILVA, 2006).

Outro foco de pesquisa foi a extracdo dos esteréides do suco do sisal,
especialmente a hecogenina, uma sapogenina esteroidal, empregada na
fabricacdo de corticosteréides (OASHI, 1999). Atualmente, algumas pesquisas
tém sido desenvolvidas no sentido de estudar os residuos do sisal como substrato
para o desenvolvimento de processos fermentativos voltados para a producao de
substancias de interesse industrial, como enzimas e etanol de segunda geracao.
Essas pesquisas tém apresentado resultados promissores, mostrando que esse
material, que € atualmente descartado, pode ser convertido em produtos de
elevado valor agregado e resultar em novas fontes de renda para a populacdo da
regiao.

Entretanto, o extrato desta planta nunca foi estudado como substrato para
processos fermentativos submersos e seu potencial, até 0 momento, permanecia

desconhecido.

1.3.5. Processos fermentativos para a producao de inulinase

Vale ressaltar que, além do tipo de substrato empregado na producéo de
enzimas, 0s parametros operacionais do processo também devem ser
controlados de forma a garantir tanto a manutencédo das condicbes Otimas de
cultivo do micro-organismo produtor, como também a preservacdo da atividade
biolégica da enzima (BON et al., 2008). Os principais parametros estudados para
a producédo de inulinase em processos fermentativos, utilizando diferentes micro-
organismos, tém sido o pH, a temperatura e a composicdo do meio de cultura,
principalmente, relacionados a fonte de carbono e nitrogénio (SILVA-
SANTISTEBAN, 2006).

Os processos fermentativos para a producdo de inulinase apresentam
como principal vantagem a facilidade de producdo que pode ser continua durante

0 ano todo e possibilidade da utilizacdo de substratos de baixo custo, entre outros
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(TREICHEL, 2004). Esses processos podem ser conduzidos atraves de
fermentacdo submersa (FSm) ou fermentacdo em estado sélido (FES).

Em linhas gerais, na fermentacdo em estado soélido o crescimento
microbiano e a formacao do produto ocorrem na superficie do substrato sélido na
auséncia de agua livre e pode ser realizada sem agitagdo mecénica. Ja na
fermentacdo submersa, 0 micro-organismo produtor se desenvolve no interior do
meio de cultivo liquido, sob agitacdo (BON et al., 2008). Tradicionalmente, a
inulinase tem sido produzida por fermentacdo submersa (PANDEY et al., 1999;
KALIL, et al., 2001; GILL et al., 2003; MAKINO et al., 2009) e é freqientemente
aplicada na maioria dos processos fermentativos industriais (BON et al., 2008).

Em comparacao a fermentacdo em estado soélido, a fermentacdo submersa
permite um sistema de cultivo homogéneo, com facilidade de controle das
variaveis fisico-quimicas do processo e maior eficiéncia de adsorcao e excrecao
de metabolitos secundarios pela célula, reduzindo o tempo do processo e de
separacgédo do produto (BON et al., 2008), além de apresentar melhor controle dos
parametros operacionais e padronizacéo do processo (HOLKER e LENZ, 2005).

As fermentacdes submersas realizadas em pequena escala sao facilmente
operaveis e possuem baixo custo, e iSso permite que se tenha uma maneira
econdmica de avaliar uma grande variedade de parametros, visando a otimizagao
do processo (ROEPKE, 2007).

1.4 Planejamento experimental e otimizacdo de processos

O planejamento experimental é uma ferramenta baseada nos fundamentos
estatisticos, para alcancar as condi¢Bes otimizadas de um processo produtivo
(RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Geralmente, a otimizacdo de variaveis experimentais € realizada por meio
de procedimentos que avaliam o efeito de apenas uma variavel independente por
vez, enquanto fixam-se outras em determinados niveis, até que todas as
combinacbes sejam examinadas. Esse estudo univariavel apresenta
desvantagens como 0 tempo gasto para a otimizacdo e a falta de avaliacao
acerca dos efeitos interativos entre as variaveis que afetam o processo em estudo
(CUNICO, 2008). De acordo com BRASIL et al. (2007), estas desvantagens
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resultam numa otimizacdo ineficiente, impedindo o rapido estabelecimento das
reais condi¢bes otimas.

Dentre os métodos de planejamento experimental disponiveis na literatura,
o planejamento fatorial € o mais indicado quando se deseja estudar os efeitos de
duas ou mais varidveis de influéncia, sendo que, em cada tentativa s&o
analisadas todas as combina¢Bes possiveis entre os niveis de cada variavel
(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 numero de
variaveis envolvidas e 2 o nimero de niveis escolhidos. O planejamento em que
todas as variaveis sdo estudadas em apenas dois niveis, superior (+) e inferior (-),
€ 0 mais simples e mais utilizado dos fatoriais.

Dessa forma, se em um planejamento forem escolhidos 2 diferentes niveis
para 3 fatores (23), o numero de experimentos diferentes a serem realizados sera
8, onde as variaveis estudadas serdo combinadas em altas (+) e baixas
concentragdes (-), por exemplo. Dessa forma o efeito de um componente pode
ser determinado com um numero relativamente pequeno de experimentos (BON
et al., 2008).

Diversas vantagens da utilizacdo do planejamento fatorial podem ser
destacadas como, por exemplo, a reducdo do numero de ensaios e melhoramento
da qualidade da informacdo; o estudo simultdneo de diversas variaveis,
separando seus efeitos, a determinacdo da confiabilidade dos resultados e
possibilidade de otimizacdo de mais de uma resposta ao mesmo tempo, dentre
outros (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) € uma técnica que tem sido
aplicada com sucesso ha otimizacdo dos mais variados processos, e consiste em
um grupo de procedimentos matematicos e estatisticos que sdo usados para
estudar a relacdo entre uma ou mais respostas (variaveis dependentes) e um
numero de fatores (varidveis independentes).

De acordo com Barros-Neto (1996), a metodologia de superficie de
resposta é constituida de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento.
Essas etapas sado repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com 0
objetivo de atingir uma regido 6tima (maxima ou minima) da superficie

investigada. A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos lineares ou
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quadréticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais.
O deslocamento se d& sempre ao longo do caminho de méxima inclinagdo de um
determinado modelo, que € a trajetdria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada.

O planejamento experimental fatorial associado a técnica de RSM fornece
informacgdes seguras do processo, reduzindo solugbes empiricas que envolvem
técnicas de tentativa e erro (BOX et al., 1978). Usando essa técnica é possivel
estimar os efeitos principais das variaveis na resposta ou variavel dependente. A
tabela de analise de variancia informa sobre o quanto o ajuste foi adequado,
sendo possivel propor o modelo probabilistico que correlaciona a resposta em
funcdo das varidveis estudadas, construindo a superficie de resposta para
determinar a faixa 6tima de operacéo (OLIVEIRA et al., 2004).

Essa metodologia tem sido aplicada na analise e otimizagcdo de processos
como composicao de meios de cultivo para crescimento microbiologico, condigbes
de atividade enzimatica e processos alimenticios. Kalil et al. (2001), utilizando a
metodologia do planejamento fatorial e superficie de resposta, otimizou a
producdo 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 variaveis independentes o melaco, a agua de
maceracdo de milho (AMM) e o extrato de levedura, otimizando o meio de
producédo para a enzima inulinase. Com esta metodologia foi obtida uma atividade
enzimatica de 138U/mL, ultrapassando assim o valor atingido com o0 meio
sintético (127U/mL).

Vale ressaltar que o planejamento fatorial ndo determina valores 6timos em
uma unica etapa, porém indica satisfatoriamente o caminho a ser tomado para

gue se possa atingir o objetivo proposto (NASCIMENTO, 2006).
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Capitulo 1

PRODUCAO 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. Producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y 7571 utilizando xarope de Agave (Agave tequilana) como fonte de

carbono.

Inulinases séo enzimas (EC 3.2.1.7) que atuam nas liga¢des B-2,1 da inulina
produzindo frutose. S&o aplicadas na producao de xaropes com alta concentracao
de frutose e frutooligossacarideos. Podem ser obtidas através de micro-
organismos como bactérias, fungos e leveduras, entre as quais, 0 género
Kluyveromyces tem sido considerado o mais promissor. Novos substratos vém
sendo pesquisados como alternativas para a producéo de inulinase. Este trabalho
teve como principal objetivo estudar a producéo de inulinase utilizando xarope de
agave (Agave tequilana) como fonte de carbono pela levedura Kluyveromyces
marxinaus NRRL-Y 7571. Foram realizadas fermentacbes submersas, sob
agitacdo 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 concentracdes da fonte de
carbono (xarope de agave) e da fonte de nitrogénio (extrato de levedura), de
acordo com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, totalizando
44 ensaios. A condicao 6tima de producédo da inulinase (144,17 U/mL) foi obtida
apos 96 horas de fermentacdo, na concentracdo de 5% da fonte de carbono e
2,5% da fonte de nitrogénio. As analises estatisticas mostraram que, tanto a fonte
de carbono como a fonte de nitrogénio, influenciaram a producédo da enzima. A
enzima foi caracterizada parcialmente e apresentou pH 6timo 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 viavel para
producdo de inulinase, utilizando a levedura kluyveromyces marxianus NRRL-
Y757.

Palavras chave: enzimas, levedura, fermentacdo submersa e otimizacao.



30

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 B(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 60°C,
respectively. The enzyme showed to be stable at 50°C during 5 hours. At 55°C
and 60°C 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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INTRODUCAO

Inulinases sé@o [-2,1-D-frutanofrutanohidrolases (EC 3.2.1.7) que atuam
nas ligagdes (B-2,1 da inulina, produzindo frutose (VANDAME e DERICKE, 1983).
Séo descritos dois tipos de inulinases: as exoinulinases, que hidrolizam os
terminais redutores da cadeia de inulina, e as endoinulinases, que hidrolizam as
ligacbes internas do polimero. Essas enzimas encontram suas principais
aplicacbes na producdo de xaropes com alta concentracdo de frutose, por
hidrélise enzimatica da inulina, e na producdo de frutooligossacarideos,
respectivamente, os quais podem ser utilizados como ingredientes funcionais em
alimentos (MAZUTTI et al., 2010). Além disso, vem sendo pesquisada a aplicacao
das inulinases na producdo de biocombustiveis, 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 raizes 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
género Kluyveromyces tém despertado grande interesse industrial devido as suas
caracteristicas fisiologicas e por pertencerem ao grupo GRAS ("Generally
Recognized as Safe"), sendo aceitos pelo FDA ("Food and Drug Administration")
dos Estados Unidos para produtos alimenticios.

Devido a facilidade de producéo, diversas enzimas de interesse industrial
sdo obtidas a partir de fermentacbes microbianas, suplantando a producédo de
origem vegetal. Isto se deve ao fato das enzimas necessitarem de um tempo curto
de producdo, 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 tém sido produzidas
em cultura submersa, a qual permite maior controle do grau de aeracdo, pH e
temperatura do meio, bem como o controle de outros fatores requeridos para o
crescimento 6timo do micro-organismo (GILL et al., 2003; SHARMA, KAINTH e
GILL, 2006; GONG et al., 2007; SGUAREZI et al., 2008).

Segundo Treichel (2004), a obtencédo da inulinase no mercado exterior é
realizada principalmente utilizando a inulina comercial como substrato, que

apresenta um custo relativamente elevado. Diante disso, varias matérias-primas
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vém sendo pesquisadas como substratos alternativos para a producao de
inulinase e, entre essas, o0s residuos 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 sdo industrialmente importantes devido ao seu teor de
inulina, estdo a chicoria, alcachofra de Jerusalém e dalia como as mais
pesquisadas (AVILA-FERNANDEZ et al., 2007). Outra alternativa sdo as plantas
do género Agave, originarias do México, e cujas seivas contém alto teor de inulina
(GARCIA-AGUIRRE, 2009).

Frutanas presentes em A. tequilana tém grau de polimerizacéo variando de
3 a 29 unidades de frutose e contém principalmente ligagdes B-2,1 na sua cadeia
linear, além de ligagbes 3-2,6 nas ramificacdes (LOPEZ et al., 2003), podendo ser
substrato para atuacao das inulinases. Embora a inulina de Agave venha sendo
tradicionalmente utilizada como matéria prima para a producdo de bebidas
fermentadas e destiladas, como a tequila, ocorre também a comercializacdo de
xaropes ricos em frutose utilizando extratos de Agave (PARTIDA et al., 1998)

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo estudar a producdo de
inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 utilizando xarope de Agave
(Agave tequilana) como fonte de carbono sob fermentacdo submersa, bem como,
caracterizar a enzima quanto ao perfil otimo de temperatura, pH e

termoestabilidade.
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MATERIAL E METODOS

1. Manuteng&o do micro-organismo

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, adquirida na
Fundacdo André Tosello - Colecdo de Culturas Tropicais, foi mantida em meio
liquido composto de extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona

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

2. Preparo do in6culo

Inicialmente, a levedura foi inoculada em placas de Petri contendo meio
Agar 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
0 processo fermentativo.

Em seguida, a cultura foi repicada em tubo de ensaio contendo 5 mL de
meio de pré-indéculo composto de: sacarose 1,0%; extrato de levedura 0,5%;
KH,PO,4 0,5%; NH4CI 0,15%; KCI 0,12%; MgS0O,.7H,0 0,07% e incubada a 28°C
por 24 horas a 150 rpm. Para obtencédo do inéculo, adicionou-se o conteudo do
pré-inoculo 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 agitacdo de 150
rpm em camara agitadora. Os meios foram previamente ajustados para pH 5,0
com acido-ortofosférico concentrado e esterilizados por 15 minutos a 121°C em

autoclave.

3. Producéo de Inulinase por Fermentacdo Submersa

Para a producdo de inulinase, as fermentacdes foram realizadas em
frascos Erlenmeyers del25 mL contendo 30 mL de meio de cultura composto de
xarope de agave e extrato de levedura, como fontes de carbono e nitrogénio
respectivamente, em diferentes concentracdes, de acordo com o delineamento
composto central rotacional (DCCR) 2%. O meio foi suplementado com KH,PO,
0,5%; NH4CI 0,15%; MgS0O,4.7H,0 0,07%; KCI 0,12%. O pH foi ajustado para 5,0,
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por meio da adigdo de &cido orto-fosférico concentrado, e o meio foi esterilizado
em autoclave por 15 minutos a 121°C.

No meio de cultivo, preparado para as fermentacdes, foi adicionada uma
concentracdo de indculo equivalente a 10 % do volume do meio, ou seja, 3mL. A
fermentacédo foi conduzida a 28+2°C, pH 5,0 e 150 rpm em camara 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 determinacdo imediata da atividade enzimatica e o sedimentado foi
utilizado para quantificacdo 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 € um produto extraido da planta agave (Agave tequilana var. blue)
100% puro que nao contém sal, amido, levedura, trigo, glaten, milho, soja,
leite, ovos, mariscos ou conservantes. Segundo as informagdes nutricionais, em
21g (1colher de sopa) contém 70 calorias e 16,59 de carboidratos totais, 16g de
acucares, 0g de proteinas e ndo contém quantidades significativas de gorduras
saturadas, gordura trans, colesterol, sodio, fibras, vitamina A, vitamina C, calcio

ou ferro.

4. Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR

4.1. Primeiro Planejamento Experimental

As fermentacdes ocorreram em condicdes de cultivo variadas, onde foram
estudadas diferentes concentracdes das fontes de carbono e de nitrogénio, a fim
de se determinar as melhores condicfes de fermentacao, de acordo com a matriz
do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, segundo Rodrigues e
lemma (2009).

Os niveis estudados e a matriz do DCCR 22, com os valores das variaveis

estudadas, estdo apresentados nas Tabelas 01 e 02, respectivamente.
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Tabela 01- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2° para producéo de
inulinase.

Niveis
Variaveis independentes -1,41 -1 0 1 1,41
Extrato de Levedura (%) 0,3 0,5 1 15 1,7
Xarope de Agave (%) 3 5 10 15 17

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

Extrato de Xarope de
Levedura Agave
Ensaios Niveis (%) (%)
1 -1 -1 0,5 5
2 1 -1 15 5
3 -1 1 0,5 15
4 1 1 15 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 variaveis 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 andlises estatisticas foram realizadas através do
software STATISTICA 7.0® (StatSoft).

Apés a analise das respostas obtidas no primeiro planejamento, foi
realizado mais um planejamento completo (DCCR), com o intuito de otimizar as

condicBes para a producéo da inulinase.
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4.2. Segundo Planejamento Experimental

Os valores das variaveis escolhidas foram definidos com base nos
resultados do planejamento anterior e resultou em 11 ensaios. O tempo de
fermentacao foi fixado em 96 horas, pois foi 0 tempo onde se atingiu a maior
producdo da enzima. As Tabelas 03 e 04 descrevem 0s niveis 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 22 para producéo de
inulinase.

Niveis
Variaveis 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 determinacado da atividade enzimética

Extrato de Xarope de
Levedura Agave
Ensaios Niveis (%) (%)
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 obtencdo da biomassa, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000
rpm durante vinte minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em agua
destilada e novamente centrifugado para lavagem das células. As células lavadas
foram ressuspensas em agua destilada no mesmo volume do extrato enzimético
fermentado (30 mL) e o crescimento celular foi determinado por turbidimetria a
600 nm, utilizando agua destilada para calibracdo. Os valores obtidos foram
relacionados com o peso seco x absorbancia, através de curva de calibragéo.

A massa seca, utilizada para a elaboragdo 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 agua destilada, centrifugadas novamente e ressuspensas em 5mL de agua
destilada. A partir disso, foram armazenadas em forminhas de aluminio
previamente taradas e secas em estufa a 100°C durante 24 horas até peso
constante. O peso seco das células foi determinado por diferenca de massa e
expresso em termos de massa seca de células (g) / 100 mL de suspensao.

A absorbancia foi obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com
aproximadamente 10+2horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos. Apés
lavagem e ressuspensédo 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 absorbancia.

A curva foi elaborada relacionando o peso seco e a absorbancia e os
coeficientes da equacdo da reta padrdo, foram utilizados para determinar a

biomassa através da férmula:

Biomassa= ABS —A/B x diluicao
Onde:
Abs= Absorbéncia obtida através da leitura a 600 nm da densidade celular dos
caldos fermentados.

A e B = coeficientes da equacéo da reta padrao.
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6. Ensaios Analiticos

6.1. Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica do sobrenadante foi determinada de acordo com
Suzuki et al. (1988), através da determinacdo dos acucares redutores formados
durante a incubacéo de 5 mL de sacarose 2%; 2,5 mL de tampdao citrato-fosfato
0,05 M pH 4,0; 1,5 mL de agua destilada, adicionando 1 mL da amostra
enzimatica convenientemente diluida. O meio reacional foi colocado em banho-
maria a 40°C, sob agitacdo, em agitador magnético com aquecimento durante 15
minutos. Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 e 15
minutos e determinou-se a concentracdo de acUcares redutores pelo método do
acido dinitrosalicilico-DNS (MILLER, 1959). A leitura das atividades foi feita em
espectrofotometro a 540 nm. Para elaboracdo da curva padrdo que relaciona a
concentragéo de glicose (g/L) com a absorbancia a 540 nm, foi utilizada solug&o
de glicose a 1% e realizadas leituras, a 540 nm, das concentrac¢des de 0,1 a 1%.

O calculo da atividade enzimatica (AE) foi realizado de acordo com a

equacao:

AE = a x B x 10° /180 x diluicéo x 10 (umol/mL.min).

Onde:

a= coeficiente angular da reta padrao

= coeficiente angular da reta da atividade enzimatica
180x10° = peso Molecular da glicose em mg

10= volume final do meio reacional incubado

Os resultados estdo apresentados em U/mL onde cada unidade (U) de
atividade de inulinase é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa um
umol de sacarose por minuto ou como a quantidade de enzima que catalisa a
liberagdo de um pumol de agucar redutor por minuto de reacdo, sob as condi¢des

do ensaio.
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6.2. Determinacdo do perfil 6timo de temperatura

A temperatura otima de atividade da inulinase foi obtida através da
determinacdo da atividade enzimatica nas seguintes temperaturas: 45°C, 50°C,
55°C, 60°C, 65°C a 70°C. A atividade enzimética foi medida sob as mesmas

condi¢cdes descritas no item 6.1.

6.3. Determinacao do perfil 6timo de pH

Para determinar o pH 6timo 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 tampdes: glicina-HCI 50mM (pH 2,0-3,0), citrato de s6dio 50mM
(pH 3,0-6,0), fosfato 50mM (pH 6,0-8,0), tris-HCI 50mM (pH 8,0-9,0) e glicina-
NaOH (pH 9,0-10,0). Os tampbes foram preparados de acordo com o0s
procedimentos descritos por Colowick & Kaplan (1955).

6.4. Termoestabilidade

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

enzimatico bruto nas temperaturas de 50°C, 55°C e 60°C durante 5 horas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da andlise dos extratos fermentados foi possivel determinar a

melhor condig&o para a produgéo da inulinase e de biomassa.
1. Fermentacdes
Primeiro Planejamento Experimental - DCCR1

A Tabela 05 apresenta a matriz do planejamento experimental e a resposta
(atividade enzimatica) apés 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacdo. Os valores
obtidos experimentalmente variaram de 0,005 U/mL (experimento 8, apos 24
horas) a 118,62 U/mL (experimento 2, apos 96 horas), conforme a concentracéo

dos meios de cultivo.

Tabela 05- Matriz do planejamento experimental completo, com valores codificados e reais das
variaveis, (concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio) e resposta (atividade enzimatica) em
24, 48,72 e 96 horas.

X1 X5 X, X5 Atividade Enzimatica 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 15 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 15 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 maxima atividade enzimatica foi obtida no
ensaio 2 ao utilizar 5% e 1,5% das fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, apdés 96 horas de fermentacdo, resultando em uma
produtividade de 1,23 U/ mL.h™t. A segunda melhor atividade enzimatica (71,05

U/mL) foi obtida apdés 72 horas de fermentacdo, no ensaio 7, contendo 3% da
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fonte de carbono e 1% da fonte de nitrogénio. Nos demais ensaios as atividades
enzimaticas permaneceram abaixo de 20U/mL, decaindo ao longo do tempo,
como pode ser observado na Figura 01.
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=3=Ensaio 5 (0,3% N e 10% C) Ensaio 6 (1,7%N e 10% C)
Ensaio7 (1% Ne 3% C) Ensaio8 (1% Ne 17% C)

Ensaios9,10e 11 (1% Ne 10% C)

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

Pode-se observar que o aumento da concentracdo de xarope de agave
acima de 5% resultou em efeito negativo sobre a producdo enzimatica.
Comparando-se o ensaio 2 (5% fonte de carbono) com os demais, onde as
concentracbes foram superiores, observou-se a reducdo significativa da
producdo enzimatica, independente da combinacdo com as concentracdes da
fonte de nitrogénio (ensaios 3, 4, 5, 6, 8 e 9).

A anadlise estatistica dos resultados confirmou esta observacdo, pois
através da analise de regresséo e do p-valor, observou-se que os termos lineares
do xarope de agave e a interacdo entre as varidveis apresentaram efeitos
negativos e estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 5% (p <
0,05) de forma que, na faixa estudada, o aumento na concentracdo desses
fatores no meio, acarretou uma reducéo na atividade enzimatica.

Com relacédo a fonte de nitrogénio, o aumento da concentracdo dos niveis

mais baixos para os mais altos (-1 para 1; -1,41 para +1,41) proporcionou 0



42

aumento da producdo enzimatica em todos os ensaios. Entretanto, os resultados
nao foram estatisticamente significativos na faixa estudada, de 0,3% a 1,7%,
mostrando que essa variavel ndo interferiu individualmente na producdo da
inulinase.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com os valores obtidos
apos 96 horas de fermentacdo, por apresentar a melhor atividade enzimética. A
Tabela 06 apresenta os coeficientes de regressao (os termos lineares estao
associados a letra L e os termos quadréaticos a letra Q).

Tabela 06- Coeficientes de regressdo para a resposta atividade enzimatica (U/mL) ap6s 96 horas
de fermentacéo, utilizando xarope de agave e extrato de levedura como substratos.

Coeficientes Erro

Fatores deregressdo padrdo 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) x2 (L) -29,406 11,134 -2,641 0,0459

Com esses resultados foi possivel elaborar o modelo que relaciona a
atividade de inulinase em funcdo das variaveis, xarope de agave e extrato de

levedura, onde foram incluidos todos os parametros estudados (Equacao 01).

Atividade enzimatica = 0,329 + 14,959. x; + 3,906. X;2- 24,443. o+ 17,791. X, -
29,406 . X1 Xz
Equacéo 01

Conforme a analise de variancia (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 correlacdo (R? de 0,82 indica que o
modelo proposto pode explicar 82% da variabilidade dos dados obtidos, sendo

adequado para descrever os resultados através da superficie de resposta.



Tabela 07- ANOVA para atividade de
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inulinase apos 96 horas de fermentagdo com xarope de
agave e extrato de levedura.
Fontes de
variacao SQ GL QM Fcalc Pr>F
Regressdo 11792,39 3 3930,7967 11,09 0,004
Residuo 2479,2 7 354,17143

Total 14271,59 10 4284,9681

% da variagao (R?) = 82 %; F 37,005 = 4,35

A partir do modelo obtido foi possivel gerar a superficie de resposta e

curvas de contorno para as variaveis estudadas, que tornam possivel observar as

concentragdes dos substratos que resultam em maior valor de atividade (Figuras
02 AeB).
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Figura 02- Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em
funcdo das concentracdes de carbono e nitrogénio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em
fermentacdo submersa apos 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento.

A superficie de resposta e as curvas de contorno confirmam que, para a
fonte de carbono, as concentracdes entre 10% e 17% resultaram em producéo
enzimatica com valores abaixo de 20 U/mL, indicando que essas concentracfes
nao sdo adequadas para producdo da enzima. Os gréficos apontam que, para a
fonte de nitrogénio, os valores devem ser estabelecidos a partir de 1,5% de
concentragao, ja que esta se mostrou significativa na interacdo das variaveis.

Diante disso, podemos observar que as concentracdes utilizadas nos
ensaios 2 (1,5% fonte de N e 5% fonte de C) e 7 (1% fonte de N e 3% fonte
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de C) foram as que mais se aproximaram da regido Otima para producao
enzimatica. Dessa forma, dentro do intervalo pré-estabelecido, as maiores
producdes foram encontradas nos niveis baixos da fonte de carbono (-1 e -1,41) e
niveis altos da fonte de nitrogénio (+1 e +1,41), sendo aconselhavel, para a
otimizagdo, reduzir a fonte de carbono e aumentar a fonte de nitrogénio,
estabelecendo novas faixas de estudo a partir desses valores.

A possibilidade de utilizar o xarope de agave em concentracdes menores €
interessante, pois reduz os custos do processo, jA que nao € necessaria uma
concentracdo elevada do substrato para obter maior producdo enziméatica. Em
vista disso, o proximo passo foi estudar novas concentracdes das fontes
avaliadas através de um novo planejamento fatorial, visando a otimizacdo do

Processo.

Segundo planejamento experimental e otimizacdo da producéao de inulinase

As novas faixas de estudo foram estabelecidas levando-se em
consideracdo as indicacbes da superficie de resposta e curvas de contorno
obtidas no primeiro planejamento fatorial. Dessa forma, as concentracdes da fonte
de carbono foram reduzidas enquanto as concentracdes da fonte de nitrogénio

foram elevadas, resultando DCCR 22 descrito na Tabela 08.

Tabela 08- Matriz do planejamento fatorial, com valores codificados e reais das variaveis de
estudo (concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio) e as respostas (atividade enzimaética) apés
96 horas de fermentacéo.

Atividade
Valores Valores Enzimatica

codificados decodificados 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 concentragcbes das fontes de carbono e nitrogénio
empregadas no meio de cultivo, as atividades enziméticas variaram de 59,03 U/
mL a 144,166 U/mL. O valor maximo de atividade enzimética foi alcangcado no
ensaio 10, no qual a composi¢cado do meio foi de 5% da fonte de carbono e 2,5%
da fonte de nitrogénio, sendo esta a condi¢ao dos pontos centrais.

A mudanca das concentra¢cfes, de ambas variaveis, para os niveis abaixo
ou acima dos valores do ponto central, resultou no decréscimo da atividade
enzimatica, mostrando que as concentracfes estabelecidas nos pontos centrais
foram as mais favoraveis para a producdo maxima da enzima.

A Tabela 09 demonstra, através dos coeficientes de regressdo, que tanto o
xarope de agave (p= 0,02) quanto o extrato de levedura (p= 0,04), em seus
termos quadraticos, afetaram a producdo enzimética, apresentando efeito
negativo, ou seja, variando as concentracdes dos valores minimos para 0s
maximos, a producdo enzimatica decresce, como pode ser observado nos
ensaios 5 e 6 para a fonte de nitrogénio e 7 e 8 para a fonte de carbono. Os
termos lineares das variaveis e a interacdo entre as variaveis ndo exerceram

influéncia sobre a atividade enzimatica.

Tabela 09- Coeficientes de regressdo para a atividade de inulinase utilizando xarope de agave e
extrato de levedura como substratos, apds 96 horas de fermentacéo.

Coeficientes de Erro p—
Fatores regressao padrdo t(5) 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) reforca essas observacgdes, fornecendo o
efeito quantitativo estimado que cada uma das variaveis, xarope de Agave e
extrato de levedura, possui sobre a atividade inulinolitica e estabelece quais
desses efeitos encontram-se dentro do grau de confianca determinado para a

analise estatistica (95% ou p = 0,05).
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Figura 03- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade inulinolitica produzida pela
levedura K. marxianus NRRI-Y 7571 em fermentacdo submersa, mostrando as variaveis
significativas com p = 0,05.

A Tabela 10 apresenta a andlise da variancia (ANOVA) que foi empregada
para validar o modelo proposto para predizer a atividade enzimatica em funcéo
das concentracdes das fontes de carbono e nitrogénio, dentro das faixas
estudadas. Vale ressaltar que os parametros estatisticamente néo significativos
foram eliminados do modelo e adicionado a falta de ajuste e, dessa forma, os
célculos foram feitos com base no modelo reparametrizado.

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

Fonte de
variagao SQ GL QM F calc Pr>F
Regressao 6090,356 1 285,426 21,337 0,001

Residuo  2568,84 9 6090,356
Total  8659,196 10
% R?= 0,70 F g.1.0,05= 5,12

O valor calculado de F foi 21,337, o qual €, aproximadamente, 3 vezes
maior que o valor tabelado (5,12), mostrando que o modelo € estatisticamente

significativo. O coeficiente de determinacao obtido (R?=0,70) sugere que o modelo
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gerado a partir dos dados da Tabela 10 pode explicar 70% da variacdo total dos
resultados, o que implica numa representacdo satisfatéria do processo pelo
modelo, levando-se em consideracdo a grande variabilidade inerente aos

processos biolégicos que envolvem enzimas e micro-organismos.

A equacdo 02 descreve a atividade enzimatica prevista pelo modelo em

funcdo das variaveis estudadas. Deve-se observar que esse modelo

reparametrizado contém apenas o0s termos estatisticamente significativos.

Atividade enzimatica = 129,258 — 23,694. x, — 28,839 . x,>
Equacéo 02

A Figura 04 apresenta a superficie de resposta e curvas de contorno
construidas para a atividade enzimatica. Nelas, observa-se que a atividade
enzimatica, em funcdo das concentracbfes do xarope de Agave e extrato de

levedura, foi otimizada, apresentando condi¢éo 6tima para a producéo os valores
de 2,5% de extrato de levedura e 5% de xarope de agave.
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Figura 04- Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) otimizadas para a atividade de
inulinase em fung¢é@o das concentragdes de carbono e nitrogénio por K. marxianus NRRL-Y 7571,
apoés 96 horas.

Entretanto, é possivel verificar que as faixas de concentra¢céo das fontes de
carbono e nitrogénio obtidas como oOtimas foram amplas, o que possibilita
variacdo ao redor do 6timo e, ainda assim, manter o processo na condicdo

otimizada. Para a fonte de carbono, as concentracdes 6timas estdo entre 4,5 e
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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 andlise das superficies de resposta e as curvas de contorno tém a
vantagem de mostrar uma faixa de concentrages para a produ¢cdo maxima, ao
invés de uma Unica concentracdo especifica. Isto € muito importante, uma vez
gue permite uma maior variabilidade na quantidade da matéria-prima sem diminuir
a producao, principalmente no que se refere a substratos complexos, nos quais
uma consideravel variagdo pode ocorrer na composi¢do dos mesmos.

Comparando-se 0s planejamentos, pode se observar que, através da
otimizacdo das condi¢des, a producao enzimatica aumentou em 18% em relacao
ao valor maximo alcancado no primeiro planejamento e, além disso, houve um
incremento nos valores das atividades enziméticas de todos 0s ensaios.

Em comparacgéao preliminar, os resultados obtidos no presente estudo estéo
de acordo com a producado de inulinase obtida em outros trabalhos. Kalil et al.
(2001) e Silva-Santisteban e Maugeri (2005), utilizando sacarose como fonte de
carbono para produgdo de inulinase por K. marxianus, obtiveram atividade
enzimatica maxima 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 raizes de Aspargus officinalis
(aspargo), como fonte de inulina para a producéo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus YS-1, alcancaram atividade maxima de 40,2 U/mL. Podemos observar
gue a producdo enzimatica obtida nesses estudos foi bastante abaixo da
observada no presente trabalho.

Comparando-se com outros géneros de fungos, valores similares ao
encontrados neste estudo foram relatados por Kumar et al. (2005), com atividade
maxima 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.

E possivel 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 producédo da enzima pode variar

bastante, pois a biossintese de inulinase parece depender do tipo de fontes de
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carbono e nitrogénio, das suas concentragdes no meio minimo, assim como do
micro-organismo e cepas utilizados.

Observa-se também que, tanto no primeiro planejamento como no
segundo, altas concentra¢des de carbono levaram a reducdo da atividade, o que
pode estar relacionado ao efeito da repressao catabdlica, na qual o acumulo de
carbono no meio reduz a velocidade de producdo enzimatica.

A inulinase é descrita como uma enzima que sofre repressao catabdlica em
concentragbes elevadas de substrato (MENDES, 2006). Segundo Parekh e
Margaritis (1985), a sintese da inulinase € controlada por repressdo catabdlica,
sendo que as maiores producdes de inulinase foram observadas no final da fase
de crescimento, mostrando que, aparentemente, baixas concentracdes da fonte
de carbono foram o pré-requisito para formacéo da enzima.

Cazetta, Monti e Contiero (2010) observaram esse efeito ao estudar a
influéncia da concentracao inicial da sacarose na biomassa e na producédo da
inulinase pela K. marxianus var. bulgaricus, onde a atividade enzimatica foi inibida
na concentragdo de 20g/L de sacarose. O mesmo foi observado por Gong et al.
(2007), com a concentracdo de extrato de levedura que, em elevadas
concentracdes no meio de cultivo, resultou em repressao da atividade enzimatica.
Jing, Zhengyu e Augustine (2003) também constataram que a maior concentracao
de substrato pode levar a repressao catabdlica, consequentemente, diminuindo a

atividade da enzima.

2. Producéao de biomassa

A Figura 05 apresenta a relacdo entre a atividade enzimatica e o
crescimento celular em funcdo das concentracdes do xarope de agave e extrato

de levedura utilizadas no segundo delineamento experimental.
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Figura 05- Efeito das concentracdes dos substratos no crescimento celular e atividade enzimética
de K. marxianus NRRL-Y 757 apos 96 horas de fermentacao.

Observa-se que o crescimento celular se manteve praticamente constante
(aproximadamente 20g/L) em todos os ensaios, independente da concentracao
das fontes de carbono e nitrogénio empregadas, de forma que a variacdo das
concentracfes desses substratos ndo acarretou o aumento da producédo de
biomassa. Além disso, a producdo enzimatica também nao foi acompanhada pelo
crescimento celular.

A tabela 1lapresenta os coeficientes de regressao calculados ao nivel de

significancia de 5%.

Tabela 11- Coeficientes de regressdo para o crescimento celular utilizando xarope de agave e
extrato de levedura, apés 96 horas de fermentacao.

Coeficientes Erro
Fatores de regressdo padréo t(5) p —valor
Média 16,60590 1,642334 10,11116 0,000162
(1) Extrato de levedura (L) -0,39679 1,007231 -0,39394 0,709865
Extrato de levedura (Q) -0,96663 1,201889 -0,80426 0,457764
(2) Extrato de sisal (L) 1,42442 1,007231 1,41420 0,216442
Extrato de sisal (Q) 0,38692 1,201889 0,32193 0,760531
1(L) x2 (L) -1,73775 1,422320 -1,22177 0,276249

A analise dos coeficientes de regressédo aponta que o crescimento celular

nao foi influenciado por nenhuma das variaveis estudadas, o que confirma os
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resultados observados. Além do que, de acordo com o coeficiente de
determinacao, a maior parte da variagao ocorrida se deu ao acaso.
No que diz respeito a producdo enzimatica pode-se considerar que, dentro

da faixa estudada, essa ndo esta associada a producao de biomassa.

3. Caracterizacédo parcial enzimética

A caracterizacdo da inulinase baseou-se no estudo do extrato enzimatico
bruto obtido apds 96 horas, sob a condicdo experimental étima, com o objetivo de
apresentar resultados referentes a temperatura 6tima, termoestabilidade e pH
otimo.

Temperatura 0tima 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 maxima foi alcangcada na
temperatura de 60°C. Em temperaturas acima desse valor a enzima perdeu
rapidamente atividade, provavelmente devido a acdo desnaturante da
temperatura sobre a estrutura da enzima, ja que as enzimas, como qualquer outra
proteina, sofrem desnaturacdo térmica, perdendo sua atividade parcial ou
totalmente (ASTOLFI, 2010).
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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 fermentacéo submersa, apds
96 horas de fermentacéo.
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Varios estudos tém descrito, como temperatura 6tima de reacdo da
inulinase, valores entre 50°C e 60°C, 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 caracterizagédo
parcial do extrato enzimético bruto entre duas diferentes inulinases, obtidas por
fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentacdo submersa (FS), usando
residuo agroindustrial (melaco e milhocina) como substratos. Tanto o extrato bruto
enzimatico obtido por FS quanto por FES apresentaram temperatura 6tima de
55°C.

Santos (2002), obteve atividade méaxima a 63°C, com inulinase produzida
por Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045, em fermentacdo
submersa. Estudos realizados por Mazutti et al. (2007) mostraram que a inulinase
produzida pela cepa K. marxianus apresentou atividade maxima 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 relacdo a estabilidade térmica da inulinase produzida, observou-se que
a temperatura em que a enzima permaneceu por mais tempo estavel foi a de
50°C, aproximadamente 4 horas. A 55°C e 60°C a atividade diminuiu a partir de
15 minutos de reacdo. A 60°C a atividade caiu drasticamente ap6s 1 hora e
perdeu quase completamente a atividade a partir de 2 horas, como pode ser

observado na figura 07.
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Figura 07- Estabilidade térmica da atividade inulindsica produzida pela levedura K. marxianus
NRRL-Y 7571, utilizando xarope de agave e extrato de levedura em fermentacdo submersa, apés
96 horas de fermentacéo.
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Assim, embora a atividade maxima da enzima seja atingida a 60°C, esta
ndo € uma boa temperatura de trabalho, pois a enzima perde rapidamente a
atividade nestas condicgoes.

A temperatura de 50°C mostrou-se mais adequada, pois, mesmo depois de
5 horas, ela manteve 84% da atividade. Mesmo sendo uma temperatura menotr,
ainda assim, é considerada boa para aplicacdes industriais.

Os valores 6timos de atividade e estabilidade reportados na literatura, em
geral, situam-se na faixa entre 40°C e 60°C, demonstrando que a inulinase
estudada de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 esta dentro da faixa 6tima
de estabilidade relatada em outros trabalhos. Em estudo realizado por Treichel
(2004), a inulinase produzida por Kluyveromyces marxianus NRRL-7571 mostrou
maior estabilidade a 50°C, confirmando os resultados deste trabalho. Cazetta et
al. (2005) e Mazutti et al. (2010), também obtiveram alta estabilidade de inulinase
na temperatura de 50°C para inulinase de K. marxianus var. bulgaricus. Por outro
lado, a inulinase produzida por Penicillium janczewskii manteve-se estavel a 35°C,
em estudo realizado por Sharma, Kainth e Gill (2006).

De acordo com Maugeri (2002), a enzima esta sujeita a desnaturacao,
geralmente irreversivel, o que significa perda definitiva do poder catalisador. Esta
desnaturacdo pode ser mais ou menos rapida, dependendo das condi¢cdes do
meio. Em relacdo a temperatura, enzimas sdo mais estaveis quanto mais baixa
for a temperatura e, por isso, se aconselha estoca-las em baixas temperaturas.
Conhecer as condicbes de estabilidade o6tima é muito util, ndo sé para o
armazenamento do produto, como também para minimizar perdas durante um

processo.

Perfil de pH 6timo para a producao de inulinase

Em relacdo ao perfil 6timo de pH foi possivel 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 tampao citrato de sédio, obteve-se atividade enzimatica maxima. 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 variacdo de pH na atividade da inulinase produzida pela levedura K.
marxianus NRRL-Y 7571, utilizando xarope de agave e extrato de levedura em fermentagéo
submersa, apos 96 horas de fermentacao.

Segundo Vandamme & Derycke (1983), as inulinases de varios micro-
organismos apresentam pH 6timo numa faixa de 3,5 a 6,0. Ettalibi e Baratti (2001)
obtiveram atividade maxima 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), € interessante ressaltar que, para fins
industriais, € importante que a enzima apresente um baixo valor de pH 6timo,
evitando desta forma a contaminagao bacteriana, sendo também vantajoso que a
enzima tenha capacidade de atuacdo em uma ampla faixa de pH, tornando o
processo mais flexivel.

O conhecimento de temperatura e influéncia do pH na atividade de enzima
€ importante para determinacédo de taxas de reacdo 6timas. Pode-se considerar,
de acordo com os dados obtidos, que as caracteristicas bioquimicas da enzima
em estudo sdo 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), sdo condi¢cdes operacionais de grande interesse industrial, uma vez que
diminuem os riscos de contaminacdo microbiana, melhoram a solubilidade de
alguns substratos e reduzem a formacdo indesejavel de cor no preparo de

Xaropes.
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Capitulo 2

PRODUCAO 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. Producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus

NRRL-Y 7571 utilizando Extrato de Sisal (Agave sisalana) como substrato.

Inulinases sdo enzimas que atuam nas ligagdes B-2,1 da inulina, produzindo
frutose e glicose. S&o aplicadas na producdo de xaropes com alta concentracao
de frutose, frutooligossacarideos e biocombustiveis, como etanol. Podem ser
produzidas por micro-organismos, entre os quais, as leveduras do género
Kluyveromyces marxianus tém sido descritas como uma das melhores produtoras.
Este trabalho teve como principal objetivo estudar a producéo de inulinase,
utilizando extrato de sisal como fonte de carbono pela levedura Kluyveromyces
marxinaus NRRL-Y 7571. Foram realizadas fermentacbes submersas, sob
agitacdo 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 concentracdes da fonte de
carbono (extrato de sisal) e da fonte de nitrogénio (extrato de levedura), de acordo
com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, totalizando 44
ensaios. A melhor condi¢cédo de producéo da inulinase (10,11U/mL) foi obtida apés
96 horas de fermentacdo com concentracdo da fonte de carbono de 45% e 2,0%
da fonte de nitrogénio. As analises estatisticas mostraram que, no primeiro
delineamento experimental, os extratos de sisal e de levedura influenciaram a
producédo da enzima, enquanto, no segundo delineamemto, somente o extrato de
levedura mostrou-se relevante. No entanto, para a producdo de biomassa as
condicBes estudadas foram oOtimas. Dessa forma, os resultados deste trabalho
apontam que o extrato de sisal, por ser um substrato de composicdo complexa e
bastante variavel, pode ter inibido a producdo de inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y757. Porém, valores consideraveis de
atividades enzimaticas foram obtidos neste estudo a partir da utilizacdo 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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INTRODUCAO

A inulina € um polimero de cadeia linear formado por moléculas de frutose,
unidas por liga¢des 3 2,1 e uma molécula de glicose terminal, que esta presente
como carboidrato de reserva nas raizes e tubérculos de plantas como alcachofra
de Jerusalém (Helianthus tuberosus), chicéria (Cichorium intybus), dalia (Dahlia
pinnata) e plantas do género Agave, entre outras (CHI, et al. 2011; MONTANEZ-
SOTO et al., 2011).

A inulina é hidrolisada por enzimas conhecidas como inulinases (EC
3.2.1.7) que atuam nas ligagdes B-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 ligacdes internas do
polimero (ZHANG et al., 2010; CHI et al., 2011).

Essas enzimas sao aplicadas principalmente na producdo de xaropes com
alta concentracao de frutose, por hidrolise enzimatica da inulina, e na producéo de
frutooligossacarideos, os quais podem ser utilizados como ingredientes funcionais
em alimentos (MAZUTTI et al., 2010). Além disso, as inulinases vém sendo
aplicadas também na producdo de biocombustiveis, como etanol, a partir de
substratos ricos em inulina (CHI et al., 2011; LIM et al., 2011).

As inulinases podem ser extraidas de varias plantas que contém inulina,
porém o rendimento € baixo, o que eleva os custos da producéo. A possibilidade
de utilizacdo de micro-organismos para a producdo de enzimas representa uma
boa alternativa para aumentar a produtividade (TREICHEL et al., 2009). Entre os
micro-organismos produtores de inulinase, as leveduras do género K. marxianus
estdo entre os micro-organismos consideradas melhores produtores.

Aliado a isso, vem sendo empregados, como substratos para producao
enzimatica, partes de plantas que armazenam inulina, visando a reducédo
significativa nos custos de producdo, por serem abundantes e de baixo valor
(KANGO et al., 2008). Trabalhos utilizando tubérculos e raizes de plantas que
armazenam inulina, como substratos para a producdo fermentativa de inulinase
por micro-organismos, tém sido relatados, entre os quais estdo o uso da
alcachofra de Jerusalém, yacon, dalia, 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 género Agave sao originarias do México e suas seivas contém
alto teor de inulina (GARCIA-AGUIRRE, 2009). O Agave sisalana (sisal) € uma
planta monocotiled6nia de grande interesse economico em regides com clima
semi-arido, como o do nordeste brasileiro, devido a sua utilizagdo na producéo de
fibras rigidas (ESCAMILLA-TREVINO, 2012).

O Brasil € o maior produtor e exportador de sisal do mundo, sendo o
estado da Bahia responsavel por 95% da producao nacional (SANTOS, 2006). De
acordo com (ALVES et al., 2005), no setor sisaleiro nordestino, cerca de apenas
4% das folhas séo aproveitadas para a retirada da fibra. O restante constitui 0s
denominados residuos do desfibramento, compostos pela mucilagem (15%), suco
(80%) e bucha (1%).

O desenvolvimento de tecnologias destinadas a determinar aplicacbes
para esse material vegetal remanescente tem sido o foco de pesquisas. Algumas
inovacdes potenciais incluem o uso do material como um adubo orgénico,
suplemento na alimentacdo de ruminantes e matéria-primana producdo de
medicamentos (BANDEIRA e SILVA, 2006; DEBNATH et al., 2010). Entretanto, o
extrato desta planta ainda ndo havia sido explorado como substrato para a
producdo de enzimas, oOu outros compostos, por meio de processos
fermentativos.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo estudar a producédo de
inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 utilizando extrato de sisal
(Agave sisalana) como fonte de carbono em fermentacdo submersa, bem como,
caracterizar a enzima produzida quanto ao perfil 6timo de temperatura, pH e

termoestabilidade.
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MATERIAL E METODOS

1. Manutencg&o do micro-organismo

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, adquirida na
Fundacdo André Tosello - Colecdo de Culturas Tropicais foi mantida em meio
liquido composto de extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona

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

2. Preparo do in6culo

Inicialmente a levedura foi inoculada em placas de Petri contendo meio
Agar 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
0 processo fermentativo.

Em seguida, a cultura foi repicada em tubo de ensaio contendo 5 mL de
meio de pré-indculo, composto de: sacarose 1,0%; extrato de levedura 0,5%;
KH,PO,4 0,5%; NH4CI 0,15%; KCI 0,12%; MgS0O,.7H,0 0,07% e incubada a 28°C
por 24 horas a 150 rpm. Para obtencédo do inéculo, adicionou-se o conteudo do
pré-inoculo 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 agitacdo de 150
rpm em camara agitadora. Os meios foram previamente ajustados para pH 5,0

com acido-ortofosforico 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
agua destilada e triturados em liquidificador (200 g de tecido caulinar em 100 mL
de &gua destilada) por cerca de trés minutos, obtendo-se extrato aquoso com a
concentracdo de 20% (p/v). O extrato foi filtrado em peneira plastica e depois a
vacuo. O extrato filtrado foi armazenado em recipientes plasticos e mantido em

refrigerador a -20°C, até a sua utilizacgéo.
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4. Producéao de Inulinase por Fermentacao Submersa

Para a producédo de inulinase, as fermentacdes foram realizadas em
frascos Erlenmeyers del125 mL contendo 30 mL de meio de cultura composto de
extrato de sisal e extrato de levedura, como fontes de carbono e nitrogénio
respectivamente, em diferentes concentracdes, de acordo com o delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22. O meio foi suplementado com KH,PO4
0,5%; NH4Cl 0,15%; MgS0O,4.7H,0 0,07%; KCI 0,12%. O pH foi ajustado para 5,0
por meio da adicdo de &cido orto-fosforico concentrado e o meio foi esterilizado
em autoclave por 15 minutos a 121°C.

No meio de cultivo, preparado para as fermentacOes, foi adicionada
concentracéo de inoculo equivalente a 10 % do volume do meio, ou seja 3mL. A
fermentacédo foi conduzida a 28+2°C, pH 5,0 e 150 rpm em céamara 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 determinacéo imediata da atividade enzimatica e o sedimento foi utilizado

para quantificacdo do crescimento celular.
5. Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR

Como nao havia parametro a seguir com o extrato de sisal, inicialmente
foram feitos ensaios preliminares em duplicatas para definir a partir de qual
concentracdo deveria seguir o delineamento experimental. As concentracdes
estudadas foram 10, 20, 30, 40 e 50% (v/v) com 1% da fonte de nitrogénio
(extrato de levedura) suplementadas em meio de sais minerais. As fermentacdes

seguiram conforme descrito no item 4, durante 24 horas.

5.1. Primeiro Planejamento Experimental

As fermentacfes ocorreram em condi¢des de cultivo variadas, onde foram

estudadas diferentes concentracdes das fontes de carbono e de nitrogénio, a fim

de se determinar as melhores condi¢cbes de fermentacao, de acordo com a matriz



62

do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, segundo Rodrigues e
lemma (2009).
Os niveis estudados e a matriz do DCCR 22, com os valores das variaveis

estudadas, estao apresentados nas Tabelas 01 e 02, respectivamente.

Tabela 01- Valores utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional 2? para producéo de
inulinase.

Niveis
Variaveis independentes -1,41 -1 0 1 1,41
Extrato de Levedura (%) 0,5 1,0 15 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 determinagéo da atividade enzimatica.

Extrato de Extrato de

Ensaios Niveis Levedura (%) 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 15 40
10 0 0 15 40
11 0 0 15 40

Os valores das variaveis 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 analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
STATISTICA 7.0® (StatSoft).

Apés a analise das respostas obtidas no primeiro planejamento, foi
realizado mais um planejamento completo (DCCR), com o intuito de otimizar as

condicbes para a producao da inulinase.
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5.2. Segundo Planejamento Experimental

Os valores das variaveis escolhidas foram definidos com base nos
resultados do planejamento anterior e resultaram em 11 ensaios. O tempo de
fermentacéo foi fixado em 96 horas, pois foi o tempo onde se atingiu a maior
producdo da enzima. As Tabelas 3 e 4 descrevem o0s niveis 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 22 para producédo de
inulinase.

Niveis
Variaveis independentes -1,41 -1 0 1 1,41
Extrato de Levedura (%) 0,3 0,5 1 15 1,7
Extrato de Sisal (%) 43 45 50 55 57

Tabela 4- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional, com valores reais e
codificados, para determinacédo da atividade enzimatica.

Extrato de Extrato de

Ensaios Niveis Levedura (%) Sisal (%)
1 -1 -1 0,5 45
2 1 -1 15 45
3 1 1 0,5 55
4 1 1 15 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
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6. Crescimento celular

Para obtencdo da biomassa, o meio de cultura foi centrifugado a 10.000
rpm durante vinte minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em agua
destilada e novamente centrifugado para lavagem das células. As células lavadas
foram ressuspensas em agua destilada no mesmo volume do extrato enzimético
fermentado (30 mL) e o crescimento celular foi determinado por turbidimetria a
600 nm, utilizando agua destilada para calibracdo. Os valores obtidos foram
relacionados com o peso seco x absorbancia, através de curva de calibragéo.

A massa seca, utilizada para a elaboragdo 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 agua destilada, centrifugadas novamente e ressuspensas em 5mL de agua
destilada. A partir disso, foram armazenadas em forminhas de aluminio
previamente taradas e secas em estufa a 100°C durante 24 horas até peso
constante. O peso seco das células foi determinado por diferenca de massa e
expresso em termos de massa seca de células (g)/ 100 mL de suspenséao.

A absorbancia foi obtida centrifugando 100 mL de caldo fermentativo com
aproximadamente 10+2 horas de crescimento a 10.000 rpm por 10 minutos. Apos
lavagem e ressuspensédo 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 absorbancia.

A curva foi elaborada relacionando o peso seco e a absorbancia e os
coeficientes da equacédo da reta padrdao foram utilizados para determinar a

biomassa através da férmula:

Biomassa= ABS —A/B x diluicao
Onde:
Abs= Absorbancia obtida através da leitura a 600 nm da densidade celular dos
caldos fermentados.

A e B = coeficientes da equacédo da reta padrao.
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7. Ensaios Analiticos

7.1. Determinacédo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica do sobrenadante foi determinada de acordo com
Suzuki et al. (1988), através da determinacdo dos acucares redutores formados
durante a incubacéo de 5 mL de sacarose 2%; 2,5 mL de tampao citrato-fosfato
0,05 M pH 4,0; 1,5 mL de agua destilada, adicionando 1 mL da amostra
enzimatica convenientemente diluida. O meio reacional foi colocado em banho-
maria a 40°C, sob agitacao, em agitador magnético com aquecimento, durante 15
minutos. Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 e 15
minutos e determinou-se a concentracdo de agUcares redutores pelo método do
acido dinitrosalicilico-DNS (MILLER, 1959). A leitura das atividades foi feita em
espectrofotometro a 540 nm. Para elaboracdo da curva padrdo que relaciona a
concentragéo de glicose (g/L) com a absorbancia a 540 nm, foi utilizada solug&o
de glicose a 1% e realizadas leituras, a 540 nm, das concentrac¢des de 0,1 a 1%.

O calculo da atividade enzimatica (AE) foi realizado de acordo com a
equacao:

AE = a x B x 10° /180 x diluicéo x 10 (umol/mL.min).

Onde:
a= coeficiente angular da reta padrao
= coeficiente angular da reta da atividade enzimatica
180x10° = peso Molecular da glicose em mg
10= volume final do meio reacional incubado

Os resultados estdo apresentados em U/mL onde cada unidade (U) de
atividade de inulinase é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa um
umol de sacarose por minuto ou como a quantidade de enzima que catalisa a
liberagdo de um umol de agucar redutor por minuto de reacdo, sob as condi¢bes

do ensaio.

7.2. Determinacéao do perfil 6timo de temperatura
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A temperatura Otima de atividade da inulinase foi obtida através da
determinacédo da atividade enzimética em diferentes temperaturas, numa faixa de
45°C a 70°C. A atividade enzimatica foi medida sob as mesmas condi¢des
descritas no item 7.1.

7.3. Determinacao do perfil 6timo de pH

Para determinar o pH 6timo 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 tampdes: glicina-HCI 50mM (pH 2,0-3,0), citrato de s6dio 50mM
(pH 3,0-6,0), fosfato 50mM (pH 6,0-8,0), tris-HCI 50mM (pH 8,0-9,0) e glicina-
NaOH (pH 9,0-10,0). Os tampbes foram preparados de acordo com o0s

procedimentos descritos por Colowick & Kaplan (1955).

7.4. Termoestabilidade

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se o extrato
enzimatico bruto nas temperaturas de 50°C, 55°C e 60°C durante 5 horas, de

acordo com a literatura especifica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 01 apresenta os resultados dos ensaios preliminares realizados
para definir as concentrac¢des iniciais de extrato de sisal.

14 -

12 4

0 T T T T
10 20 30 40 50

Concentracao (%)
Figura 01- Valores obtidos de atividade enzimética em extrato de sisal.

Atividade Enzimatica (U/mL)
=y [e)} [0

Verificou-se que a maior atividade enzimatica foi obtida com 40% do
extrato de sisal no meio de cultivo. Com a concentracdo de 50% houve o
decréscimo da atividade enzimatica. Dessa forma a concentracdo de 40% foi
escolhida para compor o ponto central do primeiro planejamento fatorial completo.

A selecdo das concentracdes adequadas do substrato € de fundamental
importancia para o sucesso da producao enzimatica, pois a presenca em excesso
de algum componente do substrato pode afetar a producéo enzimatica, inibindo-a.

Atraveés deste ensaio preliminar, pode-se observar a influéncia individual da
concentracdo da fonte de carbono sobre a atividade enzimatica, e ter uma nocao,
em relacdo aos niveis enzimaticos produzidos, com a utilizacdo do extrato de sisal

como fonte de carbono.

1. Fermentacdes
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Primeiro Planejamento Experimental - DCCR 1

Os resultados apresentados na Tabela 05 mostram os valores das
atividades enziméticas obtidas durante 96 horas de fermentacdo em funcdo das
diferentes concentracdes 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
variaveis (concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio) e resposta (atividade enzimatica) em 24,
48,72 e 96 horas de fermentagéo.

Atividade Enziméatica U/mL

X3 X5 X1 X2
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 15 30 2,91 3,05 5,20 3,21
8 0 1,41 15 50 3,92 6,04 9,48 8,02
9 0 0 15 40 4,58 4,73 3,68 3,27
10 0 0 15 40 3,24 4,39 5,27 3,99
11 0 0 15 40 2,87 5,08 4,62 3,99

Entre as 44 amostras analisadas, a atividade enzimatica variou de 2,87
U/mL a 15,92 U/mL. As maiores producdes foram observadas no ensaio 3 (15,92
U/mL) e no ensaio 4 (10,11U/mL) apés 48 e 96 horas de fermentacdo, com
produtividades de 0,33 U/mL.h™* e 0,10 U/mL.h™, respectivamente.

Nestes ensaios a concentracdo do extrato de sisal foi a mesma (45%)
enquanto que as concentracdes do extrato de levedura foi de 1% no ensaio 3 e
2% no ensaio 4. Nos demais ensaios a atividade enzimatica manteve-se abaixo
de 10 U/mL (Figura 02).
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Figura 02- Cinética da producdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em
fermentacdo submersa, utilizando extrato de sisal como fonte de carbono e extrato de levedura
como fonte de nitrogénio.

Pode-se observar que também houve aumento da atividade enzimatica
comparando-se 0S ensaios em que se manteve a concentracdo de extrato de
levedura em 1,5%, enquanto variou-se a concentracdo de extrato de sisal de 30%
para 50% (ensaios 7 e 8).

No geral, ao variar as concentracdes, tanto do extrato de sisal quanto do
extrato de levedura, dos niveis mais baixos (-1,41) para os mais altos (1,41),
ocorreu o incremento da atividade enzimatica (ensaios 5, 6, 7, 8) em todos os
tempos analisados.

A Tabela 06 representa os coeficientes de regresséo calculados com base

nos resultados obtidos em 48 horas de fermentacéo.

Tabela 06- Coeficientes de regressdo para a atividade enziméatica utilizando extrato de sisal e
extrato de levedura, apds 96 horas de fermentacao.

Coeficientes Erro

Fatores de regressdo padrédo t(5) p - valor

Méedia 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

(L) x2 (L) -1,99500  1,723853 -1,15729 0,299432
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Observa-se que, nesse tempo, nenhuma das variaveis estudadas foi
considerada significativa e, além disso, o R? foi muito baixo (49%), menor do que
o limite aceitavel, o que indica que o modelo ndo explica a maior parte das
variacbes ocorridas, ndo sendo confiavel. Acredita-se, por experiéncias
anteriores, que este resultado possa ter ocorrido devido a um erro experimental.

Entretanto, no tempo de 96 horas obteve-se a segunda melhor atividade
enzimatica e os resultados obtidos nas condi¢des dos pontos centrais (ensaios 9,
10 e 11) foram mais uniformes. Assim, optou-se por realizar a andlise estatistica a
partir desses dados.

Pode-se observar também, segundo a Tabela 07, que houve pouca
variagao entre os valores observados e os valores previstos pelo modelo o que

reforca a maior homogeneidade do processo apos 96 horas de fermentacéo.

Tabela 07- Resultados obtidos e previtos para a producdo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y 7571 em fermentagcdo submersa, utilizando extrato de sisal como fonte de
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio apés 96 horas.

Valores Reais Atividade inulinase (U/mL)
Extrato de Extrato de
levedura sisal

Ensaios (%) (%) Observado Previto
1 1 35 4,474 4,251
> 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 15 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 regressao calculados (os termos

lineares estdo associados a letra L e os termos quadraticos a letra Q).
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Tabela 08- Coeficientes de regresséo para atividade de inulinase apds 96 horas de fermentacao.
Coeficientes Erro

Fatores de regressdo padréo 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)x2 (L) 1,032500 0,373544 2,764064 0,039643

De acordo com as andlises estatisticas, realizadas a 5% de significancia,
todas as variaveis, incluindo a interagcdo, foram significativas na faixa estudada,
exceto o extrato de levedura em seu termo quadratico. O efeito das fontes de
carbono e de nitrogénio sobre a producao enzimatica foi positivo, de forma que o
aumento em suas concentracfes levou ao aumento nos valores das atividades,
confirmando os resultados observados. Vale ressaltar ainda, que o extrato de
sisal foi a variavel que mais influenciou a producao enzimatica, conforme pode ser

observado no grafico de Pareto (Figura 03).
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Figura 03- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade da inulinase produzida por
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y, em fermentagcdo submersa, mostrando as variaveis
significativas com p = 0,05.

Com esses resultados foi possivel elaborar o modelo codificado, que

relaciona a atividade enzimética em funcédo das concentracdes de extrato de sisal
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e extrato de levedura, no qual todos os parametros foram considerados (Equacéo
03).

Atividade enzimatica= 3,74 + 0,70x; + 0,80x; +1,82x, + 1,19%,” + 1,03 X1.X,
Equacéo 03
De acordo com a analise de variancia (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

variagdo explicada pelo modelo € de 94%, conforme o coeficiente de
determinacéo obtido para atividade enzimatica (R* = 0,94).

Tabela 09- ANOVA para atividade de inulinase apés 96 horas de fermentacdo com extrato de
sisal e extrato de levedura como substratos.

Fonte de
variacao SQ GL QM Fcalc Pr>F
Regresséo 44,14301 3 14,714 36,908 0,0001
Residuo 2,7907 7 0,3986
Total 46,93371 10
% variagdo explicada (R%)= 94,05 F3;7;0,05= 4,35

Esses resultados indicam que o modelo pode ser considerado adequado

para descrever os resultados através da superficie de resposta e curvas de
contorno apresentadas nas Figuras 04 A e B.
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Figura 04- Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em
funcdo das concentracdes de carbono e nitrogénio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em
fermentacdo submersa apds 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento fatorial.
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Os gréficos confirmam que, dentro da faixa estudada, a melhor condi¢édo
para a producdo enzimatica foi a combinacdo dos niveis altos (1) das
concentragbes das fontes de carbono e nitrogénio avaliadas. Concentragces
abaixo de 40% do extrato de sisal e de 2% de extrato de levedura, combinadas,
mantém a producdo enzimatica distante das condi¢cdes 6timas de producdo da
inulinase.

Dessa forma, a superficie de resposta e as curvas de contorno indicam que
0 aumento das concentragdes de extrato de sisal e de levedura pode incrementar
a atividade enzimética. Um novo planejamento foi realizado visando elevar a
producéo da enzima.

2. Producao de biomassa

A Figura 07 apresenta o crescimento celular em funcéo das concentracoes
do extrato de sisal e extrato de levedura utilizados no primeiro delineamento

experimental, além de relaciona-los com a atividade enzimatica.

12

10

Atividade enzimatica (U/mL)
Biomassa (a/L)
(o)}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M Ativida enzimaticaU/mL  m Biomassa (g/L)

Figura 05- Efeito das concentra¢des dos substratos no crescimento celular e atividade enzimética
de K.marxianus NRRL-Y 757 apds 96 horas de fermentacéo.

Observa-se que o crescimento celular foi maior (aproximadamente 7g/L)

nos ensaios onde a atividade enziméatica foi menor (ensaios 9, 10 e 11), com
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concentragbes de 40% e 1,5% de extrato de sisal e extrato de levedura,
respectivamente. J4 nos ensaios 3, 4, 6 e 8, nos quais obteve-se 0s maiores
valores de atividades enzimaticas e as concentracdes do extrato de sisal eram
maiores (45 e 50%), o crescimento celular foi minimo (menos de 1g/L). Esses
resultados sdo confirmados pelas andlises estatisticas, através dos coeficientes
de regressdo calculados ao nivel de significancia de 5%, e apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10- Coeficientes de regressdo para o crescimento celular utilizando extrato de sisal e
extrato de levedura, ap6s 96 horas de fermentacéo.

Coeficientes de Erro

Fatores regressao padrdo t(5) p — valor

Média 7,14179 0,206968 34,5067 0,000000

(1) Extrato de levedura (|_) -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) x 2 (L) -0,23750  0,179242 -1,3250 0,242484

De acordo com esses valores, a producdo de biomassa foi afetada de
forma negativa pelo extrato de levedura em seus termos quadraticos e pelo
extrato de sisal, de forma que, o aumento nos valores dessas variaveis conduziu
ao decréscimo da producao de biomassa. A interacdo das variaveis ndo causou
nenhum efeito na producéao celular.

Na andlise de variancia (Tabela 11) o F calculado foi bastante significativo
e aproximadamente 70 vezes maior que o F tabelado (4,35). Além disso, o
coeficiente de determinacdo de 0,99 indica que 99% das variacdes 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 apds 96 horas de fermentacdo com extrato de sisal
e extrato de levedura como substratos, DCCR 1.

Fonte de
variacao SQ GL QM Fcalc P<valor
Regressdao 83,610 3 27,870 303,6 0,0002
Residuo 0,642 7 0,0917
Total 84,253 10

% variacdo explicada (R%)= 99,23  F3;7;0,05= 4,35
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A equacéo 04 descreve a producéo de biomassa prevista pelo modelo em
funcdo das variaveis codificadas.

Biomassa = 7,141 — 0,104x; — 3,338x,2 — 0,454x, — 2,744x,% - 0,237X1X>
Equacéo 04

As superficies de resposta e curvas de contorno, geradas pelo modelo,
estao apresentadas nas Figuras 06 A e B.
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Figura 06- Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a producdo de biomassa em
funcdo das concentracdes de carbono e nitrogénio por K. marxianus NRRL-Y 7571, em
fermentacdo submersa, apds 96 horas, geradas de acordo com o primeiro planejamento fatorial

As figuras 06 (A e B) mostram que as condi¢cbes Otimas para producao
celular ocorreram nas concentracdes de 40% de extrato de sisal e 1,5% de
extrato de levedura. E possivel verificar que, para o extrato de levedura, a faixa
otima esta entre 1,25% a 1,75% e para o extrato de sisal esta entre 37,5% a
42,5%. Utilizando-se concentracbes que permanecam entre esses valores, €
possivel manter a producéo celular otimizada.

De acordo com Bon et al. (2008), a biossintese da enzima pode ser
associada ao crescimento, quando a taxa de formacao de produto é proporcional
ao aumento da biomassa, ou ndo associada ao crescimento celular e, neste caso,

a formacédo de produto é independente do crescimento celular ou varia de forma
complexa.
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Dessa forma, pode-se considerar que, neste estudo, menores
concentragbes dos substratos estudados favoreceram o crescimento celular,
enquanto reduziram a atividade enziméatica, mostrando que, com este substrato, a
producdo da enzima de interesse ndo esta associada ao crescimento, dentro da
faixa estudada neste trabalho.

Segundo Planejamento Fatorial - DCCR 2

Neste planejamento, as atividades enzimaticas variaram de
aproximadamente 3,6 a, no maximo, 6,9 U/mL, conforme as concentra¢des das
fontes de carbono e nitrogénio empregadas no meio de cultivo, fermentado
durante 96 horas.

O valor maximo de atividade enzimatica (6,89 U/mL) foi alcancado no
ensaio 4, no qual a concentracdo 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 concentracdo dos substratos ndo foi adequada para otimizar o
processo, sendo obtidas producdes de inulinase menores do que no delineamento
anterior.

Tabela 12- Matriz do planejamento fatorial, valores codificados e originais das variaveis de estudo

(concentracdo da fonte de carbono e nitrogénio) e as respostas em termos de atividade enzimética
apos 96 horas de fermentacao.

Atividade

X1 Xz X1 Xz enzimatica
U/mL
Ensaio %N % C % N % C 96hrs
1 -1 -1 0,5 45 3,599
2 1 -1 15 45 6,258
3 -1 1 0,5 55 4,762
4 1 1 15 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




I

Entretanto, a analise dos resultados pode nos indicar o caminho para
aumentar a producdo da enzima. Observou-se que maiores atividades
enzimaticas foram obtidas nas condi¢cées em que se utilizou altas concentractes
(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 concentracBes pode ser avaliado também
comparando-se 0s ensaios 1, 2, 3 e 4, nos quais, mantendo-se a concentracao do
extrato de sisal e elevando-se a concentracdo do extrato de levedura, a atividade
aumentou. O mesmo ocorreu quando se manteve fixa a concentracao de extrato
de levedura e elevou-se a concentracdo de extrato de sisal, sugerindo que o
aumento nas concentragcbes de ambas as fontes incrementou a atividade
enzimatica.

No entanto a analise estatistica ndo confirmou esses dados. De acordo
com os coeficientes de regressao apresentados na Tabela 13, apenas o extrato
de levedura foi significativo, causando efeito positivo no acréscimo da producao
enzimatica ao elevar a sua concentragdo no meio de cultivo, enquanto o extrato
de sisal, e a interacdo entre as variaveis, nao interferiram na producdo. Isto
sugere que, para otimizar 0 processo, necessitamos aumentar apenas a
concentracao da fonte de nitrogénio.

Tabela 13- Coeficientes de regressdo para a atividade de inulinase utilizando extrato de sisal e

extrato de levedura como substratos, apds 96 horas de fermentagéo de regresséo para resposta
atividade de inulinase (96horas de producéo).

Coeficientes Erro
Fatores deregressdo padréo 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

Essas observacfes sdo reforcadas pelo diagrama de Pareto (Figura 07),
gue estabelece o efeito quantitativo estimado que cada uma das variaveis possui

sobre a atividade enziméatica, evidenciando que somente o extrato de levedura
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linear encontra-se dentro do grau de confianca determinado para a andlise
estatistica (95% ou p =2 0,05).
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Extrato de sisal(Q)
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Figura 07- Diagrama de Pareto (efeitos estimados) para atividade da inulinase produzida por
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y, em fermentacdo submersa, mostrando as variaveis
significativas com p = 0,05.

A anadlise da variancia, apresentada na Tabela 14, foi utilizada para avaliar
a significancia do modelo codificado, que relaciona a atividade enzimatica em

funcado das variaveis independentes.

Tabela 14- ANOVA para atividade de inulinase ap6s 96 horas de fermentacdo com extrato de sisal
e extrato de levedura como substratos.

Fonte de

variacao SQ GL @]\Y/ Fcalc P<valor
Regressao 10,33591 3 3,445 11,7 0,004
Residuo 2,061 7 0,294
Total 12,397 10

% variacéo explicada (R%)= 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 € estatisticamente significativo para o nivel de 95% de
confianca. O coeficiente de determinacgéo igual a 0,83 estabelece que 83% das
variacoes podem ser explicadas pelo modelo, o que significa que este pode ser

utilizado para verificar as tendéncias de producdo da inulinase, utilizando-se os
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substratos selecionados. Apesar de somente o extrato de levedura ser
significativo, no intuito de manter a porcentagem das variagdes explicadas pelo

modelo, todos os parametros foram adicionados ao modelo codificado
apresentado na equagéao 05:

Atividade enzimatica= 4,49 + 0,82x; + 0,73x,2 + 0,44x, + 0,42X,° — 0,13 X1.X»

Equacéo 05

Como o modelo é estatisticamente valido, a partir desses resultados foi
possivel obter as superficies de resposta e curvas de contorno para analisar
melhor as condi¢des em que foram utilizadas as fontes de carbono e nitrogénio
para producdo de inulinase (Figuras 08 A e B) e planejar os proximos
experimentos, visando o aumento da producgéo da enzima.
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Figura 08- Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade de inulinase em
funcdo das concentracdes de carbono e nitrogénio por K. marxianus NRRL-Y 7571 em
fermentacéo submersa apés 96 horas, geradas de acordo com o segundo planejamento fatorial.

E possivel concluir, através da superficie de resposta e curvas de contorno,
gue concentracbes de extrato de sisal acima de 50%, combinadas com
concentragcfes de extrato de levedura a partir de 1,5%, resultaram em maiores
valores da atividade enzimatica. Entre as condi¢cdes estudadas, a que se
aproximou mais desses valores foram as concentracfes de 55% e 1,7% de

extrato de sisal e de levedura, respectivamente, atingindo aproximadamente
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6,9U/mL, valor proximo do previsto para a regido 6tima, que é de 8U/mL, nas
concentragOes estudadas. Assim, novos estudos deveréo ser realizados com uma
concentracdo maior de extrato de levedura, para verificar se sera possivel elevar
0s niveis de atividade enziméatica.

Neste estudo o extrato de sisal mostrou-se um substrato muito variavel,
interferindo bastante na producdo enzimatica. Acredita-se que essa variacao
possa estar relacionada a complexidade desse substrato. Residuos agro-
industriais possuem composi¢des complexas e assim podem mostrar um efeito
negativo no sistema global, devido a um incremento na concentragéo de alguns
constituintes que inibem a producédo enzimatica (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 a
gueda da producéo da enzima em altas concentracfes do extrato vegetal. Além
disso, deve-se levar em consideracdo a influéncia das variacbes sazonais e
diferencas das caracteristicas do solo de cultivo que séao fatores que podem
influenciar na composicao do extrato.

No entanto, vale destacar que os valores das atividades enzimaticas,
obtidos neste estudo, foram superiores aos encontrados por outros autores.
Sharma, Kainth e Gill (2006) compararam a producdo de inulinase, por
Streptomyces sp., utilizando inulina comercial com extrato de diversos vegetais
gue 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; chicéria 0,328U/mL; sendo estes comparaveis ao valor obtido
com inulina comercial (0,321U/mL) e o alho (0,524U/mL), o qual produziu, a maior
atividade enzimatica.

Cazetta et al. (2005) produziram inulinase por Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus utilizando extrato de yacon (Polymnia sanchifolia) como substrato,
alcancando 4,1U/mL de atividade enzimatica, nas concentracdes de 30% e 40%
(v/iv) havendo, acima dessas concentracfes (50%), decréscimo de 14% na
atividade enzimatica.

Gill et al. (2003) estudaram a producdo de inulinase extracelular por
Streptomyces GNDU 1, produzindo niveis de enzima em torno de 0,552 Ul/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. Caracterizacédo parcial enzimética

A caracterizacdo da inulinase foi realizada utilizando o extrato enzimatico
bruto obtido ap6s 96 horas, sob a melhor condi¢cdo experimental, com o objetivo

de se determinar o pH 6timo, temperatura 6tima e termoestabilidade.

Perfil 6timo de pH

A atividade enzimatica se manteve elevada entre os valores de pH de 2,0 a
4,0 sendo que neste ultimo, utilizando o tampéo citrato de sédio, obteve-se
atividade enzimatica maxima. A partir desse valor a atividade caiu
acentuadamente com valores aproximando-se de zero em pHs entre 8,0 a 10,0
(Figura 09).
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Figura 09- Efeito da variacdo de pH na atividade da inulinase produzida pela levedura
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571, utilizando extrato de sisal e extrato de levedura em
fermentacdo submersa, apds 96 horas de fermentacéo.
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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 méaxima foi alcancada na temperatura de 65°C. A
70°C, provavelmente, a enzima sofreu desnaturacdo perdendo bruscamente a

atividade enzimética como pode ser observado na Figura 10.
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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
fermentacdo submersa, ap6s 96 horas de fermentacéo.

Quanto a estabilidade térmica, pode-se observar na Figura 11, que a
enzima manteve-se pouco estavel nas trés temperaturas avaliadas, sendo que
este efeito foi melhor observado a 50°C, durante apenas 30 minutos. A enzima foi
reduzindo a estabilidade a medida que se aumentava a temperatura, sendo que
na temperatura de 60°C a enzima manteve-se estavel por menos tempo,
decaindo acentuadamente em pouco mais de 15 minutos, com valores préximos
de zero ap6s uma hora de incubacéo, apesar de 65°C ser a temperatura 6tima de

reacao.
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Figura 11- Estabilidade térmica da atividade inulinasica produzida pela levedura Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y 7571, utilizando Xarope de agave e extrato de levedura em fermentagéo
submersa, apos 96 horas de fermentacao.

A caracterizagdo da enzima é essencial tanto para o estabelecimento das
condicles de trabalho e aplicacbes, como para a determinacdo da temperatura e
pH 6timos e de estabilidade, em que se determinam valores 6timos de reacgéao.

As caracteristicas parciais da enzima estudada variam entre as espécies
produtoras e os substratos utilizados, porém resultados em torno dos que foram
obtidos neste estudo sdo encontrados na literatura. Santos (2002) realizou
estudos para caracterizar a enzima inulinase produzida por K. marxianus var.
bulgaricus ATCC 16045 verificando que, com relacdo ao pH, em tampao acetato
de sédio 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 maximas
atividades a 63°C e em relacédo a estabilidade térmica, a melhor temperatura para
a atividade foi 50°C.

Gill et al. (2003), avaliando a producdo de inulinase extracelular por
Streptomyces GNDU 1, observou temperatura e pH o6timos de 60°C 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 6tima de pH ficou entre 4,4 e 4,8.

Kushi et al. (2000) e Ettalibi e Baratti (2001) obtiveram atividade maxima
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
6tima de 55°C e um pH étimo de 4,5.

Sabe-se que altas temperaturas (em torno de 50°C) e baixos valores de pH
(em torno de 4,0), sdo condi¢cdes operacionais de grande interesse industrial
(VANDAMME e DERYCKE (1983). Em processos industriais, o tempo é um fator
importante e o estudo de termoestabilidade enzimética, em diferentes tempos de
incubacdo, € fundamental para determinar o quanto, e por quanto tempo, a
preparacdo enzimatica pode suportar as condi¢cdes aplicadas a industria de
interesse, sendo que temperaturas elevadas com maior estabilidade sdo as mais

desejadas nesses processos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho propOs-se estudar a producdo 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 enzimética, o crescimento celular, além de realizar a
caracterizacao enzimatica.

Entre as duas fontes de carbono estudadas, o xarope de agave
apresentou-se com bom potencial para aplicagdo na producao de inulinase por
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em fermentagcdo submersa. Utilizando
este substrato, a producdo enzimatica 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 consideragcdo que, nesses estudos, outros parametros
além da concentracéo da fonte de carbono e nitrogénio,foram investigados assim
como, foram desenvolvidos em condi¢cOes diferentes das que foram adotadas
neste estudo, como por exemplo, 0 uso de reatores, substratos pré-tratados, entre
outros. Dessa forma, sugere-se que valores mais elevados possam ser obtidos
envolvendo outras variaveis de estudo como agitacdo, aeragéo, inoculo, pH e
temperatura, bem como, a combinacdo com outras fontes de nitrogénio,
parametros estes, que poderédo ser investigados em estudos futuros.

Em relacdo ao extrato de sisal, a atividade maxima alcancada foi de
10,11U/mL, em 96 horas de fermentacdo submersa, nas concentracoes de 45%
de extrato de sisal e 2% de extrato de levedura no meio de cultivo. O substrato
apresentou muitas variacbes, ndo sendo possivel obter a sua otimizacdo. No
entanto, hd uma tendéncia de aumento de producédo, associada ao aumento das
concentracfes estudadas. Dessa forma, outros estudos complementares se
fazem necesséarios para o0 ajuste das concentracbes utilizadas no processo
fermentativo, acreditando ser possivel a otimizacédo da producdo enzimatica.

Em ambos os substratos as enzimas produzidas foram parcialmente
caracterizadas, apresentando caracteristicas desejaveis em enzimas de
aplicacdes industriais como, pH 6timo baixo (4,0), temperaturas 6timas elevadas

(60°C e 65°C) e estabilidade térmica em temperaturas ao redor de 50°C,
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caracteristicas estas que sao adequadas para evitar contaminacfes em
processos industriais.

Por fim, considera-se que o estudo foi relevante ao explorar novos
substratos e obter valores considerdveis de inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 em fermentagGes submersas. Sugere-se
gue novos estudos sejam desenvolvidos no intuito de explorar outros parametros
operacionais. A combinacéo dos resultados obtidos neste trabalho (otimizacao da
producdo enzimatica, avaliacdo do pH, temperatura e estabilidade térmica) pode
fornecer orientacdes Uteis no desenvolvimento desses estudos, como também, na

investigacado de novos substratos para a producéo de inulinase.
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