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velocidade especifica de consumo de substrato (g.g".h™)



RESUMO

Tendo em vista que a hidrdlise enzimatica da inulina pela atuagfo das exo-inulinases
pode produzir um xarope com elevado teor de frutose (até 95%), diversos grupos de pesquisas
vém se dedicando a investigar microrganismos capazes de produzir exo-inulinases € otimizar o
processo de produgido da enzima.

Baseado nisto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes meios e
condi¢des de cultivo de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 para producdo de exo-
inulinase. Temperatura, pH, suprimento de oxigénio, composi¢do do meio de cultivo e
concentragdo inicial de substrato foram os pardmetros estudados. Além disto, algumas
caracteristicas da enzima foram também determinadas.

A inulinase de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 apresentou comportamento
estavel por pelo menos 4 meses de estocagem a -20°C. A enzima extracelular mostrou-se estavel
até 55°C, enquanto que a enzima periplasmatica apresentou menor estabilidade térmica (até
45°C). Por outro lado, a temperatura € o pH Otimos de atuacdo de ambas as enzimas foram
semelhantes entre si € equivalentes a 55°C e pH 5,0, respectivamente. Os valores de K, € Viax »
obtidos para a enzima extracelular, foram da ordem de 7,8 mM e 193 gL'min’,
respectivamente.

Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 foi cultivado sob diferentes condigdes de
temperatura (28, 32, 37 e 45°C), sendo que a faixa compreendida entre 32 ¢ 37°C foi a mais
adequada para a sintese de inulinase, onde obteve-se valores de atividade enzimatica iguais a
9,65 e 9,40 U/mL, respectivamente. Evolugio espontinea do pH a partir do pH natural do meio,
assim como pH controlado em 4,5 foram também investigados. O controle do pH proporéionou
maior produgdo de enzima.

Diferentes concentragdes iniciais de inulina foram testadas (10, 20, 40 ¢ 60 g/L) e os
valores maximos de atividade enzimatica volumétrica (9 € 10 U/mL) e especifica (1.125 ¢ 1.212
U/mL) foram obtidos para as concentragdes de 10 ¢ 20 g/L. Um aumento da concentragdo de
substrato favoreceu a produgéo de etanol nas condigdes de fermentagéo utilizadas.

Diferentes concentragdes de bacto peptona (0 a 20 g/L) e extrato de levedura (0 a 10 g/L)
foram avaliadas com a finalidade de verificar o efeito desses nutrientes na producgio de

inulinase. Os resultados revelaram que, apesar do aumento da concentragdo de bacto peptona



favorecer a sintese da enzima, este ndo ¢ imprescindivel para o crescimento celular. No entanto,
a retirada do extrato de levedura do meio de cultivo ndo permitiu a formagdo de biomassa e,
conseqiientemente, a sintese da enzima. A substitui¢do do bacto peptona por uréia ou sulfato de
amonio levou a uma queda no crescimento celular e na atividade enzimatica. A mistura Prodex,
autolizado de leveduras, e farelo de arroz, foi utilizada como meio alternativo, de baixo custo,
para a produgdo de inulinase. O crescimento celular ndo foi afetado pela mudanga do meio, mas
a produgdo de enzima foi prejudicada, atingindo o valor de 2,2 U/mL em meio contendo 4%
farelo de arroz, 1,2% de prodex € 1% de inulina. Estes resultados sugerem que a produgéo de
inulinase por este microrganismo ¢é associada a presenga de determinados aminoacidos ou
grupos de aminoacidos no meio de cultivo.

Sendo a inulina um substrato de alto custo para a produgdo comercial de inulinase, 0
comportamento de K/uyveromyces marxianus ATCC 36907 foi investigado em meio contendo
extrato de chicoria como fonte de carbono. Independentemente da adigdo de sais a0 meio de
cultivo, o valor da atividade enzimatica total no ultrapassou 2,75 U/mL. Neste caso, a sintese da
enzima foi prejudicada, provavelmente, devido a presenga de substincias fenolicas formadas
durante o processo de extragao.

" Finalmente, avaliou-se a influéncia do suprimento de oxigénio no crescimento celular e
na atividade inulinolitica. Valores de K, a iguais a 21, 36 ¢ 89 h'] foram testados € os resultados
mostraram que o aumento do Kja favorece a formagdo de biomassa (7,5, 11,0 e 13,0 g/L

respectivamente) € de inulinase (6,5, 6,5 € 8,0 U/mL respectivamente).



ABSTRACT

Complete hydrolysis of inulin by a single step inulinase reaction, yields a syrup up to
95% of fructose. Therefore, a number of research groups have been investigating the
performance of microorganisms able to produce exo-inulinase and trying to optimize the
inulinase production process.

In this context, the purpose of this work is to evaluate different culture media and
fermentation conditions of the exo-inulinase production by Kluyveromyces marxianus ATCC
36907.

The effect of temperature, pH, oxygen transfer rate, medium composition and initial
inulin concentration was verified. Furthermore, some enzyme kinetics properties were
determined. _

The activity of the inulinase from Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 was
mantained stable over 4 months. The extracellular enzyme was stable at temperatures up to
55°C, while the periplasmic enzyme was less stable (up to 45°C). On the other hand, the effect of
temperature and pH on the enzyme activity was similar for both enzymes, 55°C and pH 5,0
respectively. The K, and V,,, values for the extracellular enzyme were found as being 7,8 mM
and 1,93 g.L "\ min™.

Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 was cultivated at different temperature
conditions (28, 32, 37 and 45°C). Temperatures beetween 32 and 37°C were the most suitable for
inulinase synthesis. The pH of the medium controlled at 4,5 promoted higher inulinase activity
when compared with no pH control.

The influence of initial inulin concentration (10, 20, 40 and 60 g/L) was tested. The
highest enzyme activity values were obtained at concentrations bellow 20 g/L. of inulin. Ethanol
production increased with increasing initial inulin concentration under these fermentation
conditions.

Different concentrations of bacto peptone and yeast extract were used in order to check
their effect on inulinase production. As the concentration of bacto peptone increased, a slight
increase in the enzyme synthesis and no changes in biomass concentration were observed. On
the other hand, yeast extract was absolutely necessary for yeast growth and for enzyme
production. When urea or ammonium sulphate were used as nitrogen source instead of bacto
peptone, the enzyme activity and cell growth decreased. A mixture of Prodex and rice bran was
used as an alternative medium for inulinase production. However, no effect was observed on
biomass formation, while inulinase yield was negatively affected. These results suggest that
inulinase production is associated to a group of aminoacids or to a specific aminoacid present in
the medium.

Based on the high price of inulin, the behaviour of Kluyveromyces marxianus ATCC
36907 was investigated in a culture medium containing chicory extract as inulin source. In this
case, the inulinase synthesis was reduced, probably due to phenolic substances formed during the
extraction process.

Finally, the influence of the oxygen transfer rate on growth and enzyme activity was
investigated. K a values from 21 to 89 h™' were tested and the results showed that an increase of
K;a is favorable to biomass and inulinase formation.



I. INTRODUCAO

Ha séculos, o agucar mais comumente utilizado vem sendo a sacarose, extraida de
cana-de-agucar ou de beterraba. Todavia, devido aos problemas de cariogénese,
arteriosclerose e diabete, causados pela sacarose, inimeros trabalhos comecgaram a ser
realizados com o objetivo de se produzir agucares alternativos. Esta busca dos
pesquisadores por adogantes mais saudaveis levou ao aparecimento do xarope de frutose e
se constituiu em um marco na industria de alimentos (VANDAMME & DERYCKE, 1983).

O desenvolvimento do processo de obtengdo do xarope de frutose teve ainda como
incentivo econdmico as flutuagdes no preco da cana-de-agucar € a necessidade de se
desenvolver um processo de utilizagdo do amido de milho, matéria-prima abundante na
América do Norte (WHITE, 1992). Atualmente, o milho ¢ a matéria-prima mundialmente
usada para produggo de xarope de frutose, o qual ¢ chamado “High Fructose Corn Syrup”
(HFCS). Fontes alternativas de amido, tais como arroz, trigo e batata, sdo usadas em
locais onde essas matérias-primas sdo mais abundantes e baratas que o milho. Neste caso,
o xarope obtido ¢ denominado simplesmente “High Fructose Syrup” (HFS) (WHITE,
1992).

Estes processos t€ém como base a hidrolise do amido, sendo a glicose o produto
final da reagdo hidrolitica. Esta hidrdlise ocorre sob a agdo das enzimas termoestaveis o.-
amilase e amiloglicosidase. A glicose € convertida, pela ag¢do da xilose isomerase, em uma
mistura contendo 42% de frutose, 50% de glicose € 8% de outros agucares. A frutose &,
entdo, seletivamente separada por cromatografia de troca idnica. Este processo, no
entanto, s6 se tornou possivel nos anos 60/70 com os avancos das tecnologias de
isomerizagdo e separa¢do por cromatografia (WHITE, 1992). Além do baixo rendimento
do processo, o controle de pH, temperatura, sélidos e inibidores, assim como a adi¢fo de
ativadores, se faz necessario em cada uma das etapas, para garantir a eficiéncia do
processo, onerando, porém, os custos de producdo (COKER & VENKATASUBRAMANIAN,

1985).



Dessa forma, esforcos foram realizados no sentido de se obter um xarope com
maior concentragdo de frutose, o que levou a produgéo do “Ultra High Fructose Glucose
Syrup” (UHFGS). Isto foi possivel através da reciclagem do xarope de glicose por um
reator de xilose isomerase, onde aumenta-se o contetido de frutose, elevando-se porém, o
conteudo de oligossacarideos (VANDAMME & DERYCKE, 1983).

Uma alternativa mais atraente para a producdo de frutose ou UHFGS ¢ a hidrolise
da inulina pela a¢do das exo-inulinases. A inulina, polimero de frutose com uma unidade
de glicose terminal, é encontrada em culturas como alcachofra de Jerusalém, chicoria e
dalia, entre outras. Devido a presenga de uma unica molécula de glicose na cadeia, a
hidrélise completa da inulina exige uma Unica etapa enzimatica e rende um xarope com
teor de frutose até 95% (KIM & RHEE, 1989).

As exo-inulinases, comumente chamadas apenas de inulinases, si0 enzimas
responsaveis pela clivagem da molécula de inulina a partir da extremidade ndo redutora
do polimero, liberando unidades de frutose. Estas enzimas podem-ser produzidas por
fungos, bactérias e leveduras, sendo que alguns fungos e bactérias produzem uma mistura
de endo e exo-inulinases. Dessa forma, as leveduras tém sido os microrganismos mais
estudados para a producfo de exo-inulinases. Dentre as leveduras, aquelas pertencentes
ao género Kluyveromyces, principalmente da espécie Kluyveromyces marxianus, t€m
despertado grande interesse industrial devido as suas caracteristicas fisiologicas e
acessibilidade genética (ROUWENHORST, 1990).

Com base nestas evidéncias, o principal objetivo deste trabalho € a defini¢do das
condig¢des de cultivo adequadas para a produgdo de exo-inulinase por uma linhagem pre-
selecionada da levedura Kluyveromyces marxianus. Para tanto, foi estudado em detalhes:
¢ influéncia da temperatura, pH, suprimento de oxigénio € concentragdo inicial de

substrato;
¢ influéncia da concentracdo de nutrientes;

Q caracteristicas cinéticas da enzima.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

II. 1 FRUTOSE E XAROPE DE FRUTOSE

A sacarose, obtida a partir de cana-de-agtcar ou de beterraba, é o mais importante
dos agurares, apresentando, porém, alguns aspectos negativos, tais como: é um agucar
cariogénico, contribui para a arteriosclerose, leva a obesidade se consumido em excesso €
seu uso ndo € conveniente para diabéticos (VANDAMME & DERYCKE, 1983). »

Dessa forma, a busca de agucares alternativos tem sido constante nos ultimos anos.
Adogcantes sintéticos tais como, sacarina, aspartame e Acesulfame K, Sem nenhum valor
nutritivo, vém sendo desenvolvidos, mas existe uma tendéncia para o consumo dos
agucares naturais. Além disso, estes compostos ndo sdo produzidos em quantidades
suficientes para se avaliar sua aplicabilidade na dieta humana (VANDAMME & DERYCKE,
1983; WHITE, 1992).

Poliois como xilitol (BAR, 1986) e sorbitol (DWIVEDI, 1986), tém substituido a
sacarose em alguns produtos como balas, gomas de mascar e produtos para diabéticos,
enquanto que o xarope de frutose encontrou sua principal aplicagdo na industria de
bebidas (WHITE, 1992).

Nos EUA, houve um crescimento notivel no consumo de xarope de frutose
(HFCS) nos ultimos 15 anos, devido ao alto preco do agucar no inicio dos anos 70. A
industria de bebidas, particularmente os refrigerantes, oferece ainda um crescimento
potencial (COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985; WHITE, 1992). Além disso, a frutose
tem demonstrado ser o mais adogante de todos os agucares encontrados na natureza
(VANDAMME & DERYCKE, 1983; SCHIWECK, 1988; RUMESSEM, 1992; HANOVER, 1992),

suscitando o interesse de inumeros grupos de pesquisa.



IL. 1.1 Propriedades da frutose

Por definiggo, frutose € uma ceto-hexose, cuja formula molecular é CgH120g € 0
peso molecular ¢ igual a 180,16 Da. E conhecida também por levulose ou agiicar das
frutas, sendo um constituinte frequiente dos oligossacarideos (inulina ou frutanos) e
comum em muitas plantas (RUMESSEM, 1992). A Tabela 1.1 mostra os percentuais de

glicose e frutose encontrados em alguns produtos naturais.

TABELA IL.1 Percentual de frutose e glicose em vegetais.

Glicose (%) Frutose (%)
Magca 1,1-1,7 6,0-6,1
Banana 5.8 3.8
Amora preta 2,5-3,3 2,2-2.9
Uva 6,8-8,8 7.2-7.8
Péra 1,0-2,4 6,7-7,0
Cereja (doce) 4,7-6,5 7,2-7,4
Tomate 1,1 1.3
Cenoura 0,25 0,46
Alface 0,85 0,85

Fonte : HANOVER ,1992,

A Figura II.]1 mostra as varias formas da D-frutose. Cinco formas isoméricas sio
conhecidas, incluindo a cadeia aberta. A forma cristalina da frutose ¢ denominada B-D-
frutopiranose. Quando em solugdo, ela sofre mutarrotagdo originando outros trés
tautomeros : a-D-frutopiranose, B-D-frutofuranose \e a-D-frutofuranose. O equilibrio
entre estas estruturas ¢ func¢fo apenas da temperatura. Sendo que a forma cristalina
(pirano) ¢ mais doce que a forma furano e que o aumento de temperatura leva a
diminui¢éo do teor de frutofuranose, a utilizagdo da frutose em refrigerantes é de especial
interesse (VANDAMME & DERYCKE, 1983; SCHIWECK, 1988, HANOVER, 1992).

A Tabela I1.2 apresenta o poder adogante de diversos aglicares comparados com 0
da sacarose, onde pode-se observar que a frutose ¢ 1,5 a 2 vezes mais doce que a sacarose

e 2 a 3 vezes mais doce que a glicose (VANDAMME & DERYCKE, 1983; HANOVER, 1992).



Além do mais, a frutose apresenta varias vantagens sobre os aglcares convencionais para
0 consumo humano. |

O seu alto poder adogante leva a produc¢io de alimentos e bebidas com menor teor
calorico (produtos dietéticos), indicados no controle de peso em obesos (SCHIWECK,
1988). E menos cariogénica que a sacarose, pode mascarar o sabor amargo deixado pela
sacarina e pode, ainda, ser utilizada por diabéticos (VANDAMME & DERYCKE, 1983,
SCHIWECK, 1988; HANOVER, 1992). A frutose é mais solavel e higroscopica que a
sacarose e, consequentemente, mais dificil de cristalizar (VANDAMME & DERYCKE,
1983).

A frutose ¢ usada ainda na nutricdo de atletas. Devido a baixa elevagdo pds
prandial do nivel de agucar no sangue apos a ingestdo da frutose, ou de alimentos
contendo frutose, o nivel de aglcar no sangue permanece praticamente constante,
assegurando um suprimento 6timo de energia ao organismo, especialmente em casos da

pratica de esportes (SCHIWECK, 1988).

oH OH

A~cH,0H HO
OH o> GHL0H 2
. &=3

~CH O

HO HO oH

HOCH
HCOH
'//‘ HCOH '\\'

CH,OH
2 HOCH, /O\_ cH,0H

HOCH, Q 0OH
@ CH,0H Won

" HO HO

$-D-fructopyrances e ~O-frucinpyTenoan

$-D-tructolurancsae e ~O-f{ructofurancaes

FIGURA IIL.1 Formas tautoméricas da D-frutose em solugéo.



TABELA I1.2 Poder adogante de diferentes aglcares.

Agucar Poder adogante*

Frutose 120-180
Sacarose 100
Xarope de frutose (55% de frutose) 99
Xarope de frutose (42% de frutose) 92
Dextrose 60-70
Sorbitol : 60
Xilose : ' 70
Xilitol 90
Lactose 16-30
Xarope 63 DE 45
Xarope 42 DE 30

* Valores referentes a sacarose (100%). Fonte : HANOVER, 1992.

A hidrogenagdo catalitica da frutose produz manitol como principal produto. Este
poliol ¢ um adogante valioso pois ndo ¢ higroscopico nem cariogénico € apresenta baixo
teor de caloria (FUCHS, 1989). A partir de frutose, pode-se também obter alkil-
frutosideos de cadeia longa. Estes, além de serem biodegradaveis, podem ser utilizados
como agentes surfactantes ndo toxicos (Laloux, 1992).

A frutose participa de um fendmeno conhecido como sinergismo, complementando
o poder adogante de outros agicares em formulagdes. Quando isto acontece, o sabor doce
percebido da mistura dos adogantes € maior do que o sabor obtido individualmente. Isto
permite uma ampla aplicabilidade da frutose cristalina em produtos como: cereais,
bebidas carbonatadas ou nfo, produtos de panificagdo, iogurtes, achocolatados,

confeitarias, gelatinas, etc (HANOVER, 1992).

11.1.2 Metabolismo da frutose
A frutose consumida via oral ¢ absorvida por difusfo no intestino delgado em
velocidade menor que a sacarose ou a glicose, porém mais rapidamente que os polidis

sorbitol, xilitol € manitol (SCHIWECK, 1988).



A frutose € primeiramente metabolizada no figado e as etapas iniciais sdo
independentes da insulina. No figado, uma frutoquinase especifica converte frutose em
frutose-1-fosfato que €, entdo, clivada em duas trioses. Estas sdo utilizadas por diferentes
vias metabolicas dependentes da insulina. Em pessoas saudaveis, a maior parte da frutose
(depois da conversdo a glicose) ¢ estocada no figado e nas células musculares na forma de
glicogénio. Isto explica porque a ingestdo de frutose ¢ seguida por um ligeiro aumento do
nivel de glicose no sangue e da secregdo de insulina. Devido a absorgfo lenta, transporte
direto para o figado e rapida metabolizagdo, a frutose é adequada como carboidrato para

diabéticos (SCHIWECK, 1988).

IL1.3 Produc¢io, propriedades e aplicacdes do xarope de frutose

O xarope de frutose assumiu uma posi¢do proeminente na dieta humana como
nenhum outro agtcar desde a substituicdo do mel de abelha pela sacarose (COKER &
VENKATASUBRAMANIAN, 1985; WHITE, 1992).

A matéria-prima mais utilizada mundialmente para produgio de xarope de frutose
¢ o milho. O xarope de frutose derivado especificamente do amido de milho é chamado de
HFCS (High Fructose Corn Syrup), enquanto que o xarope proveniente de outras fontes é
denominado HFS (High Fructose Syrup) (WHITE, 1992).

Inicialmente, o processo de obtengdo do xarope de frutose envolvia a utilizagio de
acidos minerais para hidrolisar o amido, gerando um produto de baixa qualidade e sabor
estranho. Em 1940, Dale e Langlois obtiveram uma patente pelo desenvolvimento de um
processo de hidrdlise acida-enzimatica, o que significou grandes melhoras na conversio
de amido em xarope (COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985; WHITE, 1992). A
descoberta, isolamento e aplicacdo de varias enzimas carboidrases no processo de
hidrdlise, resultaram no desenvolvimento de novos xaropes derivados do amido. Estas
enzimas, principalmente o-amilase e amiloglicosidase, usadas isoladamente, em

sequéncia ou em combinagdes, permitiram a produgdo de uma gama de composi¢des de



xaropes com diferentes propriedades, conforme mostra a Tabela I1.3 (COKER &

VENKATASUBRAMANIAN, 1985; WHITE, 1992).

TABELA 11.3 Propriedades Fisicas € Quimicas do xarope de frutose (HFS).

HFS (% frutose)
Composigdo € 42 55 80 90 95
Propriedades
Dextrose (%) 53 41 18 9 4
Frutose (%) 42 55 80 90 95
Oligossacarideos(%) 5 4 2 1 1
Solidos (%) 71 77 77 77 77
Umidade (%) 29 23 23 23 23
pH 4,0 4,0 3,5 3,5 3,5
Cinzas (%) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Cor RBU max 25 25 35 35 25
Poder adogante * 92 99 106
Densidade 20°C 1,346 1,384 1,384 1,407 1,385
(Kg/L)
Solidos, (Kg/L) 0,955 1,065 1,065 1,125 1,067
Viscosidade
27°C, (cP) 160 800 600 575

* Referente a sacarose (100%) a 10% m.s. e temperatura ambiente.

Fonte: WHITE, 1992,

A Figura I1.2 apresenta o fluxograma do processo de obteng¢io do xarope de frutose
a partir de amido. O amido € hidrolisado a glicose em um processo multi-estagio,
envolvendo as enzimas termoestdveis «-amilase e amiloglicosidase (etapa de
sacarificacdo) e, entfo, convertido pela agdo da enzima imobilizada D-(+)-xilose
isomerase em uma misfura contendo 42% de frutose, 50% de glicose € 8% de outros
agucares (VANDAMME & DERYCKE, 1983; COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985).
Com o }intuito de obter produtos com niveis mais elevados de frutose, ¢ necessario

concentrar seletivamente a frutose. Técnicas comuns de separagdo (utilizagdo de carvio



ativo ou 6xido de ferro) ndo séo aplicaveis neste caso, uma vez que estas ndo diferenciam
os dois isOmeros de mesmo peso molecular (glicose e frutose) (COKER &

VENKATASUBRAMANIAN, 1985).
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FIGURA I1.2 Representagdo esquematica do processo de obtengdo do xarope de frutose a partir
do amido. :

No entanto, a frutose forma preferencialmente um complexo com cations, como o
Ca'™. Este fato foi explorado comercialmente para desenvolver processos € combinar
esta propriedade da frutose com tecnologias de separagdo, como por exemplo, a separa¢io
por troca i0nica (COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985). Uma vez definido o processo
de separacdo, a frutose passou a ser seletivamente separada por cromatografia de troca
i0nica, resultando em xaropes com até 90% de frutose, tendo como residuo um xarope de
glicose com uma pequena fragdo de frutose e outros oligossacarideos (VANDAMME &
DERYCKE, 1983). Reciclando-se o xarope de glicose através do reator de xilose
isomerase, o teor em frutose ¢ aumentado, mas também o conteudo de oligossacarideos

(VANDAMME & DERYCKE, 1983). Este xarope com alto teor de frutose € conhecido como
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UHFGS (Ultra High Fructose Glucose Syrup). O processo de mistura dos xaropes
contendo 42% e 90% em frutose € realizado para obtengéo de produtos com outros teores
de frutose e¢ dextrose. As etapas do processo sdo ligadas por uma série de operagdes
unitdrias, necessdrias para manter a integridade das enzimas, resinas de troca idnica e
produtos (WHITE, 1992).

O xarope contendo 42% de frutose predominou comercialmente desde a sua
introdu¢do no mercado em 1967 até 1982. Sua maior aplicagdo ocorria no setor
alimenticio, em produtos que fazem uso de um adogante liquido. No periodo
compreendido entre 1980 e 1983, houve um crescimento acentuado do uso de xaropes
mais concentrados (55% de frutose). O desenvolvimento desta segunda geragio de
xaropes com niveis de frutose mais elevados extendeu suas possibilidades de aplicagdo
em muitos produtos. Isto ocorreu, particularmente, com a substitui¢do da sacarose pelo
HFCS com 55% de frutose em refrigerantes. A partir dai, muitos fabricantes passaram a
produzir xaropes com teor de frutose elevado (80 a 95% de frutose). O xarope contendo
90% de frutose encontrou uma ampla aplicagdo na industria alimenticia, especialmente
~como adogante para produtos de baixo teor caldrico e de elevado poder adogante, tais
como geléias e gelatinas (COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985), estimulado ainda
por suas propriedades funcionais, que permitiram a sua aplicagdo em varios setores
industriais. Dentre estas propriedades estdo o alto poder adogante, viscosidade,
higroscopicidade, fermentabilidade, desenvolvimento de cor e aromas e propriedades
coligativas (WHITE, 1992). |

A aplicagdo do xarope de frutose abrange ainda, uma ampla faixa de produtos e
setores industriais, tais como os descritos a seguir (WHITE, 1992):

* bebidas alcoolicas e destiladas
* bebidas nfo alcodlicas

* ra¢do animal

* cereals

* bolos, biscoitos, pées e outros produtos de panificagio
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* farmacos, produtos fermentados, “shampoos”, solventes orgénicos, xaropes
medicinais,etc.

Com este amplo espectro de aplicagdes, acredita-se que o agucar convencional
continue a ser substituido pelo xarope de frutose, particularmente no setor de alimentos
processados. Torna-se, entfo, necessario baratear os custos de produgio, o que pode ser
obtido através da redugdo do numero de operagdes unitarias envolvidas no processo. Para
tanto, uma alternativa atraente para a produggo de xarope de frutose € a hidrolise quimica

ou enzimatica da inulina (COKER & VENKATASUBRAMANIAN, 1985).

I1.2 INULINA

I1.2.1 Propriedades

A inulina ¢ um polimero de origem vegetal que serve como carboidrato de reserva
de vérias plantas, particularmente de exemplares das familias Compositae e Gramineae.
Dentre estes, destacam-se a alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.), a chicdria
(Cichorium intybus L.), a dalia (Dahlia pinnata cav.) e o dente de ledo (Taraxacum
officinale) (VANDAMME & DERYCKE, 1983; RUMESSEM, 1992). Além destas plantas,
pode-se citar ainda o agave (Agave azul tequilana), que apresenta aplicagdo industrial.
Embora as inulinas sejam principalmente de origem vegetal, existem frutanos do tipo
inulina de origem flngica e bacteriana (FUCHS et al., 1985).

A 1nulina ¢ formada de residuos de D-frutose unidos por ligagdes glicosidicas B-
2,1, com um residuo terminal de glicose, o qual esta ligado a frutose por uma ligagdo
glicosidica a-1,2 (RUMESSEM, 1992). A férmula estrutural da inulina se encontra

representada na Figura I1.3.
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FIGURA I1.3 Formula estrutural da molécula de inulina.

Teoricamente, a inulina deve conter no minimo 30 unidades de agucar, podendo
chegar at¢ 50 unidades (RUMESSEM, 1992), enquanto que nas levanas (polimeros de
frutose unidos por ligagdes B-2,6), o grau de polimerizagdo pode exceder a 100. O
comprimento médio da cadeia de inulina varia em fun¢do da planta e da esta¢do do ano.
Segundo BACON & LOXLEY, citados por VANDAMME & DERYCKE (1983), durante a
estocagem dos tubérculos de alcachofra de Jerusalém ou das raizes de chicoria ou dente
de ledo, ocorre uma queda no grau de polimeriza¢do da inulina. O mesmo fenémeno foi
observado por WHISTLER & SMART (1953) apds estocagem de tubérculos de alcachofra
de Jerusalém. Além disto, os autores verificaram que os tubérculos contém cerca de 65%
de inulina no verdo, mas esta concentragdo comega a decrescer quando as folhas caem no
outono, atingindo o valor de 55% no inverno. GUPTA et al.(1989), relataram que a
concentracdo de frutose livre aumenta consideravelmente nas raizes de chicéria colhidas
no estagio de maturagdo, diminuindo o teor de inulina. Por outro lado, os autores afirmam
que as raizes colhidas na época do pré-florescimento, apresentam uma composi¢do em
inulina mais elevada. Este fendmeno €, provavelmente, resultado da agdo da atividade

inulinolitica da propria planta.
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| Devido a esta grande varia¢do no comprimento da cadeia, o peso molecular da
inulina varia geralmente entre 3.500 e 5.500 Da (VANDAMME & DERYCKE, 1983),
podendo alcangar 6.000 Da (ZITTAN, 1981; FUCHS et al., 1985). Por outro lado, as
inulinas produzidas por microrganismos tém maior peso molecular (~2.107 Da) (FUCHS et
al., 1985).

A inulina pura ¢ praticamente insoliivel em agua fria, mas pode ser facilmente
dissolvida em 4gua quente. A hidrélise da inulina pode ser feita em meio acido (pH 1-2),
apos 2 horas de incubagfo a temperatura de 80 a 100°C, levando, no entanto, a formag¢io
de difrutosedianidrido, sub-produto indesejado, e colora¢do, que reduzem a qualidade do

produto e o rendimento em frutose (ZITTAN, 1981).

I1.2.2 Utiliza¢ao industrial

Apesar da presenga da inulina em numerosas mono e dicotiledOneas, poucas
espécies contém uma quantidade de frutanos que permite a utilizagdo de uma técnica
rentavel de extragfo. Isto explica, em grande parte, porque os frutanos ndo sdo utilizados
como matéria-prima em nivel comparavel ao amido. A inulina deve ser considerada, ndo
apenas uma fonte potencial de frutose cristalina ou de xarope com alto teor de frutose,
mas também um insumo em setores ndo-alimenticios (FUCHS, 1989; LALOUX, 1992).

No Meéxico, 20.000 ha de agave, em média, sdo cultivados para produgdo de
tequila uma bebida alcodlica obtida pela destilagdo do suco de agave fermentado. A
inulina do suco ¢ fermentada a etanol pelos microrganismos presentes naturalmente na
planta, provavelmente leveduras do género Kluyveromyces (LALOUX, 1992).

A Tabela I1.4 apresenta as trés classes de transformag@o da molécula de inulina:
transformagfio sem hidrolise prévia (I1.2.2.1), com hidrolise parcial (11.2.2.2) e com

hidrdlise total (I1.2.2.3).
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TABELA 114 Transformag¢des quimicas e microbianas da inulina e suas aplicagdes.

Transformagio

Produto/Aplicagdo

I1.2.2.1 sem hidroélise

11.2.2.2 com hidrélise
parcial

I1.2.2.3 com hidrolise
total

a. sem modificagido

b. conjugacdo
c. ciclizacdo

d. derivatizacdo
e. hidrogenagdo

hidroélise limitada

a.fermentacdo microbiana

b. desidratagdo
c.desidratacdo/reidratagéo
d. sem modificagdo

utilizacdo médica ou
alimentar

utilizagdo médica
cicloinulo-
oligossacarideos
policarboxilatos
glicerol

fruto-oligossacarideos

etanol e outros

hidroximetilfurfural
acido levulinico
xarope de frutose

Fonte: FUCHS, 1989.

I1.2.2.1 Transformagdes da inulina sem hidroélise prévia

a. A mnulina de alto peso molecular ndo pode ser metabolizada pelos animais sem hidrolise

prévia, uma vez que estes ndo dispdem da enzima inulinase no organismo. Por mais de

meio século, a inulina vem sendo utilizada em testes para diagnosticar a fung¢fo renal.

Atualmente, ¢ utilizada, principalmente, no controle de qualidade de membranas

dialisadas em rins artificiais. A inulina comeca também a ser utilizada como fibra, sendo

incorporada em alimentos como chocolate e praliné ou em cosméticos (FUCHS, 1989).

b. Drogas a base de inulina t€m sido utilizadas na cura de doencas urogenitais (FUCHS,

1989).
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c. KAWAMURA & UCHIAYAMA. (1989) relataram a forma¢do de cicloinulo-
oligossacarideos a partir de inulina, através de uma reagdio intramolecular de
transfrutosilagdo por uma enzima extracelular de Bacillus circulans. Todavia, até o

momento, ndo ha mengdo do potencial de aplicacdo dos ciclo-oligossacarideos.

d. Comparativamente ao amido, a inulina ¢ sujeita a varias modifica¢des e derivagdes.
Sendo assim, a oxidagéo da inulina forma um policarboxilato apresentando a propriedade
de complexar o célcio, ion que podera ser substituido pelo fosfato na quimica de producdo

dos detergentes (LALOUX, 1992).

e. Em 1967, Van Ling mostrou que a hidrogenagio da inulina produzia glicerol, 1,2-

propanodiol e glicol, que tém aplicagfo na industria quimica (FUCHS, 1989).

11.2.2.2 Transformagdes da inulina por hidrélise parcial

Fruto-oligossacarideos com grau de polimerizagdo até 5 tém sido comercializados
sob o nome de Neosugar. Estes fruto-oligossacarideos sintéticos contém 2 a 4 residuos de
frutose ligados a uma molécula de glicose e sdo atualmente produzidos a partir da
sacarose, através de uma reagdo de transfrutosilagdo, utilizando a enzima fungica
frutosiltransferase (HIDAKA & HIRAYAMA, 1991). Todavia, segundo os autores, estes
acucares podem ser obtidos com maior grau de pureza a partir da inulina, pela ag¢do de
endo-inulinases. Este adogante ndo ¢ metabolizado, mas € seletivamente utilizado por
bifidobactérias no intestino grosso. Estudos clinicos t€ém mostrado que a administragfo de
fruto-oligossacarideos contribui para a microflora intestinal, causando alivio da
constipagdo, melhorando a composigdo lipidica do sangue e suprimindo a produgdo de
substincias putrefativas no intestino, tanto de animais como do homem (HIDAKA et al.,

1986).
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I1.2.2.3 Transformacgdes da inulina por hidroélise total
a. Devido & degradagdo da inulina por numerosos microrganismos (bactérias, fungos e
leveduras), diferentes tipos de fermenta¢io microbiana sdo conhecidos. Muitas das
espécies de leveduras, ndo apenas hidrolisam inulina a frutose como também sio capazes
de fermentar o mondmero a etanol (GUIRAUD et al., 1981; DUVNJAK et al., 1981). Por
1ss0, nos ultimos anos, o interesse pela produgdo de etanol a partir de inulina, usando
estas espécies, aumentou consideravelmente (ECHEVERRIGARAY & TAVARES, 1985;
BOURGI et al., 1986). Segundo FUCHS (1989), com base nos dados de produgio de etanol
por Kluyveromyces marxianus ¢ dados de produgdo de alcachofra de Jerusalém e
chicoria, um potencial de produgéo de mais de 6.000 litros de etanol por hectare cultivado
por ano € possivel. Isto significa que se a produgdo de etanol se tornar economicamente
viavel, estas culturas contendo inulina competirdo com a maioria das culturas utilizadas
industrialmente.

Acido glicdnico e sorbitol foram simultaneamente produzidos a partir de glicose e
inulina (alcachofra de Jerusalém) usando glicose-frutose oxidorredutase de Zymomonas
mobilis e inulinase (KIM & KiM, 1992). Estes produtos encontram aplicagdo na industria

alimenticia, de cosméticos e farmacéutica.

b. Um dos produtos mais versateis de conversdo da frutose é o 5- hidroximetilfurfural
(HMF), que se forma pela desidratacdo da inulina sob aquecimento ou da frutose em meio
acido. O HMF ¢ um composto chave da quimica dos furanos e apresenta, assim como
seus derivados, um potencial interessante na industria de detergentes e de cristal liquido

(FucHs, 1989).

c. Por subseqiiente reidrata¢do do HMF, forma-se 4cido levulinico, que também pode ser

transformado, entre outros compostos, em poliésteres e poliamidas (FUCHS, 1989).
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d. Devido a presenga de uma unica molécula de glicose na cadeia de inulina, a hidrolise
completa produz um xarope com até 95% de frutose (KIM & RHEE, 1989). Este fato
podera permitir a fabricacdo do xarope de frutose a partir de inulina, em concorréncia
com a produc¢do de xarope com alto teor de frutose (UHFGS) a partir do amido. Conforme
descrito anteriormente, a hidrolise quimica da inulina a frutose apresenta certas
desvantagens, como o aparecimento de difrutosedianidrido (sub-produto indesejavel),
formagdo de cor e odor, justificando, portanto, a utilizagdo da hidrolise enzimatica pelas

inulinases microbianas (VANDAMME & DERYCKE, 1983).
IL.3 INULINASE (2-1 B-D-FRUTOFRUTANOHIDROLASE EC 3.2.1.7)

Muitas inulinases capazes de hidrolisar a inulina tém sido descritas na literatura,
sendo encontradas em raizes e tubérculos de plantas que contém inulina (CLAESSENS et
al.,1990) e em diversas espécies microbianas (GROOTWASSINK & HEWITT, 1983; VULLO
etal.,1991).

As enzimas hidroliticas podem ser classificadas, de acordo com seu modo de agéo,
como endo ou exo enzimas. Neste contexto, as inulinases também sdo classificadas como
endo-inulinases e exo-inulinases, resultando, de sua agfo sobre a inulina, oligbmeros de
frutose ou apenas frutose, respectivamente (VANDAMME & DERYCKE, 1983).

As exo-inulinases desempenham um importante papel na hidrolise da inulina, uma
vez que elas separam as moléculas de frutose a partir do terminal ndo redutor da cadeia de
inulina, quebrando as ligagcdes P-2,1. A liberagdo da frutose ocorre segundo um
mecanismo em cadeia, sob uma ampla faixa de pH e temperatura (GUIRAUD & GALZY,
1989).

Como algumas inulinases microbianas apresentam atividade sobre a sacarose, elas
se assemelham a invertase (ROUWENHORST, 1990). No entanto, as invertases apresentam
fraca ou nenhuma atividade sobre polimeros de frutose (SNYDER & PHAFF, 1960;

GROOTWASSINK & FLEMING, 1980; GROOTWASSINK & HEWITT, 1983; FUCHS et al.,
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1985). Para distinguir invertase de inulinase, utiliza-se uma relag¢@o S/I (atividade relativa

sobre sacarose e inulina), que é calculada da seguinte forma:

S/I= unidades totais de atividade invertase/unidades totais de atividade inulinolitica.
Valores de S/I para invertase sdo elevados, enquanto que baixas relagdes (S/1<50)

indicam que a enzima em questdo ¢ inulinase (VANDAMME & DERYCKE, 1983).
11.3.1 Caracteristicas das exo-inulinases

I1.3.1.1 Estabilidade com o tempo

A estabilidade da inulinase contida em células livres e imobilizadas de
Kluyveromyces marxianus, em relagdo ao tempo, foi determinada por BAJPAI &
MARGARITIS (1985) a temperatura ambiente e a 4°C, pela realizago periodica do teste de
atividade enzimatica. A 4°C néo houve perda da estabilidade por um periodo de 30 dias e,
a temperatura ambiente, apenas 6% da atividade original foi perdida.

EFSTATHIOU et al. (1986) avaliaram a estabilidade da inulinase soluvel, nio
dialisada, de Clostridium acetobutylicum com o tempo e verificaram que a enzima perdeu
rapidamente a atividade a 4°C ou - 20°C. Todavia, ela manteve-se estavel por varios
meses a 4°C, em presenga de tampao acetato 0,1M, pH 5.0.

Segundo MANZONI & CAVAZZONI (1988), as enzimas brutas provenientes de
Candida kefyr, Candida pseudotropicalis var lactosa, Kluyveromyces cicerisporus e
Kluyveromyces fragilis se mostraram estaveis por, pelo menos, 5 meses a - 20°C. A 10°C,

a estabilidade foi totalmente mantida por, pelo menos, 1 més.

I1.3.1.2 Estabilidade com a temperatura
De um modo geral, hA um consenso na literatura quanto a manutengdo da
estabilidade da enzima em temperaturas mais altas (por volta de 50°C). Esta caracteristica

¢ de grande interesse industrial, uma vez que os riscos de contaminagdo em reatores sdo
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diminuidos e a solubilidade do substrato inulina é aumentada (VANDAMME & DERYCKE,
1983).

Segundo SNYDER & PHAFF (1960), testes preliminares mostraram que a inulinase
de Saccharomyces fragilis ¢ razoavelmente estavel a 50°C e rapidamente destruida a
70°C. Os dados mostram, também, que tanto a enzima intracelular quanto a extracelular
apresentam o mesmo comportamento.

NEGORO & KITO (1973a), estudando a estabilidade da inulinase intracelular de
Candida kefyr, concluiram que, apos incubagdo da enzima por 10 minutos em diferentes
temperaturas, esta se mantém estavel até 55°C, perdendo rapidamente a atividade em
temperaturas acima de 60°C.

Inulinases extracelulares de C. kefyr e C. pseudotropicalis, estudadas por
MANZONI & CAVAZZONI (1988), apresentaram boa estabilidade a 45 e 50°C,
respectivamente.

Nenhuma perda na atividade foi observada por ROUWENHORST et al. (1988),
quando inulinases (intracelular, extracelular e ligada a parede) de K. marxianus CBS
6556 foram incubadas por 8 horas a temperaturas de até 50°C. Incubag¢fo em
temperaturas mais elevadas levou a inativagdo das enzimas.

GUPTA et al. (1994a) avaliaram a estabilidade da inulinase (bruta, purificada e
imobilizada) obtida de K. fragilis. A inulinase bruta foi a mais estavel para as diferentes
temperaturas testadas (25, 50, 55 e 60°C). Diferentemente, KiIM & RHEE (1989)
estudaram a estabilidade térmica da exo-inulinase imobilizada e soluvel de Aspergillus
ficuum, mantendo as enzimas incubadas por 5 horas na faixa de temperatura entre 5 €
70°C. A primeira permaneceu estdvel até 40°C, decrescendo em temperaturas mais
elevadas. A inulinase soluvel, porém, revelou ser ligeiramente menos estavel do que a
enzima imobilizada.

Exo-inulinase intracelular de Scytalidium acidophilum manteve-se estavel em até 6
horas de incubagéo a 60°C e 65°C (KIM et al.,1994). Segundo UHM et al., citado por KIM

et al., (1994) dentre as inulinases, apenas a inulinase de Aspergillus niger poderia manter
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42% da sua atividade original apds 6 horas de incubacdo a 65°C. Todavia, a atividade
residual obtida para inulinase de S. acidophilum foi de 95% a 60°C e de 85% a 65°C,
significando que, do ponto de vista da estabilidade térmica, a inulinase de S. acidophilum

parece ser a mais estavel entre as inulinases até entfo estudadas.

I1.3.1.3 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica (Temperatura 6tima)

De acordo com o trabalho de ROUWENHORST et al. (1988), independentemente da
localizagdo da enzima (intracelular, extracelular ou periplasmatica) ou do processo
fermentativo, a temperatura 6tima para atividade da inulinase de K. marxianus CBS 6556
sobre inulina ¢ de 50°C. O mesmo resultado foi obtido com inulinase intracelular
produzida por Candida kefyr (NEGORO & KITO, 1973a) e inulinase extracelular, com
acdo endo e exo, de Chrysosporium pannorum (XIAO et al., 1988).

No estudo para determinag@o da temperatura 6tima de atuacfo da inulinase de K.
fragilis, GUPTA et al. (1994a) observaram que a hidrolise maxima da inulina ocorre a
55°C, utilizando 1nulinase bruta, purificada ou imobilizada. J& MANZONI & CAVAZZONI
(1988), ao estudarem o comportamento da inulinase extracelular de quatro leveduras (C.
kefyr, C. pseudotropicalis var lactosa, K. cicerisporus e K. fragilis), constataram que a
temperatura O0tima para a atividade da enzima foi, em todos os casos, de 60°C. A 65°C,
apenas 50% da atividade foi mantida.

A temperatura Otima para atividade da inulinase dos fungos Panaeolus
papillonaceus (MUKHERJEE & SENGUPTA, 1985), 4. ficuum (KIM & RHEE, 1989) e
Cladosporium cladosporioides (FERREIRA et al., 1991) varia entre 50 e 60°C. Por outro
lado, para Fusarium oxysporum, GUPTA et al. (1990) observaram que a temperatura

otima para a¢do das enzimas livre e imobilizada é de 37°C e 45°C, respectivamente.

I1.3.1.4 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 6timo) e estabilidade com pH
A Tabela I1.5 apresenta alguns valores de pH o6timo de atuagdo da inulinase

encontrados na literatura para diferentes microrganismos, evidenciando uma faixa de pH
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otimo entre 4,5 € 5,5. Estes baixos valores de pH sdo de grande interesse industrial, pois
diminuem os riscos de contaminagdo microbiana e, no caso do preparo de xaropes,
reduzem a formacgfo de cor, caracteristica indesejavel neste produto (VANDAMME &
DERYCKE, 1983).

Pode-se observar ainda, na Tabela 1.5, as faixas de estabilidade da enzima com o
pH. Nestes casos, a estabilidade da inulinase foi avaliada apos incubagfo da enzima em
diferentes valores de pH (valores entre parénteses), por um determinado tempo e
temperatura, sem substrato. Decorrido o tempo estabelecido, foi medida a atividade

residual no valor de pH 6timo.

IL.3.1.5 Velocidade maxima de reacfio (Vyax) € Constante de Michaelis-Menten
(Km)

Segundo VANDAMME & DERYCKE (1983), h4 algumas dificuldades na
interpretago de Ky, Uma determinacdo precisa do valor de Ky, expresso em termos de
molaridade (mM), ¢ prejudicada porque a inulina nfo tem peso molecular definido e
ainda, porque durante a reacfo, o comprimento da cadeia de inulina muda, tornando-se
sempre menor. Além disto, a solubilidade limitada e a natureza polidispersa da inulina
impedem uma determinagdo confiadvel (GROOTWASSINK & FLEMING, 1980). Para
contornar estes problemas, estes autores utilizaram oligossacarideos com crescentes graus
de polimerizagdo para obtencdo das constantes de afinidade para a inulinase de K.
marxianus ATCC 12424, Sacarose, rafinose e estaquiose (ditri e tetrassacarideos,
respectivamente) foram usados como substratos para determinagfio de Ky, segundo
meétodo de Lineweaver-Burk. Um aumento no comprimento da cadeia do substrato
aumentou drasticamente o valor de Ky, para invertase (47, 69 e 286 mM)
respectivamente, enquanto que para inulinase, Ky, permaneceu relativamente constante
(94, 6,1 e 6,8 mM). Utilizando o método de Hanes, ROUWENHORST et al. (1988)

verificaram que, para inulinase de K. marxianus CBS 6556, o valor de Ky, €
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TABELA ILS Valores de pH 6timo e faixas de estabilidade com o pH para inulinase de
diferentes microrganismos.

Incubacio sem substrato

(estabilidade)
Microrganismoe  Tipo de enzima pH pH Condigdes (t, T) Referéncia
otimo
Leveduras
S. fragilis intra/extracelular  5.0-5.2 SNYDER & PHAFF,
(1960)
K. marxianus intra/extracelular  4.8-5.2 ROUWENHORST et al.
(1988)
K. fragilis bruta,purif./imob 5.5 GUPTA et al. (1994a) '
C. kefyr extracelular 4.7 MANZONI &
CAVAZZONI (1988)
C. kefyr intracelular 4.5 3.8-8.0 (17 h-30°C) NEGORO & KITO
(2.0-9.0) (1973a)
Bactérias
C.acetobutylicum purificada 4.6 EFSTATHIOU ef al.
(1986)
Fungos
C. pannorum extracelular 5.5-5.6 4.5-7.0 (24 h-30°C) XIAO et al. (1988)
(3.2-8.0)
F. oxysporum imobilizada 6.0 GUPTA et al. (1990)
extracelular 6.2 GUPTA et al. (1988)
micelial 58
P.papillonaceus extracelular 6.5 MUKHERIJEE &
SENGUPTA (1985)
P. purpurogenum  endo-inulinase 5.1 5.0-7.5 (24 h-4°C) ONODERA & SHIOMI
(2.0-12.0) (1988)
A. ficuum imobilizada 4.5 KIM & RHEE (1989)
A. ficuum exo-inulinase 4.5 ZITTAN (1981)
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menor para os oligossacarideos rafinose (8,2 mM) e estaquiose (9,7 mM) em relagdo a
sacarose (15,7 mM). Os autores comentam que a cinética da enzima é independente da
sua origem. Ndo foram observadas diferengas entre a cinética de atuagio das enzimas
contida no sobrenadante, ligada a parede ou intracelular.

GUPTA et al. (1994a) definiram valores de Ky, para a inulinase imobilizada de K.
fragilis, tendo inulina como substrato, entre 0,54-0,67 mmol/L. A inulinase bruta
forneceu um valor de Ky, da ordem de 1,7 mmol/L.

Outros valores de Ky, sobre inulina, encontrados na literatura sdo 0,012 mM para
C. acetobutylicum (EFSTATHIOU et al., 1986), 8 mM para Bacillus subtilis (VULLO et al.,

1991) e 11-16,7 umol/L para F. oxysporum (GUPTA et al., 1988).

11.4 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE INULINASE

A possibilidade de utilizag@o da inulina, como fonte alternativa para produgéo de
frutose, incentivou a sele¢do de microrganismos capazes de produzir inulinase. Inulinases
com atividade P-fructosidase s@o encontradas em fungos (NAKAMURA et al., 1978;
GUPTA et al, 1988, XIAO et al, 1988, FERREIRA et al., 1991), leveduras
(GROOTWASSINK & HEWITT, 1983; PAREKH & MARGARITIS, 1985; TSANG &
GROOTWASSINK, 1988; MANZONI & CAVAZZONI, 1988; MANZONI & CAVAZZONI, 1992;
HENSING et al., 1994) e bactérias (EFSTATHIOU et al., 1986; ALLAIS et al., 1986, VULLO
etal., 1991).

Ao contrario das inulinases isoladas de tubérculos e raizes de plantas, que ndo
apresentam atividade em invertase (VANDAMME & DERYCKE, 1983), as inulinases
provenientes de microrganismos como leveduras (SNYDER & PHAFF, 1960,
ROUWENHORST et al., 1988), bactérias (EFSTATHIOU et al., 1986; ALLAIS et al., 1986) e
fungos (MUKHERJEE & SENGUPTA, 1985; XIAO et al., 1988) apresentam uma notavel
atividade sobre sacarose. As inulinases microbianas também podem diferir no tipo de

atividade. A inulinase de Arthrobacter ureafaciens hidrolisa inulina em di-D-
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fructofuranose-1,2',3'-dianidrido € pequenas quantidades de outras unidades oligoméricas

(VANDAMME & DERYCKE, 1983).

I1.4.1 Bactérias

Um grande namero de bactérias € conhecido pela capacidade de fermentar inulina
e/ou levanos, utilizar estes polimeros de frutose como unica fonte de carbono e energia
para crescimento e produzir enzimas que os degradam. Espécies pertencentes aos géneros
Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus, Pseudomonas, Serratia,
Streptococcus, Actinomyces, Arthrobacter, Eubacterium, Clostridium e Klebsiella sdo

conhecidas como espécies capazes de crescer ou fermentar inulina (FUCHS et al., 1985).

I1.4.2 Fungos Filamentosos

Dentre os fungos, lista-se um grande numero de espécies capazes de produzir
inulinase. No entanto, nesté caso, as enzimas produzidas podem ser exofrutanases e/ou
endofrutanases. As inulinases de Aspergillus niger, por exemplo, formam
predominantemente 1nulotriose, 1nulotetrose e inulopentose e, praticamente, ndo
apresentam agfo hidrolitica sobre pequenos oligdmeros (VANDAMME & DERYCKE, 1983).
Aspergillus (NAKAMURA et al., 1978; ETTALIBI & BARATTI, 1990; CARNITI et al., 1991),
Penicillium (VANDAMME & DERYCKE, 1983), Fusarium (GUPTA et al., 1988, KAUR et
al., 1992) e Rhizopus (VANDAMME & DERYCKE, 1983) sdo alguns exemplos de fungos

capazes de produzir inulinase.

IL4.3 Leveduras

Segundo BARNETT et al., citados por ROUWENHORST (1990), das 469 espécies de
leveduras descritas, apenas dez espécies, divididas em 7 géneros (Debaromyces,
Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, Schizosaccharomyces),
sdo capazes de metabolizar a inulina. Ao contrario das bactérias, as leveduras parecem ter

um padrio enzimatico muito restrito, uma vez que todas as enzimas de leveduras, até
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entdo examinadas, sdo exofrutanases com atividade tanto inulinase quanto levanase
(FUCHS et al., 1985).

Dentre as leveduras produtoras de exo-inulinases, as do género Kluyveromyces
tém apresentado bom desempenho. A levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907
foi selecionada por PASSADOR-GURGEL et al. (1996) em estudos nos quais foram
avaliadas espécies pertencentes aos géneros Kluyveromyces, Candida, Debaryomyces e
Schizosaccharomyces. Além deste microrganismo ter apresentado bom desempenho
global dentre os critérios estudados, outras caracferisticas pertencentes a este gé€nero
também influenciaram na sua escolha.

Na maioria dos casos, a escolha de um microrganismo para utilizagdo industrial e,
especialmente, para producdo de proteinas heterologas, depende de sua acessibilidade
genética e de suas caracteristicas fisiolégicas. Com o rapido e continuo avango da
biologia molecular, € de se esperar que mais € mais microrganismos se tornem acessiveis
a manipulagio genética. Embora a genética molecular de K. marxianus ndo esteja ainda
bem estabelecida, esforgos j4 vem sendo realizados neste sentido. Por isto, torna-se agora
mais importante a escolha de leveduras com Otimas propriedades fisiologicas
(ROUWENHORST, 1990).

Neste contexto, segundo ROUWENHORST (1990), leveduras do género
Kluyveromyces sdo especialmente atraentes para produgdo de proteinas heterologas, uma
vez que elas pertencem ao grupo GRAS ("Generally Recognized as Safe") e sdo aceitas
pelo FDA ("Food and Drug Administration") dos EUA para usos farmacéutico e
alimenticio. Tanto assim, que atualmente estas leveduras sdo utilizadas comercialmente
para produgdo de B-D-galactosidase (LALOUX, 1992). K. marxianus var marxianus
apresentam, ainda, capacidade de utilizagdo de diferentes substratos, incluindo a inulina,
possuem um tempo de geragdo curto, ou seja, alta velocidade especifica de crescimento
(p), crescem a temperaturas elevadas (até 45°C) e ainda apresentam crescimento em

ampla faixa de pH (2,6 a 7,0) (VAN DUKEN et al., 1991).
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Torna-se relevante citar alguns sindnimos de Kluyveromyces marxianus, uma vez
que diferengas taxondmicas s@o encontradas na literatura para 0 mesmo microrganismo.
Conforme descrito por BARNETT et al. (1983), lista-se a seguir algumas espécies
consideradas como Kluyveromyces marxianus: Candida kefyr (forma assexuada);
Candida  pseudotropicalis  var  pseudotropicalis;  Guilliermondella  fragilis;
Guilliermondella marxiana; Kluyveromyces bulgaricus; Kluyveromyces cicerisporus;
Kluyveromyces fragilis; Saccharomyces fragilis; Saccharomyces macedoniensis;
Saccharomyces marxianus, entre outros.

As leveduras produzem inulinases ndo especificas capazes de hidrolisar polimeros
de frutose, sacarose e rafinose, a mondmeros. Como conseqiiéncia, leveduras capazes de
utilizar inulina podem também metabolizar sacarose (ROUWENHORST, 1990). Os
monossacarideos liberados apds hidrolise da inulina sdo transportados para o interior da
célula onde sdo metabolizados (HENSING et al., 1993). Conforme descrito por
ROUWENHORST (1990), Kluyveromyces marxianus sdo leveduras Crabtree-negativas.
Estes microrganismos, segundo VAN DUKEN et al. (1986), quando cultivados em
condicdes de limitagdo pelo substrato, em culturas continuas aeradas, possuem
carregadores de glicose com alta afinidade. O transporte de agtcar nestas leveduras ¢ um
processo que requer energia.

Por sua vez, GOTTSCHALK (1988) relata que o transporte de aglcares para o
interior da cé€lula de leveduras, ocorre através do mecanismo de difusdo facilitada, de
forma que, apesar da necessidade de um carregador especifico para cada tipo de agucar,
este mecanismo nédo envolve energia metabolica.

Na sintese de proteinas extracelulares por leveduras, uma importante caracteristica
fisiologica ¢ a localizacdo pos secretoria da proteina. Proteinas extracelulares em
leveduras s@o usualmente retidas na parede celular, mas, dependendo da linhagem e das
condi¢des de cultivo, elas podem ser liberadas para o meio (ROUWENHORST, 1990).
Segundo este autor, os pardmetros que interferem na localizagdo da enzima sfo: natureza

da fonte de carbono, taxa de diluigdo, composicdo do meio e temperatura de crescimento.
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A purificagdo € a concentrag@o de uma proteina intracelular requerem ruptura de células,
resultando em uma solubilizacdo adicional de grande quantidade de proteinas
contaminantes. Quando a proteina € secretada para o meio de cultura, ela se encontra
presente em baixas concentragdes, mas com maior pureza (ROUWENHORST, 1990). Esta
propriedade € de grande interesse na etapa de recuperagdo ("downstream") de enzimas de
baixo ou médio valor (HENSING et al., 1994).

SNYDER & PHAFF (1960) observaram a presen¢a de inulinases intra e extracelular
em culturas de K. fragilis, embora sejam comumente encontradas associadas a parede
celular e soluveis no meio de cultivo (HENSING et al., 1993). Modelos para tentar explicar
o modo de retengdo de proteinas extracelulares em leveduras foram propostos por
LAMPEN e KIDBY & DAVIES, citados por ROUWENHORST (1990).

Comum a ambos os modelos esta a parede celular contendo, na regido mais
externa, 0 componente manose-proteina e na regido mais interna o glucano, conforme

pode ser visto na Figura I1.4
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FIGURA IL4 Estrutura esquematica da parede celular de levedura e o modo de retengdo de
giicoproteinas de acordo com (A) LAMPEN e (b) KIDBY & DAVIES.
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Os modelos diferem quanto & estrutura da regido externa da parede celular e
quanto ao modo de reteng@o das glicoproteinas na parede celular. LAMPEN propds que a
camada externa da parede celular de S. cerevisiae fosse formada de residuos de manose,
unidos por ligagoes fosfodiéster. Como seu modelo foi baseado em experimentos de
degradagdo induzida da parede celular € concomitante liberaqéo da invertase de
Saccharomyces cerevisiae, esta enzima seria, entdo, mantida imediatamente abaixo da
camada mais externa por: pontes manose-fosfodiéster entre a manose da parede celular e
as moléculas de manose da camada mais externa; liga¢gdes de hidrogénio; ou outras forgas
hidrofilicas. A glicosilagdo do tipo manose serve entdo para explicar porque a proteina
estd ligada a matriz da parede celular. Contrario a este modelo, o0 modelo de KIDBY &
DAVIES propde que a glicoproteina esteja soliivel na matriz da parede celular e ndo ligada
a parede celular. A retencdo da invertase na parede celular de S. fragilis parece ser
dependente de um componente que ¢ reduzido por compostos sulfidrilicos como 2-
mercaptoetanol. Isto levou os autores a postularem que a enzima ¢ retida por uma barreira
permeavel, cuja integridade estrutural ¢ mantida por liga¢des dissulfidicas.

A retencdo da proteina € entfo correlacionada com seu peso molecular e com a
permeabilidade da parede celular. ESMON ef al., conforme descrito por ROUWENHORST
(1990), reportaram a relagdo entre as estruturas oligoméricas da invertase e sua
localizag@o. Segundo os autores, a enzima associada & parede é um octimero, enquanto
que a enzima secretada para o meio de cultivo é um dimero. Por outro lado, HENSING et
al. (1993), estudando a produgéo de inulinase por K. marxianus, concluiram que a enzima
secretada para o meio de cultura ¢ um dimero, consistindo de duas sub-unidades (165
KDa/87 KDa), enquanto que a enzima retida na parede ¢ um tetrdmero (335 KDa/87
KDa). Neste caso, tanto a inulinase secretada para o meio de cultivo como a inulinase
retida na parede celular t€m sub-unidades idénticas, consistindo de um polipeptideo que
contém 26-37% do seu peso molecular como carboidrato. As duas formas de inulinase
diferem apenas no grau de oligomeriza¢do. A retencdo da glicoproteina no espaco

periplasmatico da parede da levedura é entfo ocasionada pela permeabilidade da camada
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mais externa da parede celular. A oligomerizagdo de proteinas pode entio desempenhar
um papel importante na reten¢fo da enzima na parede celular (HENSING et al., 1993).

Os valores encontrados na literatura para definir o peso molecular da inulinase
diferem entre si. No trabalho de GUPTA et al. (1994), o peso molecular da inulinase de K.
marxianus foi estimado em aproximadamente, 250 KDa. As inulinases de Fusarium
oxysporum e Aspergillus niger t€m peso molecular na faixa de 300 a 325 KDa (GUPTA et
al., 1988; GUPTA et al., 1990, GUPTA et al., 1994b). No entanto, AZHARI et al. (1989)
reportaram peso molecular de 81 KDa para exo-inulinase de Aspergillus sp, enquanto que
ETTALIBI E BARATTI (1987) encontraram, para exo-inulinase de A. ficuum, um peso

molecular na faixa de 74 a 76 KDa.

IL.5 FATORES QUE AFETAM O CRESCIMENTO CELULAR E ATIVIDADE
ENZIMATICA

IL5.1 Temperatura de cultivo

A influéncia da temperatura no crescimento celular e/ou na sintese de inulinase
vem sendo objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa.

GROOTWASSINK E FLEMING (1980), estudando a producdo de inulinase por K.
fragilis ATCC 12424, observaram que, em fase ativa de crescimento, a produgdo maxima
da enzima ocorreu em temperaturas proximas de 33°C e o crescimento maximo foi
observado por volta de 36°C. No entanto, culturas na fase estacionaria mostraram que oS
maximos valores de concentragdo celular e atividade enziméatica foram obtidos a 26°C e
30°C, respectivamente. Por outro lado, ROUWENHORST et al. (1988) chegaram a

conclusdes que divergem dos autores citados anteriormente. Eles verificaram que, exceto
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para meio de cultivo contendo etanol como fonte de carbono, a temperatura 6tima de
crescimento e producéo de enzima por K. marxianus CBS 6556 localiza-se na faixa de 37
a 42°C. Os autores avaliaram a velocidade especifica maxima de crescimento (Umay) de
Kluyveromyces marxianus em diferentes meios de cultivo e sob diferentes condi¢Ges de
temperatura e obtiveram, em meio contendo extrato de levedura, bacto peptona e glicose
Umax=0,89 h-1, para as temperaturas de 37 € 42°C € ppa=0,87 h-1 a 33°C. Aparentemente,
a faixa de temperatura 6tima para producfo da enzima corresponde a temperatura otima
de crescimento de K. marxianus.

NEGORO & KITO (1973b), estudando a produgdo de inulinase por C. kefyr,
concluiram que a temperatura 6tima para produgdo da enzima se encontra entre 27 e
30°C. Os autores obtiveram valores de atividade enzimatica de 550 e 620 U/g a 27°C e
570 e 650 U/g a 30°C, para as enzimas extra e intracelular, respectivamente. Em
temperaturas acima de 32°C a atividade, tanto extra como intracelular, sofreu um
decréscimo. MANZONI E CAVAZZONI (1988) testaram trés diferentes temperaturas (28, 32
e 36°C) para verificar a produgdo de inulinase pelas leveduras C. kefyr, C.
pseudotropicalis, K. cicerisporus e K. fragilis. Os resultados obtidos demonstraram que a
atividade maxima de inulinase extracelular apods 6 dias de cultivo, ocorre a 28°C em C.
kefyr (24,6 U/mL) e C. pseudotropicalis (31,4 U/mL) e a 32°C em K. cicerisporus (32,0
U/mL) e K. fragilis (22,4 U/mL). Temperaturas de 22°C, 27°C e 32°C foram estudadas
por XIAO et al. (1988) para a produgdo de inulinase por Chrysosporium pannorum. A
producdo da enzima foi decrescente com o aumento da temperatura (47, 22 e 0 U/mL,
respectivamente).

Outros autores realizaram estudos sobre a produgdo de inulinase na faixa de
temperatura compreendida entre 25 e 30°C, sem contudo avaliar a influéncia deste
parametro (BAJON et al, 1984, PAREKH & MARGARITIS, 1985; TSANG &
GROOTWASSINK, 1988; MANZONI & CAVAZZONI, 1988; FERREIRA ef al., 1991; GUPTA et
al., 1994a).
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IL5.2 pH do meio de cultivo

No estudo realizado por SNYDER & PHAFF (1960), no qual os autores avaliaram a
possibilidade de substituicdo do autolisado de leveduras por outras fontes de nitrogénio,
pode-se notar que existe uma relagfo estreita entre a fonte de nitrogénio e o pH do meio
de cultivo. O autolisado foi substituido por meio YNB (Yeast Nitrogen Base), cuja fonte
de nitrogénio € o sulfato de amdnio. A fermentacio resultou em baixos valores de
concentragdo celular, provavelmente devido a queda do pH de 5,0 para 2,4 ou menos. Em
valores de pH desta grandeza, a inulinase tem pouca atividade sobre a inulina, substrato
utilizado para crescimento. Os autores relataram também, que com o uso de 0,5% de
fosfato de aménio dibéasico, o pH inicial do meio foi 7,1-7,2 e o crescimento foi latente
devido a baixa atividade da inulinase neste pH. Com 1,2% de fosfato de amoénio
monobasico e 1% de inulina, o pH inicial foi 4,5. Neste caso, o crescimento e a produgio
de enzima foram satisfatorios, porém o pH caiu para 2,6 nas primeiras 24 horas de
crescimento. Possivelmente, parte da enzima exposta a este pH tornou-se inativa. Sendo
assim, o pH do meio foi controlado em 5,0 com a utilizacdo de tampdo succinato, com
concentragdo final igual a 0,025 M.

XIAO et al. (1988) ajustaram o pH inicial do meio de cultura em diferentes valores
com a adigdo de HCl IN ou NaOH IN. A produgdo de inulinase por Saccharomyces
Jragilis ndo foi significativamente diferente na faixa compreendida entre 4,5 ¢ 5,5 (15 a
21 U/mL). Valores de pH da ordem de 5,5 proporcionaram também maxima atividade de
inulinase (106,8 U/L), apds 9 dias de cultivo, de Fusarium oxysporum (GUPTA et al.,
1990).

Na fermentagdo de inulina por Clostridium thermosuccinogenes, realizada por
DRENT et al. (1991), o pH 6timo para crescimento foi 7,6 enquanto que nenhum
crescimento foi possivel em valores de pH abaixo de 6,0 e acima de 9,0.

O pH das fermentacdes visando a producdo de inulinase por Kluyveromyces sp,

realizadas por TSANG & GROOTWASSINK (1988) e ROUWENHORST (1990), foi mantido
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em 4,5 pela adi¢fo automatica de acido e base enquanto que GROOTWASSINK & FLEMING

(1980) e GROOTWASSINK & HEWITT (1983) controlaram o pH do meio em 4,2.

I1.5.3 Composi¢cdo do meio de cultivo

A composi¢do dos meios de cultivo ¢ um fator fundamental para a produgio de
inulinase por Kluyveromyces marxianus. Isto implica na presenca dos nutrientes
adequados tais como, nitrogénio, vitaminas e sais, bem como da fonte de carbono no meio
de cultivo. Segundo alguns autores (SNYDER & PHAFF, 1960; VANDAMME & DERYCKE,
1983, PAREKH & MARGARITIS, 1986), a presen¢a de inulina como fonte de carbono &,
praticamente, um pré requisito para formagio de inulinase.

PAREKH & MARGARITIS (1986), estudando a produgdo de inulinase por K.
marxianus, concluiram que, para este microrganismo, a inulinase parece ser uma enzima
induzida, uma vez que a maxima produgfo (212 U/mL) foi obtida com meio contendo
inulina. Glicose, frutose e sacarose foram considerados fracos indutores da sintese de
inulinase, porém ocasionaram um rapido acimulo de biomassa (max entre 0,42 € 0,50 h-
1y e a fermentacdo foi completada em 10 horas. NEGORO & KITO (1973b) também
concluiram que, comparado com outras fontes de carbono, a inulina leva a uma maior
produgfo da enzima por Candida kefyr. Por outro lado, ROUWENHORST et al. (1988)
relataram que em culturas continuas de K. marxianus CBS 6556, em condi¢des de
limitagdo pelo substrato, os maiores rendimentos em inulinase foram obtidos tanto com
sacarose quanto com inulina. GROOTWASSINK & HEWITT (1983) avaliaram também o
efeito de diferentes fontes de carbono na produgdo de inulinase por K. fragilis e
concluiram que frutose e sacarose levaram aos maiores rendimentos em inulinase,
enquanto que, lactose, galactose, etanol e lactato nfo estimularam a formacgéo da enzima.
A frutose foi, entdo, identificada como um indutor fisioldgico primario da sintese de
inulinase. Os autores afirmaram que a evidéncia mais convincente de que inulinase ¢ uma

enzima induzida, foi a obtengdo de uma espécie mutante que produz inulinase
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constitutivamente. Fermentagdes com este mutante levaram a formagéo de altos niveis de
inulinase, independentemente da fonte de carbono.

O fungo filamentoso Chrysosporium pannorum foi também cultivado em
diferentes fontes de carbono e avaliou-se o efeito destes agucares na produgdo de
inulinase apos 5 dias de crescimento a 25°C. A inulinase foi encontrada apenas no meio
contendo inulina, sugerindo que, para este microrganismo, esta ¢ uma enzima induzida
(X1A0 et al., 1988). KM (1975 ab), citado por VANDAMME & DERYCKE (1983),
observou que a adigdo de outros aglicares ndo tem efeito na formagdo de inulinase por
Penicillium spp. Além disto, um estudo realizado por GUPTA et al.(1990), com o fungo
Fusarium oxysporum, revelou que a adi¢8o de diferentes agucares, apos trés dias de
cultivo, em meio contendo inulina, diminui a atividade em inulinase. Dos agucares
testados (glicose, frutose, sacarose e galactose) a sacarose apresentou o maior efeito
inibitorio na produgfo de inulinase.

Uma vez que a inulina é produzida em pequenas quantidades e a um custo elevado,
a utilizagdo deste substrato para producdo comercial de inulinase ndo é conveniente.
Portanto fontes alternativas de substrato contendo frutanos com ligagdes [-2,1,
encontradas em plantas como a chicoria e a alcachofra de Jerusalém, t€ém sido utilizadas
(GROOTWASSINK & FLEMING, 1980).

No trabalho desenvolvido por GUPTA et al. (1994a), avaliou-se a utilizagdo de
diversos agucares (sacarose, inulina, frutose e glicose), bem como extrato de chicoria para
a producdo de inulinase por K. fragilis. Os resultados obtidos mostraram um aumento
significativo na produgéo de inulinase extracelular, quando os agiicares comerciais foram
substituidos por extrato de chicoria. Ainda avaliando extratos naturais de inulina,
MANZONI & CAVAZZONI (1988) verificaram que, em meio contendo extrato de
topinambur suplementado com sais ((NH4),HPO,, MgSO, e FeSQ,) , as leveduras C.
kefyr, C. pseudotropicalis, K. cicerisporus e K. fragilis apresentaram maior atividade

enzimatica quando comparado com o meio contendo inulina comercial. O mesmo meio de
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cultivo foi utilizado por Bajpai & Margaritis (1985) para produgio de inulinase por
Kluyveromyces marxianus.

O efeito da fonte de nitrogé€nio sobre a formag¢do de inulinase foi estudada por
alguns autores. SNYDER &PHAFF (1960), conforme relatado no item I1.5.2, concluiram
que o meio YNB ndo constitui uma fonte de nitrogénio adequada para producdo de
inulinase por Saccharomyces fragilis. Neste mesmo estudo, casaminoacidos mostraram-se
uma excelente fonte de nutrientes para o crescimento e producfio de inulinase. No
entanto, nem todos os seus componentes sdo dialisaveis, 0 que impede a purificagdo da
enzima. Fosfato de amdnio foi igualmente testado como fonte de nitrogénio e valores
satisfatorios de atividade foram encontrados quando o pH do meio foi controlado em 5,0
com tampdo succinato.

GROOTWASSINK & HEWITT (1983) testaram a possibilidade de substituir extrato
de levedura por YNB, tendo glicose como fonte de carbono, na produ¢do de inulinase por
K. fragilis ATCC 12424. Os resultados foram similares aqueles obtidos com extrato de
levedura, indicando que este ndo contém qualquer substincia essencial a formagéo de
inulinase, além daquelas existentes no meio YNB.

Mais recentemente, GUPTA et al (1994a) reportaram o efeito de diferentes fontes
de nitrogénio (orglnica e inorginica) na producio de inulinase extracelular por K.
fragilis, tendo extrato de chicoria (1% p/v) como fonte de carbono. A substitui¢do de
peptona por NH4HpPO4, NaNO3, uréia, glicina ou (NH4)2SO4 nfo favoreceu a
producdo de inulinase. A atividade enzimatica obtida apos 48 horas de cultivo, em meio
contendo peptona foi igual a 5,57 U/mL, caindo para 1,38 U/mL e 0,4 U/mL em meio
contendo sulfato de amonio e uréia, respectivamente. |

O efeito de nutrientes orgénicos e inorganicos também foi estudado no cultivo de
C. pannorum por XIAO et al. (1988) para produgédo de inulinase. Os autores comentam
que apesar da Milhocina (“Corn Steep Liquor™), polipeptona e extrato de levedura terem
favorecido a produgio da enzima, os melhores resultados foram obtidos no meio contendo

extrato de carne (1% p/v). Um estudo semelhante foi realizado por NAKAMURA et al.
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(1978) para o fungo Aspergillus niger-12. Os resultados apontaram a Milhocina como
melhor fonte de nitrogénio. O meio usado como controle consistiu de inulina (1% p/v) e
nitrogénio na forma de NH4H>PO4 (0,8% p/v) ou (NH4)»HPO4 (0,4% p/v), além dos
elgmentos tracos. A produgéo de inulinase neste meio foi desprezivel.

Dentre as fontes inorgénicas estudadas por XIAO et al. (1988), a adi¢do de 0,02M
de (NH4)»SO4, (NH4)2HPO4, NH4Cl ou NH4NO3 forneceu uma maior produgio de
inulinase comparado a adi¢do de NH4H7PO4 ou NaNO3. Um aumento na concentragdo
da fonte de nitrogénio para 0,1M néo estimulou a produgéo da enzima.

De acordo com GUPTA et al. (1990) a maxima produgfo de inulinase foi obtida
com NaNO3 ap0s 9 dias de cultivo de Fusarium oxysporum. Por outro lado, CHOI et al.,
citados por estes autores, reportaram que esta fonte exerceu um efeito inibitdrio na
producdo de inulinase em K. fragilis. Isto sugere que cada microrganismo tem preferéncia
por determinada fonte de nitrogénio para produgfo de inulinase.

Segundo CHANG & HAYES (1978), o farelo de arroz constitui também uma
excelente fonte de nitrogé€nio e vitaminas essenciais para o crescimento microbiano,

conforme descrito na Tabela I1.6.

TABELA I1.6 Composigéo e conteudo vitaminico do farelo de arroz.

Componente % Vitaminas mg/Kg
Umidade 13,8 Tiamina 224
Proteina 13,4 Riboflavina 2,6
Gordura 17,1 Niacina 303,2
Fibras 7.9 Acido pantoténico 23,5
Cinzas 10,2 Vitamina Bg 430
Nitrogénio 37,6 Colina 12540

Biotina 4.2

Fonte: Chang & Hayes (1978).
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I1.5.4 Concentragao inicial de substrato

Os estudos referentes a influéncia da concentragdo inicial de substrato na produgio
de inulinase por leveduras s@o escassos. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura
foram realizados com fungos filamentosos.

SNYDER & PHAFF (1960) verificaram a influéncia da concentragfo inicial de
inulina na produg@o de inulinase por Saccharomyces fragilis. Os autores testaram
concentracdes de inulina entre 0,5 e 3% (p/v) e os melhores resultados em termos de
formagio de células e atividade enzimatica foram obtidos com 1% (p/v) de substrato.
Acima desta concentragfo, no entanto, os rendimentos nio justificaram o uso de grandes
quantidades de inulina.

XIAO et al. (1978) variaram a concentracio de inulina (1 a 5% p/v) e de extrato de
carne (0,2 a 5,0% p/v) no meio de cultivo para producio de inulinase por Chrysosporium
pannorum € observaram que a combinac¢do de 5% de inulina e 4% de extrato de carne
forneceu o maior valor de atividade enzimatica (115 U/mL apés 8 dias de fermentagio).
Diferentes concentragdes de inulina (1 a 4%) proporcionaram resultados diversos de
acordo com a concentragdo de extrato de carne empregada. Conclusdes semelhantes
puderam ser obtidas a partir do trabalho de NAKAMURA et al. (1978), que estudaram os
efeitos da concentragdo de inulina (0,5 e 3,0% p/v) em meios suplementados com
Milhocina, na produgéo de inulinase por Aspergillus niger -12. A composi¢io do meio de
cultivo contendo 3% de inulina forneceu os melhores resultados de atividade enzimatica,
sendo o valor maximo obtido igual a 7,93 U/mL.

GUPTA et al. (1990) estudaram o efeito de diferentes concentragGes de frutanos (1
a 5% p/v) na producio de inulinase extracelular por Fusarium oxysporum. Os autores
observaram que um aumento da produgdo de inulinase foi obtido quando o nivel de
frutano no meio foi elevado até 3%. A partir desta concentragéo, a produgfio de inulinase

diminuiu.
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Anos mais tarde, GUPTA et al. (1994a), estudando a produgdo de inulinase por
Kluyveromyces fragilis, em diferentes concentra¢des de frutanos (0,5 a 2 % p/v),

reportaram que a maxima atividade de inulinase extracelular foi obtida com 1,5 %.

ILS.S Suprimento de oxigénio

Estudos de realizados por SNYDER & PHAFF (1960) mostraram que, tendo inulina
como fonte de carbono para produgéo de inulinase por Saccharomyces fragilis, culturas
agitadas favoreceram a produgdo da enzima, se comparadas com culturas estaticas. Os
autores concluiram que o aumento na quantidade de enzima foi devido, sobretudo, a
maior concentragdo celular do que a algum estimulo especifico sobre a produgio de
inulinase.

Segundo KIM (1975a), citado por VANDAMME & DERYCKE (1983), a maxima
producdo de inulinase por Penicillium spp foi obtida apds 72 horas de crescimento, em
frascos agitados, a 120 rpm. Culturas em superficie produziram notadamente menos
inulinase, mesmo apos 120 horas de incubagio.

GROOTWASSINK & FLEMING (1980), otimizando a produgdo de inulinase por
Kluyveromyces fragilis, avaliaram o efeito da concentragdo de oxigénio dissolvido em
sistemas continuos. Os autores ndo observaram mudangas na produgéo de biomassa e na
sintese da enzima quando a concentracdo de oxigénio dissolvido variou entre 2,5 e 40%
da saturag@o indicando que a concentraggo critica de oxigénio para formagio da enzima €
menor do que 2,5 %.

NAKAMURA et al. (1978) avaliaram o efeito da transferéncia do oxigénio sobre a
producdo de inulinase por Aspergillus niger-12. Pode-se perceber através dos resultados
que, apds 6 dias de cultivo a 30°C, em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, volumes
crescentes de meio de cultivo levaram a uma diminuigdo da oxigenacdo, diminuindo, com
isso, a producdo de inulinase. Os autores veriﬁcaramb também uma queda no pH,

sugerindo que em condi¢des de limitagcdo de oxigénio ha liberagdo de metabdlitos que
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causam o abaixamento do pH, podendo inclusive diminuir a atividade da enzima contida
no meio de cultivo.

A ampliacdo da escala de produgdo de inulinase, em culturas descontinuas aeradas
de Candida kefyr, realizada por PESSOA JR et al. (1995), se baseou no valor inicial de
Kya. Os autores, inicialmente, variaram o K a inicial entre 25 a 199 h’! , em fermentador
com volume util de 10 L, obtendo melhor produgfo de inulinase em K;a = 46 h'. Nesta
condigdo, o oxigénio dissolvido foi um fator limitante. Sendo assim, a fermentagfo foi
conduzida, nas mesmas condi¢des, em fermentador contendo 200 L de meio de cultivo e
os resultados foram similares aos obtidos anteriormente. Os autores puderam concluir que

o critério adotado foi apropriado para ampliacdo de escala (20x).



I1I. MATERIAIS E METODOS

HL.1 MICRORGANISMO

A levedura Kluyveromyces marxianus obtida da American Type Culture
Collection sob o codigo ATCC 36907, apéds ter sido selecionada anteriormente nos
laboratorios do CBD para a producdo de exo-inulinase (PASSADOR-GURGEL et al., 1996),

foi utilizada em todos os ensaios deste trabalho.

H1.1.1 Manutengéo da cultura

Culturas de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 foram mantidas em tubos de
agar inclinado contendo meio semi-sintético com a seguinte composigdo (g/L):

Extrato de levedura (YE) : 10

Bacto peptona (BP) : 20

Glicose : 20

Agar: 15

Apo6s incubacio por 24 h a 30°C, as culturas foram conservadas a 4°C, em

refrigerador e repicadas a cada 2 meses.

I11.1.2 Preparo do in6culo

O meio de cultivo utilizado foi o seguinte (g/L):
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Extrato de levedura (YE): 10

Bacto peptona (BP) : 20

Inulina ou frutose (I ou F) : 20

Tubos de ensaio de 20 mL contendo 5 mL de meio de cultivo foram inoculados
com uma al¢ada de células de Kluyveromyces marxianus e incubados a 37°C e a 220 rpm,
em agitador de movimento reciproco (Certomat B.Braun) até que a suspensdo celular
atingisse um valor de absorbancia igual a 4,0 (A= 600 nm). Esta suspensdo foi usada
como indculo, numa fragdo de 1% (v/v), em fermentador ou em frascos de Erlenmeyer. O
valor 4,0 de absorbancia f;)i escolhido porque corresponde a células em final de fase
exponencial de crescimento. Além disto, este valor de absorbancia corresponde a uma
concentragdo celular suficiente (aproximadamente 3,0 g/L.) para proporcionar um volume
de indculo pequeno, que ndo altere, de forma significativa, a concentragdo dos nutrientes
no meio de cultivo.

A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita a 121°C por 15min.

As Figuras I11.1(a) e I11.1 (b) mostram células de Kluyveromyces marxianus ATCC

36907 em diferentes fases de crescimento.
I11.2 MEIOS DE CULTIVO E CONDICOES DE OPERACAO
111.2.1. Ensaios realizados em frascos agitados

Os meios de cultivo descritos na Tabela TI1.1 foram avaliados, em duplicata, em

frascos de Erlenmeyer de 500 mL, com tampa de aluminio, contendo 100 mL de meio, em
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agitador com movimento reciproco (Certomat - B.Braun), a 37°C e 175 rpm. A inoculagdo

fo1 feita conforme descrito no item 111.1 2.

()

FIGURA HL1 (a) Células de K. marxianus ATCC 36907 em fase de crescimento exponencial.

(b) Células de K. marxianus ATCC 36907 em fase estacionaria de crescimento.

Com exce¢do da fonte de carbono, os demais componentes do meio de cultivo
foram dissolvidos em tampdo citrato de sodio 0.2M, pH 4.5 e esterilizados em autoclave a
121°C, por 15min. A inulina foi preparada em agua comum e autoclavada separadamente
para evitar reacdo de Maillard e/ou hidrolise 4cida durante a etapa de esterilizagdo. O
meio de cultivo utilizado para o estudo da evolucdo espontanea do pH foi preparado em
agua deionizada e o pH inicial do cultivo foi o pH natural do meio (pH 6.5). A Figura

I11.2 1lustra o sistema de fermentacfo em frascos agitados em agitador Certomat B.Braun.



TABELA 1.1 Composi¢do dos meios de cultura utilizados nos experimentos em frascos

agitados.
Pardmectro avaliado Meios Composicao
Temperatura MT1 -28°C ; MT2 -32°C  extrato de levedura: 1%
MT3 -37°C ; MT4 -45°C  bacto peptona: 2%
inulina :1%
(Meio controle : YEP I)
pH MHT1 - sem controle extrato de levedura: 1%
MH?2 - com controle bacto peptona: 2%
inulina :1%
(Meio controle : YEP I)
Concentragdo inicial de MIl - 1% ; MI2 -2% extrato de levedura : 1%
inulina MI3 - 4% ; Ml4 - 6% bacto peptona : 2%

Concentragdo de  bacto
peptona
Uréia como fontc de
nitrogénio

Sulfato de amodnio como
fonte de nitrogénio

Concentragdo de extrato de
levedura

Prodex ¢ farclo de arroz
como fontes de fatores de
crescimento ¢ nitrogénio,
respectivamente

Extrato dc chicdria como
fonte de carbono

MB1 - 0% ; MB2 - 0.5%
MB3 - 1% ; MB4 - 2%

MU1 -0,17% ;
MU2- 0,35%
MUS3 - 0,70%

MS1- 0% ; MS2 - 0,75%
MS3 - 1,5%

MET - 0% ; ME2 - 0.3%
ME3 - 0.6% ; ME4 - 1%

MF1 - 0,5% FA+ 0,6% PD
MF2 - 0,5% FA+ 1,0% PD
MF3 - 2,0% FA+ 1,0% PD
MF4 - 2,0% FA+ 0,6% PD
MFS5 - 4,0% FA+ 1,2% PD

MC1 - EC

MC2 - EC + 0,6% YE
MC3- EC+0,6%YE+A,B,C
MC4 -1+ 0,6% YE

inulina variando entre 1 ¢ 6%

extrato de levedura : 1%

bacto peptona variando entre 0 ¢
2%

inulina 1%

extrato de levedura : 1%
urcia variando entre 0,17% ¢ 0,7%
inulina 1%

extrato de levedura : 1%

sulfato de amonio variando cntre
0el1,5%

inulina 1%

extrato dc levedura variando cntre
0c1%

bacto peptona 2%

inulina 1%

Prodex (PD): 0,6 a 1,2%
farclo de arroz (FA) : 0,5 a 4%
inulina 1%

extrato de levedura (YE): 0,6 a
1%

extrato de chicoria (EC): 1%
inulina (I) :1%

A. (NHg4)»HPO4 : 1%

B. MgSO4 .7 Hp0: 0,05%

C. FeSO4 :0,015%




FIGURA IIL.2 Sistema de fermentagdo em frascos agitados.

Alguns ensaios foram realizados com matérias-primas naturais. Para isto, foi
necessario aplicar métodos de gextragcdo para retirada dos elementos essenciais ao

crescimento do microrganismo.

I11.2.1.1 Preparo do extrato de Chicéria: sementes de C. intybus variedade Cassel
(provenientes da Franca) e Freddnia (provenientes da Austria) foram cuitivadas pela
Fundagdo Municipal 25 de Julho em Joinville (SC). Depois de colhidos, os tubérculos
foram descascados, cortados em pedacos e triturados em liquidificador. A 300 g de
tubérculos, juntou-se 600 ml. de agua e autoclavou-se a 121°C por 20 min para extracéo
da inulina, de acordo com metodologia descrita por MANZONT & CAVAZONI (1988). Em

seguida, procedeu-se a filtracdo em condicdes assepticas, a vacuo, em fluxo laminar, com
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membrana de porosidade 0,2 um. O filtrado foi analisado em HPLC para determinagédo da

concentracdo de inulina e conservado a -20 °C .

I11.2.1.2 Preparo do extrato de farelo de arroz: o farelo de arroz foi pesado em frascos
de centrifuga (Sorval - rotor GSA) esterilizaveis e ressuspenso em tampao citrato de sodio
0,2M, pH 4.5. Em seguida, procedeu-se a extracdo em autoclave a 121°C, por 20 min.
Ap0s resfriamento, o material foi centrifugado por 15 min a 12000 rpm. O sobrenadante
foi entdo misturado assepticamente com a fonte de carbono e usado como fonte de

nitrogénio.

111.2.2 Ensaios realizados em fermentador

Os ensaios foram realizados em fermentador Biostat MD-B.Braun, em regime
descontinuo, em cuba de 2L, com volume til de 1,5L. O meio de cultura utilizado foi o
meio controle, descrito na Tabela III.1.

A temperatura e o pH foram mantidos constantes em todos os experimentos a 37°C
e pH 4.5, respectivamente. O controle do pH foi feito através da adi¢do automatica de
HCI 2N ou NaOH 2N ao meio, durante o cultivo. A freqiiéncia de agitagdo e a vazio de
ar variaram de forma a se obter diferentes valores de K| a (coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio).

A Tabela I11.2 apresenta as condi¢des de agita¢do e aeragdo e o respectivo valor de

Kpa inicial utilizados no trabalho. No caso de estados de aeragdo e agitagdo elevados,
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onde houve a formag@o de espuma, foram adicionados aproximadamente 0,2 mL de anti-
espumante (polipropileno glicol P2000).
TABELA IIL.2 Condigoes de aeracgdo e agitagdo e os respectivos valores do coeficiente

volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kya) obtidos em meio de cultivo YEP I, em
fermentador Biostat MD B.Braum com cuba de 2L.

MKl MK?2 MK3
Kia (h™) 21 36 89
agitacdo (rpm) 200 330 585
aeracdo (vvm) 1,5 1,0 1,25

O preparo do fermentador envolveu a montagem do vaso de fermenta¢do com 0s
seguintes itens, como pode-se observar na Figura II1.3:
1. sonda de temperatura
2. eletrodo de pH
3. eletrodo de oxigénio
4. sistema de adicdo de acido e base
5. condensador
6. "loop" para retirada de amostra ligado a bomba peristaltica

7. aspersor de ar

oo

agitador com trés turbinas fixadas a 1 cm, 4,5 cm e 7,5 cm, respectivamente da
extremidade livre.

Os dispositivos de entrada de indculo, antiespumante e meio de cultivo ndo estdo
descritos na figura.
A cuba de fermentacédo, contendo a fonte de carbono, foi esterilizada por 30 min a

121 °C em autoclave. O meio contendo os demais nutrientes foi esterilizado
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separadamente e transferido para a cuba de fermentagdo com auxilio de conexdes
apropriadas. Apos a esterilizagdo e o resfriamento da cuba, o eletrodo de oxigénio foi
conectado a DCU (Unidade de Controle do Fermentador), para polarizagdo, 15 h antes da
calibragéo e inicio do processo.

O eletrodo de pH permaneceu em agua deionizada por, pelo menos, 6 horas antes
da calibragdo. Esta sonda foi lavada com alcool etilico 70% e, em seguida, enxaguada
com agua deionizada esterilizada e instalada na cuba de fermenta¢io em ambiente
asseéptico.

Uma vez terminada esta etapa, os passos seguintes foram a calibragdo do eletrodo
de oxigénio, como descrito no item 111.3.9.2 e a medigdo do Kja conforme descrito no

item I11.3.10.

FIGURA 1113 Sistema de fermentagdo em biorreator.
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Meio de fermentagdo

e
4mLl |

1 nL 2z mL ua.l

 Centrifugacio

SOBRENADANTE v
SOBRENADANTE

Fervura 1) '
Y5 I - v — e —
_ Al!s,—l I Ec"! !M!‘ l AEP"] BA& T Cone. celular

* AES : atividade extracelular ou contida no sobrenadante.

* *AEP : atividade ligada a parede celular ou periplasmatica.

FIGURA ITL.5 Representagdo esquematica do procedimento de amostragem.

I1L3.2 Determinacio da concentracgéo celular

A concentragdo celular foi determinada por turbidimetria. Leituras de absorbancia
das suspensdes de células provenientes das fermentagdes foram feitas em
espectrofotometro LKB a 600 nm e convertidas em concentragdo celular (g/L) por meio
de uma curva de calibrago.

Para a constru¢do da curva de calibragdo, células de Kluyveromyces marxianus

ATCC 36907 foram cultivadas em meio YEPI. Apos atingir o valor de aproximadamente
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5,0 g/l de células, a suspensdo sofreu varias dilui¢des. Volumes conhecidos das
suspensdes diluidas foram filtrados a vacuo, em membranas de acetato de celulose (0,45
um) previamente secas e pesadas. Apds secagem até peso constante (24 h a 90°C), a
biomassa foi determinada pela diferenca de peso seco. A curva obtida, correlacionando a
absorbincia com a concentragio celular (g/L), apresentou um trecho linear
compreendendo valores de absorbancia entre 0,2 e 0,6 (Figura A.1). A equagio
matematica que descreve este trecho apresenta coeficiente de correlacdo (r) igual a

0,9998 e ¢ representada pela expressio:

X = (abs - 0,054)/1.324 (1)

onde X = concentragdo de células (g/L) e abs = absorbancia da suspensdo diluida

I11.3.3 Obtencdo da enzima ligada a parede celular

Parte da aliquota de 2 mL da suspensdo de células proveniente da amostragem
(Figura I11.5) foi destinada a obtengéo da enzima ligada a parede celular ou periplasmatica
(AEP), conforme metodologia definida em trabalhos anteriores realizados nos
laboratorios do CDB (POREP et al., 1993a).

Sendo assim, 2 mL do caldo de fermentagdo foram centrifugados por 5 min a
12000 rpm em centrifuga Eppendorf. O sobrenadante foi congelado para posterior andlise
de etanol e atividade enzimatica extracelular (AES). O “pellet” foi ressuspenso em 2 mL

de tampdo fosfato de potassio 0,4 M, pH 7,0 mais 16 mM de cisteina ¢ incubado a
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temperatura ambiente, sem agitagdo, por 1 hora, para liberagdo da enzima periplasmatica.
Apos este intervalo, as células foram novamente centrifugadas nas condigdes citadas
acima, o sobrenadante foi recolhido como a por¢do contendo a enzima ligada & parede
celular € o “pellet” foi descartado. A determinagdo da atividade inulinolitica foi feita

conforme descrito no item 111.3 4.

I11.3.4 Determinacao da atividade enziméitica

O procedimento de determinagdo da atividade inulinolitica foi dividido em 3
etapas para methor compreens3o:
14 Etapa: Reagdo enzimdtica
22 Etapa: Inativagdo da enzima
3@ Etapa: Teste enzimatico para determinagdo de glicose e frutose
12 ETAPA: Reagéo enzimatica

Distribuiu-se 800 ul. de uma solugio contendo 2% de inulina (p/v), preparada em
tampdo acetato de sodio 0,1, M, pH 5,0, em tubos de Eppendorf. Juntou-se a este volume,
200 puL da enzima devidamente diluida (AES ou AEP) e deixou-se reagir por 10 min a

50°C em termomixer Eppendorf sob agitacdo.

22 ETAPA: Inativagdo da enzima
Apds 10 min, a reagdo foi interrompida com a colocaggo dos tubos de Eppendorf

em agua fervente por 3 a 5 min.



51

32 ETAPA: Teste enzimético para determinagfo de glicose e frutose

Procedeu-se o teste enzimatico de dosagem da glicose e da frutose liberadas na 12
etapa, como descrito no item 111.3.5.2, sendo que para cada amostra preparou-se um
branco nas mesmas condig¢des de diluigdo.

O procedimento de determinagdo da atividade enzimatica foi 0 mesmo para as
enzimas contidas no sobrenadante e ligada & parede celular, com exce¢do do tempo de

inativagdo da porcdo de enzima ligada & parede, que foi de 10 min.

IIL.3.5 Teste enzimatico para determinacéo de glicose e frutose

1L 3.5.1 Principio do método (BEUTLER, 1984)
D-glicose e D-frutose sdo fosforiladas pela enzima hexoquinase (HK) e por
trifosfato de adenosina (ATP), a glicose-6-fosfato (G-6-P) e frutose-6-fosfato (F-6-P), com
formagdo simultanea de difosfato de adenosina (ADP) (1,2):
HK

(1) D-glicose + ATP - > G-6-P + ADP
HK

(2) D-frutose + ATP -------- > F-6-P + ADP

Na presenca da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6P-DH), a G-6-P ¢
oxidada pela nicotidamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADP) a gluconato-6-fosfato,
com formagdo de nicotidamida-adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida

(NAPDH) (3):



w
9

(3) G-6-P + NADPT - > gluconato-6-fosfato + NADPH + H

A quantidade de NADPH formada nesta reagdo ¢ estequiometricamente igual a
quantidade de glicose existente. O aumento de NADPH ¢ medido através da leitura da
absorbéncia, a 340 nm.

A F-6-P € convertida a G-6-P pela atuag@o da enzima fosfoglicose isomerase (PGI)
4):

PGl

(4) F-6-P —---emeeeee> G-6-P

Do mesmo modo que na reagdo (3), a G-6-P formada reage com o NADP
formando gluconato-6-fosfato e NADPH. A quantidade de NADPH obtida nesta reagdo ¢
estequiométrica com a quantidade de frutose existente. O aumento de NADPH ¢ medido

através do aumento da absorbéncia, a 340 nm.

I11.3.5.2 Dosagem de glicose e frutose

O teste de determinag@o de glicose e frutose foi descrito por BEUTLER (1984) e
adaptado para uso no sistema "Microtiter Reader"(SLT), espectrofotometro onde utilizou-
se placas de "ELISA" com 96 cavidades (POREP et al., 1993b) . O volume total de cada
cubeta é de 300 uL, sendo que para este teste o volume ttil foi de 200uL. Os testes foram

realizados a 37°C e as leituras de absorbancia foram feitas a 340 nm.



Curva de -calibra¢do: uma curva de calibragdo foi preparada a cada andlise, com
solugdes de frutose em concentragdes variando entre 0,05 e 0,5 g/L. A absorbancia das
solugdes foi lida a 340 nm e a Figura A2, mostra um exemplo de curva de correlacdo
linear obtida entre a absorbancia e a concentragfo de frutose. Como a molécula de inulina
contém apenas uma unidade de glicose, a quantidade de glicose liberada nas amostras foi

considerada desprezivel.

Reageiites utilizados:
* Reagentes do MIX:

- TEA (trietanolamina) 0,5 M pH 7,6 +MgCly 30 mM

-ATP 27 mM

- NADP 20 mM
* Amostra: as amostras a serem analisadas em Sistema "Microtiter Reader" foram diluidas
de modo que a concentragdo de glicose e frutose ndo ultrapassasse ~ 0,5 g/L..
* Hexoquinase (HK) ("from yeasts") 1400 U/mL (Boehringer/Mannhein)
* Glicose-6-fosfato deidrogenase (G6P-DH) ("from yeasts") 1750 U/mL
(Boehringer/Mannhein)
* Fosfo-glicose-isomerase (PGT) ("from yeasts") 3500 U/mL (Boehringer/Mannhein)

A Tabela 1IT.3 mostra, de maneira esquematica, o procedimento do teste de

determinagfo de glicose e frutose.
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TABELA TIL3 Procedimento de determinagdo de glicose e frutose.

Solugdes Volume Concentragdo no teste
Amostra 20 uL 0,05 a 0,5 g/L de frutose
Agua OuL |
MIX: TEA: 50 mM
TEA 20 pL MgCl,: 3 mM

ATP 20 uL ATP: 2,7 mM
NADP 10 ul NADP: 2,0 mM
1 °Leitura: (E1)*
HK/G6P-DH 20 uL HK: 2,8 U/mL

G6P-DH:1,4 U/mL

2 °Lettura: (E2)*
PGI 20 uL PGI : 5 U/mL
3 °Leitura: (E3)*

* Quatro leituras sdo feitas em intervalos de 5 minutos cada uma.

ciando

A Figura 111.6 apresenta uma curva tipica deste tipo de determinacéo, eviden

os patamares E1, E2 e E3.
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111.3.6 Determinacdo das caracteristicas da exo-inulinase
Os testes descritos a seguir foram realizados com fra¢des de enzima em estado

bruto (sem qualquer purificago prévia), proveniente de uma mesma fermentagéo.

Estabilidade com o tempo
O caldo enzimatico (enzima ligada & parede ou contida no- sobrenadante) foi
congelado (-20°C) e testes de determinacdo da atividade enzimatica foram realizados,

periodicamente, durante 4 meses.

Estabilidade com a temperatura

Adicionou-se 0,5 mL do caldo enziméatico (enzima ligada & parede ou contida no
sobrenadante), devidamente diluido, a 0,5 mL de tampdo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0 ¢
incubou-se sob diferentes temperaturas (30, 37, 45, 55, 60 ¢ 70 °C) e tempos (2, 4, 6, 8,
10, 20, 30{ 40, 50 e 60 minutoé). Apos cada intervalo de tempo, a solucfo foi colocada
em banho de gelo e o teste de determinagdo da atividade enzimatica foi realizado como-

descrito no item I11.3 4.

Efeito da temperatura na atividade enzimstica

Foram adicionados 200 uL do caldo enzimatico (enzima ligada a parede celular ou
contida no sobrenadante), devidamente diluido, é 800 uL de uma solucdo de inulina a 2%
(p/v), dissolvida em tampdo acetato de sédio 0,1M, pH 5,0. O tempo de incubagéo foi de

10 minutos, nas diferentes temperaturas : 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60 ¢ 70°C. Apos este



intervalo de tempo, a reaggo foi interrompida em 4gua fervente e o teste de determinagio

de glicose e frutose foi realizado como descrito no item 11.3.5.2.

Efeito do pXl na atividade enzimadtica

Solugdes de inulina a 2% (p/v) foram preparadas em diferentes tampdes, de acordo
com a faixa de pH desejada:
* pH 2,5 e 3,0 - tampao Mcllvaine (citrato-fosfato)
*pH 3,25 a 5,5 - tampdo Walpole (acetato de sddio-0,2 M)

* pH 6,0 a 8,0 - tamp&o S¢rensen (fosfato-0,2 M)

Adicionou-se 200 uL do caldo enzimético (enzima ligada & parede ou contida no
sobrenadante), devidamente diluido, a 800 pL das diferentes solugdes tampdo e incubou-
se-a 50°C, por 10 minutos. Apos este intervalo de tempo, a reagdo foi interrompida em
dgua fervente e o teste de determinagdo de glicose e frutose foi realizado como descrito

no item H1.3.5.2.

Estabilidade com pH

Adicionou-se 1 mL do caldo enzimatico (enzima ligada a parede ou contida no
sobrenadante), devidamente diluido, a 1 mL da solugdo tampdo, de acordo com o pH
desejado (conforme descrito anteriormente) ¢ incubou-se por 24 h a 30°C. Apos este
intervalo de tempo, foi realizado o teste de determinacdo da atividade enzimatica

conforme descrito no item H.3.4.
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Determinac¢io de Kjy ¢ Vipax

Solugdes de inulina, em diferentes concentragdes (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3.0, 4,0, 50,
6,0 mM), foram preparadas em tampdo acetato de s6dio 0,1 M, pH 5,0. A 800 uL destas
solugdes foram adicionados 200 pl. do caldo enzimatico, convenientemente diluido. As
solugdes foram incubadas por 10 min, a 50°C, em termomixer Eppendorf, sob agitacfo.
Apos este tempo, foi realizado o teste de determinagdo da atividade enzimatica conforme
descrito no item 111.3.4.

Todos os testes referentes a cinética enzimatica foram realizados em triplicata e o

peso molecular da inulina (Serva) ¢ igual a 5000.

1IL3.7 Hidrélise da inulina
A concentragdo de substrato foi determinada apos hidrolise acida da inulina.
Adicionou-se 800uL de 4cido perclorico 0,3 M a 200 ul. da amostra a ser
hidrolisada (proveniente do caldo de fermentagdo) e incubou-se em termomixer
Eppendorf, sob agitagéo, por 15 min, a 80°C . Apds este intervalo de tempo, a reacdo foi
interrompida com a incubagdo da amostra no gelo. Em seguida, determinou-se a
concentracdo de frutose e glicose liberadas, através teste enzimatico descrito no item

1.3.52.

I11.3.8 Determinacio da concentracio de etanol
A concentra¢do de etanol foi determinada por cromatografia em fase gasosa,

usando-se cromatografo HP 5890-Série 11, com detector de ionizagdo de chama, injetor



automatico e coluna HP-FFAP (Cross-Linked) com dimensdes de 10 m x 0,53 mm x 1
um.

Condicdes de operacio:

*gases de arraste: hélio ¢ nitrogénio com fluxo de 15 mL/min e 20 mL/min,
respectivamente.

*gases da chama: hidrogénio e oxigénio com vazdo de 35 mL/min e 300 mL/min
respectivamente.

*temperatura da coluna: 75 a 130°C

*temperatura do detector: 230°C

*volume de amostra : 1,0 uL

*padrdo interno: isobutanol (1,0 g/L)

Uma curva de calibragdo for preparada a cada série de testes, com concentracio de
etanol variando entre 0,3 e 4,0 g/L. e acetoina (possivel metabolito) variando entre 0,2 e
2,6 g/L. O tempo de andlise foi de 5 minutos. As amostras, bem como os padrdes, foram
diluidos de forma que a concentragdo se encontrasse na faixa da curva de calibracdo. Em
seguida, as amostras foram misturadas & soluc8o de padrdo interno em iguais proporgdes.
Apés ser constatado ndo haver acetoina em nenhuma condi¢do de fermentagdo testada, o
tempo de andlise foi reduzido para 3,0 minutos. A Figura A.3, apresenta uma curva de
calibragdo para etanol, enquanto que a Figura {I1.7 mostra uma um cromatograma tfpico

deste tipo de anélise.
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I11.3.9.1 Principio de funcionamento do eletrodo

O eletrodo opera com principio polarografico e consiste de um anodo de prata e
um catodo de platina, que sdo separados do meio de fermentagdo por uma membrana
polimérica, permeavel ao gas (oxigénio). O anodo e o catodo sdo <conectados
condutimetricamente por um eletrolito, que forma uma fina camada entre a membrana € o
catodo.

Com uma voltagem adequada de polarizagdo, o oxigénio, que se difunde através da
membrana em direcdo ao catodo, € reduzido. Esta reagdo quimica produz uma corrente
elétrica, que € diretamente proporcional a pressdo parcial de oxigénio no meio.

Rcagdes:

catodo (Pt) : Oy +2H2O +4 ¢ =4 OH-

anodo (Ag) : 4 Ag=4Agr+4e

IIL.3.9.2 Procedimento de calibracio do eletrodo

* Introduziu-se, no vaso de fermentagdo, uma corrente de nitrogénio, até que todo
o oxigénio fosse expulso. Isto foi verificado através da estabilizagdo da leitura da pressdo
parcial de oxigénio (pO7) em valores proximos a 0%. Neste momento definiu-se 0% de
saturagdo de O7.

* A seguir, alterou-se a corrente, passando-se ar no sistema. No momento da
satura¢do do meio com ar, este valor foi definido como 100%.

Este procedimento foi repetido por 3 vezes na propria cuba de fermentagdo, apos

esteriliza¢do, nas condigles de operagdo (pH, temperatura, meio de cultivo).
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IIL.3.10 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(Kpa)

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (Kpa) inicial foi
determinado com base no método “gassing-out”, descrito por WISE, citado por RAINER
(1990), que prevé a utilizagdo de eletrodos com principio polarografico para medida da
pressdo parcial de oxigénio. Este método indireto, ou estatico, por ser realizado na
auséncia de células, tem como principio, medir a absor¢do de oxigénio em uma solugo.

Inicialmente, preencheu-se o reator com o meio de cultura e ajustou-se as
condi¢cdes de operacdo. Em seguida, reduziu-se a zero a concentragdo de oxigénio
dissolvido no liquido pela passagem de nitrogénio. Neste momento, reiniciou-se a aeragéo
do liquido e registrou-se a variagdo da concentrag@o de oxigénio dissolvido em relag¢do ao
tempo.

A equagdo (2) descreve a variagdo da concentracdo de oxigé€nio dissolvido com o

tempo.

dC/dt =Ka (C* - C) )

onde C* - concentracdo de oxigénio dissolvido na saturagdo (mmol/L)
C - concentracdo de oxigénio dissolvido no instante t (mmol/L)

Rearranjando e integrando a equacdo (2) no intervalo de t=0 a t=t, temos:

dCAC* -C)=Kya dt (3)
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In(C*-C)=-Kat 4)

ou ainda

In(1- C/C*)=-K;at (5)

A equacéo (5) mantém uma correlagéo linear entre o In (1 - C/C*) e o tempo, onde
o coeficiente angular da reta fornece o valor de K;a. No entanto, como a determinagdo da
concentragdo de oxigénio na saturagdo € dificultada no meio de cultura devido a sua

complexidade, definiu-se os seguintes limites de integragio :

t=0;C=aC*
t=t; C=pC*
Potanto:;

In (C* -B C*)(C*-o C*)=-Kzat  (6)

In (1 -B)/(1-0) = - Kyt (7)

onde a ¢ 10% da concentracdo de saturagdo em oxigénio e 3 varia de 10 a 80% da

concentracdo de saturagdo em oxigénio.
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11L.4. METODOLOGIA UTILIZADA NOS CALCULOS

I11.4.1 Concentrac¢io de glicose e frutose
Expressoes:
(E2 - E1): valor de absorbéncia a ser correlacionado a concentragdo de glicose

(E3 - E2): valor de absorbancia a ser correlacionado a concentracdo de frutose

Equacéo:

(E3 - E2) Amostra ~ (E3 - E2) Branco — abs (8)

Curva de calibragéo:

F=a+b*abs 9

onde F= concentragdo de frutose (g/L)

abs = absorbancia

A equagdo obtida para a curva de calibragdo serviu para determinar a concentragio

de frutose (g/L) nas amostras.
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I11.4.2 Determinacio da atividade enzimatica (AE)

Uma vez obtido o valor de concentracdo de frutose, procedeu-se o calculo da
atividade enzimatica (U/mL) para 10 minutos de rea¢#o.

Uma unidade de inulinase foi definida como a quantidade de enzima que produz 1
umol de frutose por minuto de reagdo nas condigdes de analise: [U] = [umol frutose/min

de reagéo].

AE=_[F]. 10° (10)
180. 1000. 10

onde: AE = atividade enzimatica (U/mL)
[F] = concentracfo de frutose (g/L)
10° = fator de conversdo mol ----> umol
180 = peso molecular da frutose
1000 = fator de conversdo L -- -> mL

10 = tempo de reagdo (min)

AE (U/mL)=F (g/L). 0,556 umol . L. (11)
g . mL. min

Os calculos sdo realizados da mesma forma para ambas as fracdes de enzima e a

atividade enzimatica total € obtida pela soma destes valores:

AET = AES + AEP - (12)
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onde: AES = atividade enzimatica extracelular ou contida no sobrenadante.

AEP = atividade ligada a parede ou periplasmatica.

1114.3 Concentracao de inulina
Para o célculo da concentracdo de substrato, procedeu-se conforme descrito no
item II1.4.1. A concentragdo de frutose ¢ diretamente correlacionada com a quantidade de

Inulina presente na amostra.

I11.4.4 Fatores de conversao
Fator de conversdo de substrato em produto: (U de inulinase prod/g de substrato

cons)

— 3
Y, =(AET__-AET))/(S,-S)* 10° (13)

Fator de conversio de substrato em células : (g de células/g de substrato)

Yys = Kax X0)/ (S5-8p) (14)

Onde:

X AET__ : valores maximos de concentragfo celular (g/L) e atividade

max’

enzimatica total (U/mL), respectivamente;



X, Sy AET : valores iniciais de concentracdo celular (g/L), concentraggio de
substrato (g/L) e atividade enzimatica total (U/mL), respectivamente;

S, concentragdo final de substrato (g/L)

I11.4.5 Produtividade

Produtividade em enzima (U. L h™):

Pag=(AET__/t)*10° (15)

Produtividade em células (g. L .h™):

Px=(X__/t) (16)

Produtividade especifica (U/ g células . h™);

Pep =AET__ /t. X’*10°  (17)

Onde:
t=tempo de fermentagdo (h) correspondente a AET _ (U/mL)ouaX _ (g/L)

X' = concentrag@o celular (g/L) correspondente a AET__ (U/mL)

66
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I114.6 Atividade enzimatica especifica (U/g de células)

AET__=AET__/X'™10®° (18)
€sp max

Onde : X' = concentrag@o celular (g/L) correspondente a AET__ (U/mL)

II1.4.7 Velocidades instantaneas e especificas

A partir dos perfis de concentragdo celular, formagdo de produto e consumo de
substrato com o tempo, foi possivel determinar, em cada instante, as velocidades
instantdneas de crescimento microbiano (dX/dt), formagéo de produto (dP/dt) e consumo
de substrato (dS/dt).

Dividindo-se as velocidades instantdneas pela concentra¢do celular no ponto,
obtém-se as velocidades especificas de crescimento (p), formagdo de produto (p,) e

consumo de substrato ():

= 1/X dX/dt (19)

b, = 1/X dP/dt (20)

u, = 1/X dS/dt 21)
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As velocidades instantaneas e especificas de crescimento, formagio de produto e
consumo de substrato foram determinadas segundo metodologia descrita por LE DUY &
ZAJIC (1973). Para isto, foram tragadas curvas suavizadas a partir dos pontos
experimentais. O intervalo de tempo para retirada dos valores de concentragio foi de 30
minutos.

A velocidade especifica maxima de crescimento foi calculada através do
coeficiente angular da reta obtida relacionando o logaritmo neperiano da concentragdo

celular com o tempo.

I11.4.8 Velocidade maxima de reaciio (Vipax) ¢ Constante de Michaelis-Menten
(Km) para inulinase

A partir de um conjunto de medidas de velocidade de reagdo, para diferentes
concentragdes de substrato, determinou-se Ky, € Viax segundo o método descrito por
Lineweaver-Burk (BAILEY & OLLIS, 1986), correlacionando o inverso da velocidade de
reacdo com o Inverso da concentracdo de substrato. A expressdo 22 mostra que,
analogamente a equagdo da reta, o coeficiente linear e o coeficiente angular permitem

estimar os parametros cinéticos da equacdo de Michaelis-Menten.

IV=1V_ +K/V_*1/S (22)

onde ' V= velocidade em diferentes concentra¢des de substrato (g . L™ . min™)

S = concentra¢do de substrato (mM)



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS DA EXO-INULINASE

PRODUZIDA POR Kluyveromyces marxianus ATCC 36907

IV.1.1 Estabilidade com o tempo

Por¢des de inulinase extracelular e ligada a parede foram estocadas em freezer
(-20°C), por 4 meses. Periodicamente, aliquotas foram descongeladas e analisadas quanto
a atividade enzimatica. Como pode ser observado na Figura IV.1, a enzima se mostrou
completamente estavel, independentemente da sua localiza¢do, durante os 4 meses de
armazenamento.

Diferentemente do trabalho de EFSTATHIOU et al. (1986), sobre a estabilidade da
inulinase soluvel ndo dialisada de Clostridium acetobutylicum, ndo houve necessidade de

conservar a enzima em tampao acetato para manter a sua estabilidade.

AE (U/mL)

T T T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4
tempo (meses)

* AES + AEP

FIGURA IV.1 Estabilidade da enzima extracelular (AES) e periplasmatica (AEP) em fungdo do
tempo de estocagem.
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IV 1.2 Estabilidade com a temperatura

Conforme descrito no item 111.3.6, as duas fragdes de enzima foram incubadas por
60 minutos em temperaturas variando entre 30 e 70°C. As enzimas foram avaliadas,
periodicamente, quanto a atividade residual, a temperatura de 50°C e os resultados
obtidos revelaram comportamentos ligeiramente distintos (Figura IV.2). A inulinase
extracelular de K. marxianus ATCC 36907 se manteve razoavelmente estavel até a
temperatura de 55°C, mas perdeu drasticamente a atividade em temperaturas mais
elevadas. Resultados similares foram encontrados por NEGORO & KITO (1973a), em
estudos sobre a estabilidade da inulinase intracelular de Candida kefyr. Por outro lado, a
enzima ligada a parede celular foi sensivel a temperaturas acima de 45°C. A 55°C a
atividade residual da enzima periplasmatica foi de 6,5%, enquanto que para enzima
extracelular, 88% da atividade foi mantida a esta temperatura. Segundo HENSING et al.
(1993), a mulinase periplasmatica de K. marxianus ¢ um tetrdmero, enquanto que a
enzima secretada para o meio € dimero. Estas diferengas na estrutura podem conferir
propriedades distintas, ou seja, comportamentos diferentes da enzima face a um mesmo
parametro.

Da mesma forma, determinadas substdncias presentes na composi¢do do meio
poderiam explicar esta maior estabilidade para a inulinase extracelular, como sugeriram
GUPTA et al. (1994a). Estes autores, avaliaram a estabilidade da inulinase extracelular
bruta, purificada e imobilizada de K. fragilis e notaram que a inulinase bruta foi a mais
estavel para as temperaturas testadas (ver item 11.3.1.2). Isto poderia ocorrer devido a

interacdo entre varios metabolitos presentes no extrato bruto, como polidis € proteinas,
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que protegem a enzima contra a desnatura¢io térmica. Todavia, como neste trabalho
estudou-se apenas a estabilidade da inulinase bruta, ndo se pode afirmar que, apds

purificaco, a enzima manteria 0 mesmo comportamento.

AE residual (%)

0 ] ] { ! 1 [ T
T T U T U ¥ 4

30 35 40 45 50 55 60 65 70
temperatura (°C)

- AES —+ AEP

FIGURA 1V.2 Atividade residual das enzimas extracelular (AES) e periplasmatica (AEP) apds
incubagdo por 1 h, em diferentes temperaturas, em tampao acetato de sodio, 0,1 M, pH 5.0.
1V.1.3 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica (Temperatura 6tima)

A temperatura de incubagfo para realizagdo do teste enzimatico variou entre 30 e
70°C e os resultados obtidos revelaram que, independentemente da localizagdo da enzima
(AES ou AEP), a faixa ideal de temperatura para atuacfo da inulinase ficou entre 50 e
60°C, apresentando um valor 6timo em 55°C (Figura IV.3). Resultado idéntico foi obtido
por GUPTA et al. (1994a), estudando o comportamento da inulinase extracelular bruta,
purificada e imobilizada de K. fragilis. Por outro lado, MANZONI E CAVAZZONI (1988),

estudando o efeito da temperatura sobre a atividade inulinolitica das leveduras C. kefyr,
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C. pseudotropicalis, K cicerisporus e K. fragilis, observaram que a atividade maxima foi
obtida a 60°C. Temperaturas acima de 60°C promoveram uma rapida perda de atividade.
ROUWENHORST et al. (1988), por sua vez, verificaram que a temperatura Otima de
atuacdo da inulinase de K. marxianus CBS 6556 foi 50°C. Para valores acima de 70°C,
nenhuma atividade inulinolitica foi detectada.

Apesar da temperatura de 55°C ter sido a Otima, o teste de determinagdo da
atividade enzimadtica continuou sendo conduzido a 50°C, uma vez que esta temperatura
tem sido descrita na literatura (ROUWENHORST, 1990; TSANG & GROOTWASSINK, 1988;
MANZONI & CAVAZZONI, 1988) para realizag@o deste teste e se encontra dentro da faixa
ideal de atuagfio da enzima. A temperatura de 50°C , 86,5% e 83,3% da atividade foram

mantidas para enzima extracelular e periplasmatica, respectivamente.

AE (U/mL)

35 40 45 50 55 60 65 70
temperatura(°C)

- AES —+ AEP

FIGURA 1IV.3 Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas extracelular (AES) e
periplasmatica (AEP).
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1V.1.4 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 6timo) e estabilidade com pH
Ap6s realizacdo do teste de atividade enzimatica em diferentes valores de pH (2,5
a 8,0), definiu-se a faixa 6tima de pH para atuagdo de ambas as enzimas entre 4,5 ¢ 6,0
(Figura 1V .4). Para valores externos a esta faixa, uma reducfo drastica na atividade
enzimatica foi observada. O maximo valor de pH 6timo descrito na literatura para
inulinases de leveduras é 5,5 (Tabela I1.5). E importante, para fins industriais, que o pH
otimo de atuagdo da enzima seja baixo, para evitar contaminag@o de origem bacteriana,
sendo porém, vantajoso que a enzima tenha capacidade de atuar em uma faixa ampla de

pH, pois isto flexibiliza o processo.

AE (U/mL)
4

I

| ——i—t 4 —4 4

0 e T 1 1 1 1 t T |
26 3,1 3, 41 46 5,1 56 6,1 6,6 ,1 7,6

pH

~ AES + AEP

FIGURA 1IV.4 Efeito do pH sobre a atividade das enzimas extracelular (AES) e periplasmatica
(AEP).

A estabilidade da enzima com o pH foi verificada apds 24 h de incubag@o, em
valores de pH variando entre 2,5 e 8,0 (Figura IV.5). Para valores de pH entre 3,0 € 7,0, a

atividade extracelular foi constante, sendo que apenas 60% da atividade foi mantida em
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pH 2,5. Néo foi possivel, no entanto, avaliar a estabilidade da enzima periplasmatica com
0 pH, uma vez que ao se misturar o caldo enzimatico com as diferentes solu¢des tampio,
os valores de pH das diferentes misturas se mantiveram entre 5,7 e 7,2. Este efeito pode
ser atribuido ao procedimento de liberagdio da enzima com tampédo fosfato de potéssio.
Além do ion fosfato ter a capacidade de estabilizar a enzima, esta se encontra solivel
neste meio tamponante. Desta maneira, a mudanga no valor do pH, apods adi¢do de outro

tampdo, foi muito pequena.

AE residual (%)
110

100

80 —

80 —

70 —

FIGURA 1IV.5 Atividade residual da enzima extracelular (AES) apds incubagdo por 24 horas, a
30°C, em diferentes valores de pH.

IV.1.5 Determinacio de K ¢ Vipax

Conforme descrito no item I11.4.8, os valores de K, € V..x foram estimados através
do método descrito por Lineweaver-Burk (BAILEY & OLLIS, 1986), para porcéo
enzimatica extracelular com atividade igual a 3,6 U/mL. Para tanto, relacionou-se para

diferentes concentragdes de substrato, a concentrag¢do de produto formado (frutose) com o
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tempo (Figura B.1). O coeficiente angular das vérias retas obﬁdas forneceu a velocidade
de reacdo para cada concentracdo de substrato testada. A dificuldade em se determinar
Kn € Vimax deveu-se ao perfil sigmoidal obtido no tragado da velocidade de rea¢do em
fungdo da concentracdo de inulina. GUPTA et al. (1994) também observaram este perfil
sigmoidal para inulinase de K. fragilis, tendo inulina como substrato. Os autores
atribuiram este comportamento a capacidade da inulinase em hidrolisar a inulina
sucessivamente, a partir do terminal ndo redutor, liberando frutose e um homoélogo mais
curto da inulina. Este homoélogo passa a ser um novo substrato para liberagdo da frutose,
podendo resultar em um aumento da velocidade de hidrélise. Este modo de agdo, onde o
produto se torna substrato para subsequente agdo da enzima pode levar a um
comportamento ndo hiperbdlico.

De posse dos valores obtidos, relacionou-se o inverso da velocidade em fungio do
inverso da concentrag@o de substrato, como apresentado na Figura IV.6.

Decidiu-se, portanto, estimar os valores de K, € V.« a partir de concentracdes

mais elevadas de substrato. A equagdo obtida foi a seguinte:

1/V=a+b1/S (1)

Esta equacdo forneceu um valor de K, igual a 7,79 mM e Vc 1gual a 1,93 g
L min?. Valores de K,, da mesma grandeza foram encontrados para inulinase de K.

marxianus tendo rafinose como substrato (ROUWENHORST et al., 1988), para inulinase de
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Bacillus subtilis (VULLO et al., 1991) e para células livres de K. marxianus contendo
inulinase (BAJPAI & MARGARITIS, 1985).

Segundo, GROOTWASSINK & FLEMING (1980), uma forma de contornar os
problemas de estimac¢do dos pardmetros cinéticos, tendo inulina como substrato, é a
utilizacdo de oligossacarideos com crescentes graus de polimerizagdo. Os autores
utilizaram sacarose, rafinose e estaquiose como substratos para determinagdo de K, e
constataram que um aumento no comprimento da cadeia do substrato levou a um dréstico
aumento do valor de K,, para invertase, enquanto que para inulinase o aumento ndo foi
marcante. No entanto, ndo foi possivel, neste trabalho, utilizar tais oligdmeros a fim de se

confirmar os resultados.

FIGURA IV.6 Determinagio da constante de Michaelis-Menten (K,,) e da velocidade maxima
de reago (Vax) pelo método descrito por Lineweaver-Burk.
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IV.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DO MEIO E DAS CONDICOES DE

CULTIVO NO CRESCIMENTO CELULAR E NA ATIVIDADE ENZIMATICA

IV.2.1 Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura foi avaliada no cultivo de K. marxianus ATCC 36907,
realizado em frascos de Erlenmeyer, visando a produgéo de inulinase.

Os resultados estdo resumidos na Tabela IV.1. As curvas de crescimento € de

atividade enzimatica total se encontram no apéndice B (Figuras B.2 e B.3).

TABELA 1IV.1 Resultados gerais das fermentagdes realizadas sob diferentes

temperaturas.
Temperatura AET X ax AETesp Yo Yy U max
(UmL)  (gL) (Ug) (Ug  (go) (™)
28°C 6,60 9,00 733 660 0,90 0,70
32°C 9,65 9,40 1.026 965 0,94 0,74
37°C 9,40 7,30 1.287" 940 0,73 0,82
45°C 4,40 4,50 978 440 0,45 0,84

Os valores maximos de atividade volumétrica e especifica, assim como do fator de
conversdo de substrato em produto, foram obtidos nas temperaturas de 32 e 37°C.
A capacidade de K. marxianus ATCC 36907 se desenvolver com facilidade a

temperaturas elevadas pode ser constatada pelos altos valores de velocidade especifica de
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crescimento. Conforme descrito na Tabela IV.1, valores de [ i de 0,82 e 0,84 h'! foram
obtidos nas temperaturas de 37 e 45 °C, respectivamente. Resultados semelhantes foram
observados por ROUWENHORST et al., (1988) para faixa de temperatura compreendida
entre 37 e 42 °C‘.

As Figuras IV.7 (a) e IV.7 (b) mostram o efeito da temperatura sobre a cultura,
levando em consideragio duas fases do crescimento celular. (a) fase de crescimento
exponencial (10 horas de cultivo) e (b) fase estacionaria de crescimento (48 horas de
cultivo). Para células que se encontravam na fase exponencial de crescimento, a
temperatura 6tima para formagao de células e sintese da enzima foi de 32 a 37°C. Em fase
estacionaria de crescimento, a faixa 6tima de temperatura para producio de enzima foi de

32 e 37°C, enquanto que a maior concentracdo celular foi obtida entre 28 e 32°C.

AET (U/mL), X (g/L)

temperatura (°C)

=X +AET

FIGURA 1V.7 (a) Concentragdo celular (X) e atividade enzimatica total (AET), em fungdo da
temperatura, apds 10 horas de cultivo.
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AET (U/mL), X (g/L)

28 32 37 45
temperatura (°C)

=X +AET

FIGURA 1IV.7 (b) Concentragio celular (X) e atividade enzimatica total (AET), em fung#o da
temperatura, apos 48 horas de cultivo.

Estas observagbes estdo proximas aquelas feitas por dois outros grupos de
pesquisa. GROOTWASSINK & FLEMING (1980) obtiveram, indepeﬁdentemente da fase de
’cultivo, temperaturas 6timas distintas para o crescimento celular (36 e 26°C para culturas
na fase exponencial e estacionaria, respectivamente) e para produgdo de enzima (33 e 30°,
respectivamente). ROUWENHORST et al. (1988), por sua vez, reportaram uma mesma faixa
de temperatura (37 e 42°C) para produgdo de enzima e crescimento celular.

A Figura IV.8 mostra os perfis de produtividade em enzima (Pag), em funcdo do
tempo de cultivo, para as diferentes condi¢cdes de temperatura avaliadas. Como se pode
notar, a temperatura de 37°C proporcionou valores mais elevados de produtividade, tendo

sido, portanto, escolhida para a continuidade dos trabalhos.
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FIGURA 1V.8 Produtividade em enzima (P ), em fungio do tempo, para diferentes condigdes
de temperatura.

Quanto ao efeito da temperatura sobre a localizagdo da enzima. observou-se que o
acumulo de enzima na parede celular diminui com o aumento da temperatura (Figura
IV.9). No entanto, a maior por¢io de enzima ¢ sempre encontrada soluvel no
sobrenadante (Figura IV.10). Pelos perfis das curvas obtidas para enzima ligada a parede
(Figura 1V.9), pode-se notar que ha um actimulo de enzima até um certo tempo de

fermentagdo, quando entdo a atividade enzimatica periplasmatica comega a decrescer.
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FIGURA 1V.9 Atividade enzimatica periplasmatica (AEP), em fungdo do tempo, para
diferentes condigGes de temperatura.
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FIGURA 1V.10 Atividade enzimatica extracelular (AES), em funggo do tempo, para diferentes
condigbes de temperatura.
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O acumulo de enzima no espaco periplasmatico ocorre simuitaneamente ao
consumo de substrato e ao crescimento celular. No momento em que ndo hd mais
substrato, a enzima retida na parede passa a ser secretada para o meio de cultivo. Este
efeito pode ser explicado como uma forma que o microrganismo dispde para sua
manutengdo, uma vez que a pressdo osmotica diminui em fungdo do consumo de
substrato. Possivelmente, ocorre também lise celular, levando a um aumento da porgéo de
enzima localizada no sobrenadante.

Pode-se tentar, entfio, relacionar o instante em que ocorre o acimulo maximo da
enzima ligada a parede, ao esgotamento do substrato no meio. Observa-se que, para a
temperatura de 28°C, na qual a velocidade de consumo de substrato foi menor (Figura
IV.11), ocorreu uma defasagem no pico de atividade enzimatica na parede em relag@o as

demais temperaturas.

S (g/L)

12

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
tempo (h)

* 28°C + 32°C * 37°C " 45°C

FIGURA 1V.11 Concentragio de substrato (S), em fungio do tempo, para diferentes condigdes
de temperatura.
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IV.2.2 Influéncia do pH

O estudo sobre a influéncia do controle do pH foi realizado em frascos agitados,
conforme descrito no item II1.2.1. Os resultados revelaram que o controle do pH em 4,5 €
favoravel a produgdo de inulinase, nfo interfirindo, significativamente, no crescimento

celular, como pode se observar através das Figuras IV.12 e IV.13, respectivamente.

AET (U/mL)

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45
tempo (h)

4 sem controle % com controle

FIGURA 1V.12 Atividade enzimatica total (AET), em fung@o do tempo, em meio com € sem
controle de pH.

O pH, inicialmente controlado, subiu de 4,4 para 4,8 no decorrer da fermentagao,
provavelmente devido a um consumo do ion sédio pelo microrganismo (Figura IV.14).
Este efeito foi observado por SNYDER & PHAFF (1960), quando tampdo succinato foi

utilizado para controlar o pH em 5,0. Neste caso, o pH subiu de 5,1 para 5,8.
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FIGURA 1V.13 Concentragio celular (X), em fungio do tempo, em meio com e sem controle
de pH.

No experimento realizado sem controle de pH, foi observado uma diminuigéo do
pH de 6,5 para 4,7, seguido de uma elevacio, finalizando a fermentagdo em pH 7,0. Esta

elevagdo s6 ocorreu a partir do momento em que o substrato foi esgotado.

tempo (h)

4 sem controle % com controle

FIGURA 1V.14 Evolugdo do pH, em funggo do tempo, em meio com e sem controle de pH.
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I1V.2.3 Influéncia da concentracio inicial de substrato

Diferentes concentragdes iniciais de inulina (10 a 60 g/L) foram avaliadas quanto a
formagdo de inulinase. Os perfis das curvas de crescimento ¢ atividade enzimatica total
estdo representados nas Figuras IV.15 e IV.16.

Pode-se observar que aumento da concentragéo inicial de substrato foi favoravel a
producdo de células. Concentragdes de inulina at¢ 20 g/I. aumentaram a atividade
enzimatica. No entanto, a partir deste valor, o aumento da cohcentrag:ﬁo de inulina afetou

negativamente a formagéo de enzima.

tempo (h)

~—10g/L +20g/L * 40 g/L " 60 g/L

FIGURA 1V.15 Concentragdo celular (X), em fungdo do tempo, para diferentes concentragdes
iniciais de substrato.
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FIGURA 1V.16 Atividade enzimatica total (AET), em fungio do tempo, para diferentes
concentragdes iniciais de substrato.
A Tabela IV .2, apresenta alguns pardmetros cinéticos em fun¢do da concentragio

inicial de substrato no meio de cultivo.

TABELA 1IV.2 Resultados gerais das fermentagdes utilizando diferentes
concentragdes iniciais de substrato.

Inulina AET X AET Yo Yy Pag L max

max max esp

(eL)  (UmL) (gL) (Ul (U (gg (UL'HYH ()

10 9,00 8,50 1.125 900 0,85 333 0,62
20 10,00 9,00 1.212 500 0,45 370 0,96
40 7,50 11,00 682 190 0,27 312 1,01

60 6,75 12,00 562 112 0,20 250 1,04
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A maior produtividade ocorreu com 20 g/L. de substrato inicial, enquanto que a
melhor conversdo de substrato em enzima foi obtida com 10 g/L. de inulina, onde cada
grama forneceu 0,9 U. Os valores maximos de atividade enzimatica volumétrica e
especifica foram obtidos para as concentracdes de 10 e 20 g/L de inulina.

A Figura IV.17 mostra os valores de concentracdo celular, atividade enzimatica
total e concentragdo de etanol em 48 horas de cultivo. Como se pode observar, a
concentragdo de etanol aumenta drasticamente com a elevagdo da concentragéo inicial de
inulina no meio, nas condi¢des de cultivo utilizadas. Acredita—se, porém, que a
transferéncia de oxigénio ndo tenha sido adequada e que uma possivel limitacdo deste
substrato tenha favorecido a formagio de etanol, em detrimento da formagdo de inulinase,
para concentragdes crescentes de inulina. A partir dos resultados, sugere-se que o
aumento da concentra¢do inicial de inulina tenha levado a um desvio da -via metabolica
oxidativa para via fermentativa, resultando na produgdo de etanol. Portanto, nas
condi¢des de trabalho utilizadas, pode-se dizer que concentragdes iniciais de inulina
acima de 20 g/L desfavorecem a produgdo de inulinase.

Resultados similares sdo reportados na literatura. Concentragdes de frutano acima
de 30 g/L ndo foram favoraveis a sintese de inulinase por Fusarium oxysporum, levando a
uma redug¢do de aproximadamente 50% na atividade enzimatica (GUPTA et al., 1990). A
levedura K. fragilis foi, no entanto, mais sensivel a concentragdes elevadas de inulina,
apresentando um decréscimo na atividade ehzimética quando concentragdes superiores a

15 g/L foram empregadas (GUPTA et al., 1994a).
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GROOTWASSINK & HEWITT (1983), estudando a produgdo de inulinase por XK.
fragilis em frascos agitados, observaram que a sintese de inulinase era intensificada no
final da fase de crescimento, em meio contendo glicose, frutose ou sacarose.
Considerando que o crescimento foi realizado em condi¢des de limitagdo pelo substrato,
supde-se que baixas concentragdes de agucar, observadas no final da fase de crescimento,
sejam pré requisitos para sintese de inulinase. As elevadas concentragdes iniciais de
substrato causaram, provavelmente, repressdo catabolica.

A concentragfo inicial de 10 g/L de inulina foi escolhida para dar continuidade aos

trabalhos.

X (g/L), AET (U/mL) E (9/L)
14 — :

12{

S (gL

=X X E # AET

FIGURA 1V.17 Concentragdo de etanol (E), células(X) e atividade enzimatica total (AET),
para diferentes concentragdes iniciais de substrato (S).
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IV.2.4 Estudo da fonte de nitrogénio

A utilizag@o de bacto peptona, como principal fonte de nitrogénio, foi avaliada em
diferentes concentracdes (0 a 20 g/L).

Os resultados ilustrados na Figura 1V.18, mostram que o crescimento celular nio
foi afetado pelas diferentes concentragdes de bacto peptona testadas. Sendo assim, a
concentra¢do de nitrogé€nio presente no extrato de levedura é suficiente para garantir o
crescimento e fornecer todos os nutrientes necessarios ao metabolismo celular. No
entanto, a atividade enzimatica total sofreu variagdes de acordo com a concentragdo de
bacto peptona empregada, como pode ser verificado na Figura IV.19. Considerando que,
no cultivo contendo 20 g/L de bacto peptona, a formagdo de inulinase foi equivalente a
100% (8,7 U/mL), concentragdes de 0, 5 e 10 g/LL levaram a uma redug¢do na atividade
enzimatica de aproximadamente 25, 20 e 14%, respectivamente.

Uma vez que n3o se conseguiu reduzir a concentragdo de bacto peptona sem
reducdo simultdnea da atividade enzimatica, decidiu-se substitui-la por fontes de
nitrogénio mais simples e baratas.

A utilizagdo de fontes de nitrogé€nio mais simples permite obter inulinase
extracelular com maior grau de pureza, uma vez que sdo isentas de proteinas. Segundo o
Manual da Difco de Meios de Cultura, bacto peptona contém nitrogénio na forma de
aminoacidos, facilmente assimilaveis pelo microrganismo. Possui, ainda, um conteudo
elevado de peptonas e apenas uma pequena parcela de proteoses e constituintes

complexos de nitrogénio.
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FIGURA 1IV.18 Concentragdo celular (X), em fungdo do tempo, para diferentes concentragdes
de bacto peptona (BP).
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FIGURA IV.19 Atividade enzimatica total (AET), em fungdo do tempo, para diferentes
concentragdes de bacto peptona (BP).



91

Conhecendo-se o teor de nitrogé€nio contido no bacto peptona (BP), concentracdes
equivalentes de nitrogénio em sulfato de aménio (SA) e uréia (Ur) foram testadas. Estas

relagdes sdo:

* 20 g/L de BP corresponde a 6,93 g/I. de Ur e 15,24 g/L de SA.
* 10 g/L de BP corresponde a 3,46 g/I. de Ur e 7,62 g/L de SA.
* 5 g/L de BP corresponde a 1,73 g/L de Ur .

* 0 g/L de BP corresponde 4 0 g/L de Ur e 0 g/L de SA.

Como pode ser constatado através da Figura IV.20, um aumento na concentragio
de sulfato de amodnio interfere negativamente no crescimento celular, enquanto que nos
meios contendo uréia (Figura IV.21) este efeito ¢ um pouco menos pronunciado. Quanto
a atividade enzimatica total, um aumento na concentra¢io de sulfato de aménio levou a
uma diminui¢do da formac@o da enzima (Figura IV.22), mas ndo a diferengas
significativas quando se empregou uréia (Figura IV.23). No entanto, a atividade
enzimatica ainda ¢ maior quando esta fonte de nitrogénio ndo esta presente. Este
fendmeno foi também observado por GUPTA et al.,, (1994a). Os autores avaliaram o efeito
de diferentes fontes de nitrogé€nio na produgéo de inulinase por K. fragilis, e constataram
que todas as fontes de nitrogénio testadas (NH4HPO4, NaNO3, uréia, glicina ou sulfato
de amdnio) em substituigcdo a peptona, desfavoreceram a produgdo de inulinase, conforme

descrito no item 11.5.3.
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FIGURA 1V.20 Concentragdo celular (X), em fungio do tempo, para diferentes concentragdes
de sulfato de amdnio (SA).
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FIGURA 1V.21 Concentragéo celular (X), em fung¢fio do tempo, para diferentes concentragdes

de uréia (Ur).
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FIGURA 1V.22 Atividade enzimatica total (AET), em fungdo do tempo, para diferentes
concentragdes de sulfato de amonio (SA).
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FIGURA 1V.23 Atividade enzimatica total (AET), em fungdo do tempo, para diferentes
concentragdes de uréia (Ur).
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Uma vez que a utiliza¢@o de sulfato de amonio ou uréia como fontes de nitrogénio
para produgfo de inulinase por K. marxianus ATCC 36907 ndo foi satisfatoria, e tendo
em vista que bacto peptona e extrato de levedura sfio excessivamente caros, optou-se por
avaliar a eficiéncia do farelo de arroz, um residuo da industria de alimentos e do Prodex,
um autolisado de leveduras com um custo 30 vezes inferior ao do extrato de levedura
comercial.

O farelo de arroz, conforme descrito na Tabela I1.6, possui um contetdo elevado
em nitrogénio (37%), além das vitaminas essenciais ao crescimento de K. marxianus
ATCC 36907 (niacina, acido pantoténico e biotina), como foi identificado em trabalhos
anteriores realizados nos laboratorios do CDB (POREP ef al., 1993¢). Considerou-se,
portanto, que o farelo de arroz contribuiria como fonte de nitrogénio, enquanto que
Prodex, baseado na sua origem, seria fonte principalmente de vitaminas e sais.

Os perfis de crescimento celular e atividade enzimatica extracelular encontram-se
ilustrados nas Figuras [V.24 e IV .25.

Mesmo havendo pouca diferenga no crescimento celular, para os diferentes meios
testados, a atividade enzimatica foi fortemente afetada pela substitui¢do de extrato de
levedura e bacto peptona por farelo de arroz e Prodex. A utilizagdo dos meios alternativos
ndo foi favoravel a sintese da enzima. E possivel que, apesar destes meios de cultivo
permitirem um crescimento celular semelhante ao obtido com o meio controle, eles ndo
fornecem os elementos necessarios a formagdo da enzima. Este fato sugere que a sintese
de inulinase por K. marxianus ATCC 36907 esteja ligada a presenga de determinados

aminoacidos no meio de cultivo.
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FIGURA 1IV.24 Concentragdo celular (X), em fungdo do tempo, para diferentes meios de
cultivo.
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FIGURA 1V.25 Atividade enzimatica extracelular (AES), em fung¢do do tempo, para diferentes
meios de cultivo.
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IV .2.5 Efeito da concentracio de extrato de levedura

Cultivos de K. marxianus ATCC 36907 foram conduzidos com o objetivo de
conhecer o efeito da concentragdo de extrato de levedura (0 a 10 g/L) sobre o crescimento
celular e a atividade enzimatica. A Tabela IV.3 apresenta os pardmetros cinéticos obtidos

neste ensaio.

TABELA 1IV.3 Resultados gerais das fermentagGes utilizando diferentes
concentragdes de extrato de levedura.

YE AET X AET Yoo Yy P,

max max esp

(g/L) (UmL)  (g/L) (Ulg)  (Ulg) (g/g) (UL'h™M

0 0,16 1,50 - 16 0,15 5,0
3 3,30 5,50 660 330 0,55 170
6 7,00 8,50 875 700 0,85 230
10 7,50 8,50 937 750 0,85 250

E

Como pode ser observado, os fatores de converséo de substrato em enzima e em
células, assim como a produtividade enzimatica, aumentaram com o aumento da
concentragdo de extrato de levedura, principalmente entre 0 € 6 g/L..

Conforme pode ser visto na Figura IV.26, a formagdo de biomassa foi fortemente

influenciada pela variagdo da concentragdo de extrato de levedura. Concentragbes
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crescentes de extrato de levedura até 6 g/L favoreceram a formacdo de células, porém nio
houve diferencas entre 6 e 10 g/L de extrato de levedura. Conforme descrito por STANIER
et al., (1986), extrato de levedura ¢ uma excelente fonte de vitaminas do complexo B e,
freqientemente, supre as exigéncias destes fatores em meios de cultura.

A atividade enzimatica total aumentou progressivamente com o aumento da

concentracédo de extrato de levedura, como pode ser visualizado na Figura IV.27.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a presenga de extrato de
levedura ¢ fundamental para o crescimento deste microrganismo. Da mesma forma,
NEGORO & KITO (1973b), verificaram que a produgéo de inulinase por Candida Kefyr foi

aumentada pela adi¢do de pequenas quantidades de extrato de levedura.

O incremento na atividade enzimatica total, em meio contendo 10 g/L de extrato de
levedura, foi de apenas 7% em relagdo ao meio contendo 6 g/L. Isto significa que nestas
condi¢des de cultivo, o aumento de 40% na concentra¢do de extrato de levedura ndo
estimulou proporcionaimente a producdo da enzima. Sendo assim, a elevagdo na atividade

enzimatica ndo justifica a utilizagfo de extrato de levedura na concentragédo de 10g/L.
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FIGURA 1V.26 Concentragéo celular (X), em fung@o do tempo, para diferentes concentragdes
de extrato de levedura (YE).

AET (U/mL)

1
1

. i i T T T + T T
(1] 3 6 9 12 19 24 30 34 44 48

tempo (h)

—~ 0 g/L YE + 3g/L YE < 6g/L YE = 10g/L YE

FIGURA 1IV.27 Atividade enzimatica total (AET), em fun¢do do tempo, para diferentes
concentragdes de extrato de levedura (YE).
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IV. 2. 6 Utilizacdo do extrato de chicoria como fonte de carbono para producio de
inulinase

Experimentos realizados anteriormente nos laboratérios do CDB (resultados n&o
publicados), com a finalidade de avaliar a produgdo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907 em presenca de diferentes fontes de carbono (sacarose, frutose,
glicose, lactose e inulina), revelaram que o uso de inulina como substrato proporcionou
maiores valores de atividade enzimatica volumétrica e especifica.

Sendo a mnulina um substrato de alto custo para produgdo comercial de inulinase,
decidiu-se avaliar, neste trabalho, o uso do extrato de chicoria como substrato para
produgdo desta enzima.

Baseado nos dados da literatura, (BAJPAl & MARGARITIS, 1985; MANZONI &
CAVAZZONI, 1988) e nos resultados obtidos no item anterior, K .marxianus foi cultivado
em meio contendo extrato de chicdria nas formas: sem suplementagéo, suplementado com
extrato de levedura (6,0 g/L) e suplementado com extrato de levedura e sais

((NH4)2HPO4, MgSO4 e FeSOy).

As curvas de crescimento e produgdo de inulinase estdo ilustradas na Figura IV.28
e IV .29, respectivamente.

Comparando os meios MC1 e MC2, verifica-se a influéncia da suplementagéo do
extrato de chicoria com extrato de levedura ao nivel de 6,0 g/L.. O extrato de chicoria sem
nenhum tipo de suplementa¢do (MC1) nédo permite a formag¢do de inulinase € a formagdo

de biomassa é muito baixa.
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FIGURA 1V.28 Concentragdo celular (X), em fungdo do tempo, para diferentes meios de

cultivo.
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FIGURA 1IV.29 Atividade enzimatica total (AET), em fungdo do tempo, para diferentes meios
de cultivo.
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As curvas de consumo de inulina (Figura IV.30) permitem concluir que, além da
velocidade de consumo de substrato ser muito lenta, a fermentagdo ndo foi concluida em
48 horas no meio MC1. Este fato mostra claramente a existéncia de caréncia nutricional

neste meio.
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FIGURA 1V.30 Concentragdo de substrato (S), em fungfo do tempo, para diferentes meios de
cultivo.

A atividade enzimatica total no meio de cultivo contendo extrato de chicoria e
extrato de levedura (MC2) nfo ultrapassou 2,8 U/mL, valor inferior aquele obtido com
inulina comercial (MC4), que foi de 4,2 U/mL.

Ainda, tendo extrato de chicdria como substrato (MC2), avaliou-se a influéncia da
adi¢do de sais sobre atividade enzimatica (MC3) e observou-se que estes néo estimularam
a formagdo de enzima. Comparando-se 0 meio MC4 com o meio controle (CT), observa-
se que, apesar da presenga de inulina comercial naquele meio (MC4), a atividade

enzimatica foi inferior aquela obtida no meio controle.
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Cabe salientar que, quando foi avaliado o efeito das concentra¢des de bacto
peptona (0 a 20 g/L) e extrato de levedura (0 a 10 g/L) sobre o crescimento celular € a
sintese de inulinase, um dos elementos estava sempre em excesso. Ao decidir-se, neste
ensaio, por excluir o bacto peptona e utilizar extrato de levedura ao nivel de 0,6%, ndo foi
considerada a interag@o que ocorre quando estes nutrientes sdo utilizados em conjunto.

Estes resultados, levaram ao questionamento da causa dos baixos valores de
atividade enzimatica obtidos quando extrato de chicéria foi utilizado, uma vez que outros
autores (MANZONI & CAVAZZONI, 1988; GUPTA et al, 1994a) alcangcaram as melhores
produgbes de inulinase com extratos vegetais (topinambur e chicéria). A presenca de
substancias fenélicas no extrato foi a hipotese mais provavel. Algumas plantas contém
substancias fenolicas que funcionam como mecanismo de defesa e protegdo. Estas
plantas, ao sofrerem injuria, expdem radicais que, em contato com o oxigénio do meio
ambiente, formam substancias fendlicas de cor marrom (VUKOV et al., 1993). Estas
substancias sdo muitas vezes inibidoras do crescimento de microrganismos. No caso de K.
marxianus ATCC 36907 ndo ha inibigéo do crescimento, porém a atividade enzimatica é
comprometida. Para evitar estes problemas, poderia-se modificar o método de extragdo da
inulina das raizes de chicoria, ou ainda, procurar eliminar os compostos fenolicos
contidos no extrato, através de métodos de extracdo adequados. Uma alternativa seria a
utilizagdo de agentes clarificantes, tais como acido citrico e acido acético para evitar a

oxidagdo enzimética dos polifendis (VUKOV et al., 1993).
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IV.2.7 Influéncia do Coeficiente Volumétrico de Transferéncia de Oxigénio (Kya)

Nos ensaios realizados em frascos agitados ndo foi possivel acompanhar
detalhadamente a cinética do processo fermentativo devido a limitagdo do volume de
amostra, que n3o deve exceder 10% do volume inicial. Além disso, ndo havia como
quantificar, de forma precisa, a transferéncia de oxigénio nas condi¢Ges empregadas, uma
vez que o fornecimento de oxigénio era determinado pela relagdo entre o volume de meio
de cultivo e o volume do frasco, nas condi¢Ges de agitacdo utilizadas. Sendo assim, o
estudo das diferentes condigbes de transferéncia de oxigénio foi conduzido em reator de
bancada, com volume util de 1,51, em regime descontinuo, a 37°C e pH 4,5 controlado
automaticamente.

O meio de cultivo utilizado para a condugdo dos experimentos foi 0 meio controle.
Baseado nos experimentos realizados anteriormente sobre a composicdo do meio de
cultivo para producdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, optou-se
por um meio rico, completo, onde se pudesse avaliar apenas a interferéncia do substrato
oxigénio. A utilizagdo de outros meios de cultivo poderia levar rapidamente a uma
limitacdo de nutrientes.

A Figura IV.31 apresenta os diferentes valores de Kja obtidos para as trés
condi¢gbes de aeragdo testadas (0,5, 1,0 e 1,5 vvm), em fung@o do estado de agitacdo.
Apesar desta curva ser uma referéncia para a escolha do bindmio aeragdo/agitagdo, no
inicio de cada fermentaggo, repetiu-se o procedimento de determinagéio do Kya, tendo em
vista que pequenas variagdes, como pressdo, temperatura e concentragdo de sais e

nutrientes, podem levar a variagdes na transferéncia de oxigénio para o meio.
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FIGURA 1V.31 Valores de K;a obtidos para diferentes condi¢es de aeragdo e agitagdo, em

meio de cultivo YEP I,

em reator de 2L, volume util 1,5L.

Os experimentos de fermenta¢io foram realizados sob trés diferentes condi¢des de

agitacdo e aeragdo e os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela IV.4. Os valores de

Umax foram calculados, através do coeficiente angular da reta obtida relacionando o

logaritmo neperiano da concentragio celular com o tempo (como descrito no item I11.4.7).

As curvas apresentando as correlacdes lineares estdo localizadas no apéndice B (Figuras

B4, BS e B6).
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TABELA 1V.4 Resultados gerais obtidos no cultivo de Kluyveromyces
marxianus sob diferentes condi¢des de suprimento de oxigénio.

Condigbes MK 1 MK2 MK3
Kia(h") 21 36 89
Tempo de ferm(h) 36 24 15
X max (/L) 7,50 11,00 13,00
AET 5 (U/mL) 6,50 6,50 8,00
E (g/L) 9,00 2,50 0,06
Yyss (g/g) 0,83 1,10 1,30
Y5 (Ulg) | 722 650 800
P,z (ULTHh™Y 180 270 530
AET,(U/g) 867 591 615
P.,(Ug" h?) 24 25 41
tmax (B 0,79 0,72 0,58

As Figuras IV.32 a IV.34 apresentam a evolugéo do crescimento celular, atividade
enzimatica total, consumo de substrato, formagéo de etanol, concentragdo de oxigé€nio
dissolvido e velocidade especifica de crescimento, bem como as relagbes lineares obtidas
entre a velocidade especifica de crescimento ¢ de formac¢do de enzima para as trés
condi¢des de suprimento de oxigénio testadas. Os perfis de velocidade especifica de
crescimento ¢ formag8o de enzima, em fungdo do tempo, encontram-se no apéndice B

(Figuras B7, B8 e B9).
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Pela Figura IV.32b, pode-se observar que a maior parte do tempo de fermentagdo
ocorreu sob condicSes de limitagdo pelo oxigénio. A partir de 2 horas de cultivo, a
transferéncia de oxigénio para o meio ndo foi suficiente para suprir a demanda do
microrganismo. Nesta situagdo, em paralelo a .via metabolica oxidativa, a via fermentativa
passou a ser utilizada pelo microrganismo, com produgéo de etanol (9,0 g/L). Constata-se
pela Figura IV.32a, que o substrato esgotou-se em 10 horas de cultivo, momento no qual o
etanol, até entdo acumulado, passou a ser consumido. Este novo substrato foi capaz de
manter o crescimento celular até, aproximadamente, 36 horas, quando o oxigénio
dissolvido voltou a subir, indicando que a transferéncia de oxigénio para o sistema foi
superior & demanda do microganismo.

Observa-se, ainda, pela Figura 1V.32a, que ha um aumento de atividade enzimatica
mesmo apos o esgotamento do substrato, o que pode ser explicado pela ocorréncia de dois

fatores: a liberagdo da enzima retida na parede para o meio de cultivo e a lise celular.

Através da andlise das curvas de crescimento celular e de velocidade especifica de
crescimento, nas quinze primeiras horas de cultivo (Figura IV.32c), pode-se observar
quatro fases distintas para o crescimento celular. De 0 a 1,0 hora, aproximadamente,
ocorre a fase de laténcia e aceleracdo do crescimento (Fase I), seguida de uma fase
exponencial (Fase II) entre 1,0 e 4,0 horas (que pode ser constatada sobretudo, através da
figura B4), com Li.x=0,79 h'. Inicia-se entfio a desaceleragdo do crescimento (Fase III),
que apresenta uma faixa linear entre 5,0 e 10,5 horas. A partir deste ponto, a velocidade

de crescimento celular diminuiu, tendendo a estacionar (Fase IV).
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Conforme pode ser observado através da Figura IV.32d, existe uma correlagdo
linear entre p e w,, para valores de u variando entre 0,12 e 0,42 h™, ou seja, entre 5,5 e
9.5 horas de cultivo. Nesta fase da fermentag#o, estes parAmetros podem ser relacionados

através da equacdo (2):

n,=1371-0,08 (2) r=0,98

Pode-se observar através da equagio (2) que, 1, € {1 estdo correlacionados de modo
a favorecer, em geral, a sintese da enzima, indicando também que a producdo estd
associada as células em reprodugéo e ndo a biomassa j4 existente no meio. Este periodo
da fermentacdo encontra-se, na faixa linear da fase de desaceleracdo do crescimento
celular.

A Figura 1V.33a apresenta o perfil de crescimento, consumo de substrato e
formagdo de enzima para K;a=36 h”'. Com 24 horas de fermenta¢do, a atividade
enzimatica total foi maxima (6,5 U/mL). Como o suprimento de oxigénio foi superior em
relagdo ao experimento anterior, a formagdo de células foi também maior.

A Figura IV.33b mostra o perfil de consumo de oxigénio no decorrer da
fermentagdo. Nesta condicdo de transferéncia de oxigénio, este substrato tornou-se
limitante ap6s 5 horas de cultivo. A duragfio da fase de limitagdo pelo oxigénio foi cerca
de 50% inferior aquela observada no experimento anterior. A sistemdatica de produgéo e

consumo de etanol foi a mesma ocorrida para Kga=21 h™". No entanto, a concentrago
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maxima de etanol foi muito inferior (2,5 g/L), uma vez que a maior transferéncia de
oxigénio para o meio favoreceu o metabolismo oxidativo.

As fases de crescimento podem ser observadas na Figura IV.33c. Neste caso,
analisando-se apenas a curva de p, obtida pelo método de Le Duy & Zajic, ndo se observa
fase exponencial. Porém, pode-se notar pela curva de crescimento (Figura IV.33c) e
constatar pela Figura BS, que a fase exponencial esta presente entre 2,0 e 5,0 horas (Fase
II). As demais fases de crescimento estdo representadas pelas fases I, III e IV, conforme
observado anteriormente. Nesta condigfo, o valor obtido para py. pelo método de Le
Duy & Zajic foi de 1,05 h™ | ou seja, 31% superior aquele obtido pelo método
logaritmico. Todavia, o valor considerado real foi pmax= 0,72 h™', obtido por este método,
uma vez que os erros embutidos nos calculos de p pelo método de Le Duy Zajic sdo
elevados para baixos valores de concentragio celular.

N&o houve, neste experimento, defasagem no tempo entre p, e u (Figura B8), mas
uma relacdo linear entre estes pardmetros sé foi obtida para faixa de p compreendida
entre 0,18 e 0,37 h™ (Figura IV.33d), equivalente ao periodo de 6,5 a 10,5 horas de

fermentagdo. Neste caso, a equagéo da reta (3) obtida foi:

up=1,6p024  (3) 1=0,99

Nesta condi¢do, o elevado valor do coeficiente linear (em mddulo) revela que a

formag@o de células, neste periodo, € favorecida em relagdo a formagdo de produto.
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O aumento do Kpa para 89 h' proporcionou uma sensivel diminuigdo da
velocidade de consumo de substrato em relagdo aos experimentos anteriores. Todavia, o
tempo de fermentagdo fo1 reduzido para 15 horas (Figura IV.34a).

A produgdo de etanol foi praticamente inexistente (Figura IV.34b). Com isso, a
inulina presente no meio de cultivo foi destinado a formagdo de biomassa. Apesar do
aumento da concentragdo celular, em relagdo aos experimentos anteriores (IV.34c¢), a
velocidade especifica maxima de crescimento caiu para 0,58 h™ (obtido pelo método
logaritmico). As fases de crescimento observadas foram semelhantes aquelas obtidas
anteriormente.

Assim como no ensaio anterior, ndo houve defasagem no tempo entre p e p,
(Figura B9). Contudo, uma relagéo linear entre estes pardmetros foi obtida entre 5,0 € 8,5
horas de crescimento (0,40<u< 0,62 h'l), conforme observado na Figura IV.34d e na

equagdo (4):

up=1,571-0,48 (4) r=0,98.
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*8 = AET ¢ X

FIGURA 1IV.32 a Crescimento celular (X), atividade enzimatica total (AET) e consumo de
substrato (S), em fungio do tempo, para K;aigual a21 h™.
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FIGURA 1V.32 b Concentragéo de oxigénio dissolvido (pO,) e etanol (E), em fungdo do tempo,
paraKjaiguala21 h'
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FIGURA 1V.32 c¢ Evolugiio do crescimento celular (X), e da velocidade especifica de
crescimento (u), em fungdo do tempo, evidenciando as fases de crescimento, para K;a igual a 21
h'
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FIGURA 1V.32 d Correlagdo linear entre p e y, obtida entre 5,5 ¢ 9,5 horas de cultivo, para
Kiaiguala21h'
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FIGURA IV.33 a Crescimento celular (X), atividade enzimatica total (AET) e consumo
substrato (S), em fungdo do tempo, para K; a igual a 36 h™"
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FIGURA 1V.33 ¢ Evolugdo do crescimento celular (X), € da velocidade especifica de
crescimento (i), em fungdo do tempo, evidenciando as fases de crescimento, para K;a igual a 36
h'!
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FIGURA 1IV.33 d Correlagdo linear entre p e p,, obtida entre 6,5 e 10,5 horas de cultivo, para
Kiaiguala36 h™
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FIGURA 1V.34 a Crescimento celular (X), atividade enzimadtica total (AET) e consumo de

substrato (S), em fungio do tempo, para K;a igual a 89 h™"
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FIGURA 1IV.34 b Concentragdo de oxigénio dissolvido (pO,) e etanol (E), em fungido do tempo,

paraK;aiguala 89 h™
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FIGURA 1IV.34 ¢ Evolugdo do crescimento celular (X), ¢ da velocidade especifica de
crescimento (), em fungfo do tempo, evidenciando as fases de crescimento, para K;a igual a 89
h'
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FIGURA 1IV.34 d Correlagdo linear entre p e p,, obtida entre 5,0 ¢ 8,5 horas de cultivo, para
K;aiguala 89 h'



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As principais conclusées deste trabalho encontram-se relacionadas abaixo:

= A exo-inulinase extracelular e periplasmatica de Kluyveromyces marxianus ATCC
36907 mostrou-se estavel durante os 4 meses de estocagem a -20°C.

= A enzima extracelular apresentou-se estavel em temperaturas inferiores a 55°C e na
faixa de pH compreendida entre 3,0 e 7,0, nas condi¢gdes do teste, enquanto que a
enzima periplasmdtica mostrou-se mais sensivel a influéncia da temperatura,
comecando a perder atividade acima de 45°C.

= O efeito da temperatura ¢ do pH sobre a atividade inulinolitica foi também investigado.
Independentemente da localizagdo da enzima (extracelular ou periplasmatica), as faixas
ideias de temperatura e pH para atuagfo da inulinase foram 50-60°C e pH 4,5-pH 6,0,
respectivamente.

= As constantes da equacfo de Michaelis—Menten foram determinadas : K;,= 7,79 mM ¢
Vinax = 1,93 gL' . min™.

= A influéncia da temperatura de cultivo foi avaliada entre 28 e 45°C. A faixa de
temperatura entre 32-37°C proporcionou melhor atividade enzimatica total, sendo que
os valores mais elevados de produtividade em enzima foram obtidos a 37°C.

=0 acimulo de enzima na parede celular ocorreu enquanto o substrato se encontrou

presente no meio de cultivo. A partir do momento em que o substrato se tornou
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limitante, o microrganismo passou a liberar progressivamente a enzima periplasmatica
para o meio de cultivo. Sugere-se que este mecanismo esteja ligado a manutencéo das
células. Uma vez que ndo existe mais substrato no meio, 0 microrganismo procura
utilizar outras formas para continuar mantendo sua atividade celular, liberando assim
inulinase da parede para o meio.

= O controle do pH do meio de cultivo em 4,5 foi mais eficiente para a producdo de
enzima, quando comparado ao meio sem controle de pH.

= A influéncia da concentrag@o inicial de substrato foi estudada entre 10 e 60 g/L. Os
resultados mostraram que concentragdes de inulina acima de 20 g/L ndo sdo favoraveis
a producdo de enzima nas condi¢gdes de fermentagdo utilizadas. Concentragdes iniciais
de substrato mais elevadas, causaram, provavelmente, repressdo catabolica.

— A utilizag¢do de bacto peptona em meio contendo extrato de levedura e inulina ndo foi
imprescindivel a formagdo de enzima. No entanto, a presenga de extrato de levedura ¢
fundamental para o crescimento € , conseqiientemente, para a formagéo de enzima.

= Uréia e sulfato de amodnio foram utilizados como possiveis fontes de nitrogénio para o
crescimento de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e produgédo de inulinase. No
entanto, concentragdes crescentes de sulfato de amonio ocasionaram uma diminuigdo
na formacgdo de células e na sintese de inulinase. O mesmo efeito, porém menos
acentuado, foi observado quando uréia foi usada como fonte de nitrogénio.

= A substitui¢do simultinea de bacto peptona e extrato de levedura por farelo de arroz e
Prodex, apesar de permitir o crescimento celular a niveis comparaveis ao meio controle

(bacto peptona, extrato de levedura e inulina), ndo foi adequado a formagédo de
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inulinase. Estes resultados sugerem que a sintese de inulinase esteja associada a
presenca de determinados aminoacidos ou grupo de aminoacidos no meio de cultivo.

= Sendo a inulina um indutor da sintese de inulinase, como constatado em experimentos
realizados anteriormente nos laboratérios do CDB e, tendo em vista o alto custo deste
substrato, extrato de chicdria foi utilizado como fonte de carbono no cultivo de
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. O extrato de chicéria sem suplementagdo ndo
favoreceu o crescimento celular nem a sintese da enzima, uma vez que o substrato ndo
foi consumido, indicando uma caréncia nutricional neste meio. No entanto, a
suplementagdo do extrato de chicdria com extrato de levedura e sais, permitiu o
crescimento microbiano sem, contudo, favorecer a sintese da enzima. Sendo assim, a
hipotese provavel para explicar este fendmeno € a presenga de substincias fenolicas no
extrato de chicoria que comprometem a atividade inulinolitica.

= Valores crescentes do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (21a 89 h™")
foram favordveis a formagdo de biomassa e a sintese de inulinase, além de
proporcionarem uma redugdo no tempo de fermentagdo. Valores globais de fator de
conversdo de substrato em enzima (Yp/s) € produtividade (P4g) iguais a 800 U/g e 530
U.L'h?, respectivamente, foram obtidos em Kia = 89 h'. A producgdo de etanol
diminuiu com o aumento da oxigenacdo do meio, sendo nula em K;a = 89 h! A
sintese deste produto ocorreu apenas em condi¢des de limitagdo pelo oxigé€nio e seu
consumo 1niciou apos o esgotamento do substrato. A atividade inulinolitica continuou
aumentando no meio extracelular ap6és o esgotamento da inulina devido,

provavelmente, a lise celular e a liberagdo da enzima periplasmatica para o meio.
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= Os perfis de velocidade especifica de crescimento (u) e de formagéo de produto (u,)
foram definidos e a cinética do processo foi estudada. O maior valor da velocidade
especifica maxima de crescimento (Uma= 0,79 h'l) foi obtido em Kja= 21 h'l,
diminuindo com o aumento deste.

Os resultados deste trabalho levaram a uma série de questionamentos, que poderdo

ser abordados na continuidade deste estudo:

=> Estudo dos aminoacidos ou grupos de aminoacidos necessarios a sintese da inulinase
por Kluyveromyces marxianus a fim de substituir bacto peptona por fontes alternativas

de nitrogénio.

= Utilizago de métodos analiticos que permitam detectar a presenga de enzima, mesmo
na forma inativa, uma vez que, neste trabalho, os termos produg¢fio de enzima e
atividade enzimatica foram utilizados indiscriminadamente. A quantificagdo da enzima
foi realizada pelo teste de atividade enzimatica, sendo que, em alguns casos, a enzima

poderia estar presente de forma inativa.

= Ampliacdo da faixa de estudo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(Kpa), uma vez que os valores de fator de conversdo de substrato em enzima e

produtividade foram crescentes na faixa estudada neste trabalho.
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= Avaliacdo da produgéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 em
sistemas continuos, uma vez que neste tipo de processo pode-se evitar o fendmeno de
repressdo catabolica, mantendo-se baixas concentragdes de substrato residual no meio
de cultivo. Este processo facilitaria o estudo da regulagio do metabolismo do
microrganismo, tendo em vista que as condi¢des ambientais sdo mantidas constantes.
Além do mais, o estudo da cinética do processo mostrou que néo existe defasagem no
tempo entre as velocidades especificas de crescimento e formag¢do de enzima,

sugerindo o uso de culturas continuas.



APENDICE A
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TABELA A.1 - Valores de absorbéncia de suspensdes de células de Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907 cultivadas em meio contendo YEP I (espectrofotometro LKB, 600 nm).

X (g/L) 0.057 0.111 0.132 0.174 0221 0296 0355 0446 0612 0970
ABS 0.103 0201 0230 0.281 0350 0449 0522 0.645 0811 0.983

abs (600 nm)

0_'!"{e"'{"':I'"'{':::{:::4{::::}::4:{::::}
o o1 02 03 04 05 06 07 08 O

X (@)

FIGURA A.1 - Curva de correlagdo entre concentragdo celular (X) a absorbancia (abs) obtida a
partir de suspensdes de células de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 cultivadas em meio
YEPL: X=(abs-0,054)/1,324, r = 0,9998.
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TABELA A.2 - Valores de absorbdncia de solugdes padrdo de frutose (espectrofotometro
“Microtiter Reader”, 340 nm).

F (g/L) 0.052 0.101 0.139 0.276 0.362 0.548
ABS 0.212 0.307 0.357 0.570 0.700 0.982

abs (340 nm)

0:l-AAA|l\.‘Alx‘A|I|..Alu‘uxl;.HI‘|‘xl‘.|‘1|‘x.I‘||yI

ettt e e e

0 005 0,1 0,15 02 025 03 035 04 045 05
F (g/L)

FIGURA A.2 - Exemplo de uma curva de calibragdo obtida no teste de determinagéo de glicose
¢ frutose em Sistema "Microtiter Reader":[Frutose] = (abs - 0,042)/1,538, r = 0,9997.
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TABELA A.3 - Concentragéo das solugdes padrdo de etanol (E) e suas respectivas areas para
construcdo da curva de calibragdo em cromatografia em fase gasosa.

E (g/L) 0,324 0,775 0.974 1,559 1,958 3,388
Area 29.425 69.228 87.374 140.038 177.262 350.317
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FIGURA A.3 - Exemplo de curva de calibragdo para etanol (E), obtida para cromatografia em

fase gasosa.
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FIGURA B.1 Concentragdo de frutose (F), em fun¢do do tempo, para diferentes
concentragdes de inulina.
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FIGURA B.2 Concentragéo celular (X), em fungdo do tempo, para diferentes condi¢des de

temperatura.
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FIGURA B.3 Atividade enzimaética total (AET), em fungfio do tempo, para diferentes
condigdes de temperatura.
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FIGURA B.4 Determinagéo de i, pelo método logaritmico, para K;a igual a 21 h.
Umax = 0,79 h, r=10,99.
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FIGURA B.5 Determinagio de i, pelo método logaritmico, para K;a igual a 36 h™’.

Umax= 0,72 b, r=0,99.
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FIGURA B.6 Determinagfo de ., pelo método logaritmico, para K;a igual a 89 h™’.

Umax= 0,58 ™', r=0,99.
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FIGURA B.7 Evolugdo da velocidade especifica de crescimento (i) e de formagéo de
enzima (p,), em fungio do tempo, para K; a igual a 21 h'.
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FIGURA B.8 Evolugdo da velocidade especifica de crescimento (u) € de formagéo de
enzima (), em fungéo do tempo, para K; a igual a 36 h.
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FIGURA B.9 Evolugdo da velocidade especifica de crescimento (u) e de formagédo de
enzima (u,), em fun¢io do tempo, para K a igual a 89 h'.
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