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RESUMO

Frutose € o agtcar natural mais doce, sendo uma alternativa segura para substituir a
sacarose. A inulinase tem um importante papel na produgdo de frutose através da hidrélise
enzimatica da inulina, que pode ser realizada em uma unica etapa e render até 95% de
conversao.

Este trabalho teve como objetivo estudar a produgdo da inulinase por
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 utilizando diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, visando obter um meio viavel comercialmente, nos mesmos niveis de
produgdo do meio convencional.

Técnicas de planejamento experimental e analise de superficie de resposta foram
utilizadas para otimizar o meio de cultivo para producéo da enzima. Foram estudadas as
variaveis concentragdo de melago, dgua de maceragio de milho e extrato de levedura. Para
este estudo utilizou-se quatro planejamentos fatoriais completos, sendo alcangada uma
atividade enzimatica maxima de 138U/mL. Apos foi possivel reduzir ainda mais o custo do
meio, com a substituicdo do extrato de levedura pelo Prodexlac, extrato de levedura
produzido pela industria Prodesa que contém 44% de proteina, e retirando-se K,HPO, do
meio, atingido-se uma atividade enzimatica de 113U/mL.

Verificou-se que o primeiro e segundo meios otimizados representam 13% e 1,93%
do custo do meio sintético otimizado, respectivamente.

Assim neste trabalho foi possivel a otimizag¢do na produgio da enzima, utilizando
meios alternativos, sem reduzir os niveis de produgio obtidos com meio sintético, tornando

ainda, 0 meio economicamente mais viavel.



ABSTRACT

Fructose is the sweetest sugar, being a safe alternative for sucrose. Inulinase may
play an important role in fructose production by enzymatic hidrolysis of inulin. The
reaction occurs in a single step and it is possible to obtain up to 95% of conversion.

In this work the optimization of the conditions of inulinase production by
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 using different carbon and
nitrogen sources is carried out in order to obtain more suitable culture conditions for
comercial exploration, with a similar production level to conventional culture conditions.

Factorial design and surface response analysis were used to optimize the culture
conditions for inulinase production and the enzymatic reaction parameters. In the enzyme
production the following variables were studied: melass, AMM and yeast extract. The use
of the technique of complete factorial design, resulted in a enzymatic activity of 138U/mL
After that, it was possible to minimize the cost, changing the yeast extract by Prodexlac,
produced by Prodesa Inc. wich contains 44% protein and removing K,;HPO, from the
medium formulation, and with this medium the activity reached 113U/mL.

It has been show that the first and second medium formulation represented 13% and
1,93% of the cost of the previous synthetic optimized medium, respectively.

Finally, this work made possible the enzymatic production optimization, using low
cost alternative medium, without reducing the production level achieved with the synthetic

medium, turning this process economically more interesting.



Introducio

1. Introducao

As enzimas tém sido aplicadas durante milhares de anos na forma de produtos
de plantas ou de animais, e como consequéncia de diversos estudos elas tem sido cada
vez mais utilizadas em operagdes industriais. Sem duvida, a produgdo controlada de
enzimas produzidas por microrganismos é um dos mais importantes setores da

biotecnologia industrial (Bu'lock & Kristiansen, 1991).

A modificagdo de alimentos e outros materiais por enzimas tem ocorrido
espontaneamente e deliberadamente por geragdes. A aplicagdo biotecnologica de
enzimas € vantajosa frente a processos fisico-quimicos por ndo necessitar de condig¢des

drasticas de temperatura e pressio (Vandamme & Derycke, 1983).

Em funcdo da facilidade de produgdo, muitas enzimas sdo obtidas a partir de
fermentagdes microbianas, suplantando a produgio de origem vegetal. Isto se deve ao
fato de exigirem em geral um tempo curto de produgdo, poderem ser obtidas em
qualquer época do ano e utilizarem substratos normalmente de baixo custo. Neste

contexto encontram-se as inulinases (Ettalibi & Baratti, 1987).

As inulinases sdo potencialmente uteis na producdo de Xaropes com alto teor de
frutose, utilizando a inulina como matéria-prima para obtengdo desse acucar (Ettalibi
& Baratti, 1987). As inulinases também tem sido utilizadas na producido de

oligossacarideos (Kim, ef al., 1997).
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O processo de produgdo de frutose por hidrélise da inulina é mais vantajoso
quando comparado com o processo convencional, no qual frutose é produzida a partir
do amido. A reagdo enzimatica com o uso da inulinase ¢ simples, e forma produtos
com 95% de frutose. Por outro lado, a produgdo convencional de frutose inclui trés
etapas enzimaticas: a agdo da o-amilase, amiloglucosidase e glicose 1somerase,
produzindo apenas 45% de solugdo de frutose no melhor caso, pois o equilibrio
termodindmico entre glicose e frutose é proximo de 50% de glicose e 50% de frutose

(Kim & Rhee, 1989).

Diversos microrganismos podem ser utilizados para produzir inulinase, porém a
selecdo destes dependera de suas caracteristicas fisiologicas. Além disso, para o uso de
algum microrganismo deve-se considerar o fato desses pertencerem ao grupo GRAS
("Generally Recognized as Safe") e serem aceitos pelo FDA ("Food and Drug

Administration") dos Estados Unidos para produtos alimenticios (Schneider, 1996).

O objetivo desse trabalho foi estudar a produgdo da inulinase por
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 utilizando diferentes fontes de carbono e
nitrogénio, visando obter um meio economicamente viavel, mantendo os mesmos

indices de atividade obtidos com o meio sintético.
Assim, foram realizadas as seguintes etapas:

1) Primeiro planejamento fatorial: com o objetivo de obter-se resultados
preliminares; realizou-se um planejamento fatorial completo (2° e 3 pontos centrais),

obtendo-se como resposta a atividade da inulinase. As variaveis independentes foram:
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concentracdo de melago, concentragdo de agua de maceragdo de milho (AMM) e
extrato de levedura. O K,HPO, foi mantido constante na concentragdo de 1g/L, o pH

em 3,5, e a temperatura em 30°C.

2) Segundo e terceiro planejamentos fatoriais: estes dois planejamentos foram
realizados da mesma maneira que o primeiro, porém mudando os niveis das
concentragdes de cada substrato, sempre utilizando o anterior como base para decisdo

das proximas concentragdes a serem utilizadas.

3) Testes intermediarios: com o objetivo de atingir um meio otimizado para
produgdo da inulinase; realizou-se testes individuais utilizando-se concentragdes de

substrato baseadas nos resultados dos trés planejamentos anteriores.

4) Quarto planejamento fatorial: apos a realizagdo dos testes intermediarios,
utilizou-se o melhor resultado dos mesmos como ponto central para a realiza¢do deste

quarto planejamento e assim otimizar a produ¢o enzimatica.

5) Testes intermediarios com objetivo de redugdo de custo do meio de produgdo:
apos ja obtido um meio otimizado, realizou-se testes individuais retirando o K,HPO, e
substituindo o extrato de levedura pelo Prodexlac, produto fornecido pela industria

Prodesa.

6) Quinto planejamento fatorial: apés a obtencdo de resultados satisfatérios nos
testes do item 5, realizou-se um planejamento experimental para otimizar o meio de

producdo de menor custo. Neste planejamento o meio de cultura era composto por
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melago, AMM e Prodexlac, mantendo-se 0 mesmo pH e temperatura dos itens

anteriores.

7) Sexto planejamento fatorial: com base no resultado do planejamento exposto

no item 6; realizou-se este no qual o meio de menor custo foi otimizado.

8) Andlise de custo: como etapa final fez-se um estudo de custo dos substratos
utilizados, tanto no meio sintético, otimizado por Kalil (2000), como nos dois meios

sintéticos otimizados no presente trabalho.
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2. Revisio Bibliogrifica

2.1. Frutose

Os oligossacarideos sdo carboidratos formados de 3 a 10 unidades de
mondmeros de hexoses que podem ser encontrados em produtos vegetais (frutas e
legumes), em leite e mel na forma livre ou combinada. Sua utilizagdo como alimento
funcional € proposta desde 1980, sendo que sua importancia consiste no estimulo da
produgdo de bifidobactérias. Em fungdo disso sdo denominados de "probidticos"

(Crittenden et al., 1996).

Os frutooligossacarideos representam um dos principais oligossacarideos da
classe dos bifidogénicos, em termos de produgdo. Atualmente existem VArios tipos de
oligossacarideos produzidos comercialmente, podendo-se citar como exemplos: os
galactooligossacarideos, a lactosacarose e a palatinose. Normalmente sio obtidos por
dois processos, que ndo apresentam diferengas significativas no produto final. No
primeiro a sacarose € utilizada como substrato, obtendo como produto
frutooligossacarideos de 2 a 4 unidades fructosil com ligagdes B-(2-1), com um
residuo a-D-glicosil terminal, conhecidos como kestose, nistose e 1-frutosilnistose. O
segundo processo constitui-se na hidrélise enzimatica da inulina, produzindo

frutooligossacarideos de cadeia longa (Crittenden ez al., 1996).

No inicio da década de 1970 houve um acentuado aumento nos pregos do

agucar comum no mercado mundial, o que incentivou a pesquisa de substitutos da
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sacarose. O término da legislagdo protecionista, em 1974, existente nos Estados
Unidos, para a produgdo de sacarose, resultou em maior competi¢do entre os
produtores, com baixa de pregos, tornando anti-econdmica a produgdo doméstica de
sacarose. Como o maior usuario de adogantes naquele pais é a industria de bebidas
carbonatadas, adogadas até entdo preponderantemente com sacarose, a substituigio
desse agucar pela frutose, que possui um poder adogante maior, tornou-se altamente
desejavel. Por outro lado, o uso de xaropes comuns de glicose, em bebidas, nunca
havia sido generalizado, havendo problemas devido a falta de dogura e contaminagdo
bacteriana; e o uso de agucar invertido foi adotado somente em escala reduzida. Houve

portanto interesse na obtengado econdmica da frutose (Reguly, 1996).

E de grande expectativa que os novos desenvolvimentos proporcionados pela
biotecnologia venham contribuir para a solugdo dos atuais problemas energéticos e
alimenticios. Para isso as fontes de carboidratos renovaveis sio consideradas
estratégicas. A frutose € o aglicar com maior indice de dogura encontrado na natureza
e a alternativa mais segura para substituir a sacarose, responsavel por agravar
problemas relacionados & obesidade, cariogenicidade, arteriosclerose e diabetes

(Vandamme e Derycke, 1983).

A frutose aumenta a absor¢do do ferro como resultado da formagio de um
quelato complexo ferro-frutose, o qual ¢ melhor absorvido que o ferro inorgénico

(Gupta, 1994).

Frutanas depositadas como reserva de carboidratos em raizes e tubérculos de

varias plantas representam boas fontes de frutose, adogante com caloria reduzida.
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Estas frutanas consistem de cadeias lineares unitirias de frutose e uma unidade

terminal de glicose, todas ligadas por ligagdes B-2,1 frutofuranosidicas (GrootWassink,

1980).

A produgdo de frutose pode ser feita tanto por hidrolise acida como enzimatica.
A hidrolise 4cida usando HCI 2N era o processo preferido nos EUA, enquanto que a
conversdo enzimatica € praticada ha anos em alguns paises da Europa e Japdo
(Goldstein ez al, citado por Costa, 1986). Cada um desses métodos tem suas
vantagens e desvantagens. Na hidrolise enzimatica tem-se baixo custo do catalisador,
alta porcentagem de conversdo (90%), tempo de residéncia no reator menor que o
método quimico, solu¢do de aglicar invertido incolor e temperatura do processo mais
baixa. O inconveniente desse método é que a operagio precisa ser realizada em

batelada e a enzima ndo pode ser reutilizada.

Na hidrélise acida temos baixo custo do catalisador e facilidade em se usar
reator tubular em processo continuo. Como desvantagens depara-se com a baixa
porcentagem de conversdo (65-70%), tempo de residéncia elevado no reator, solucdo
de agucar invertido colorida e temperatura do processo elevada. A hidrolise acida pode
produzir furfural e outros agentes aromaticos indesejaveis, assim como

oligossacarideos por reagdes de polimerizacdo (Wiseman, citado por Costa, 1986).

2.2. Inulina

Inulina € o mais conhecido dos gluco-frutosanos, que sdo polimeros de D-

frutose com um residuo de D-glicose em uma de suas extremidades.



Revisdo Bibliografica

Aproximadamente, 30 unidades de frutose formam uma cadeia, e essas sdo unidas por
ligagdes B (2-1) formando uma cadeia linear como é mostrado na figura 1 (Vandamme

& Derycke, 1983).

Figura 2.1: Formula estrutural da molécula de inulina.

Uma fonte interessante de inulina € a alcachofra de Jerusalém, que contém um
polifrutano (aproximadamente 75 — 80% de massa seca) com um grau de
polimerizagdo de 3 — 30 unidades (Manzoni & Cavazzoni, 1992). Inulina também &

abundante em raizes de chicéria e dalia (Elyachioui et al., 1992).

A hidrélise da inulina pode ser feita em meio acido (pH 1 — 2) e a temperatura

de 80 — 100°C, mas como a frutose, produto desta reacdo, ¢ facilmente degradada em
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baixo pH, este processo fornece cor e subprodutos na forma de anidrido. O que pode
ser solucionado com a hidrélise enzimatica, visto que esta ndo apresenta esses

problemas, porém leva um tempo maior para a hidrolise completa (Barthomeuf ef al.,

1991).

2.3. Inulinases

Inulinases sdo 2,1-B-D frutano furohidrolase (EC 3.2.1.7)), que convertem
inulina, um polimero com frutose na ligagdo B-2,1, a frutose. A inulinase encontra
aplicagdo na produgdo de xaropes com alta concentragao de frutose, os quais tem

assumido grande importéncia como agentes responsaveis pela dogura em alimentos e

bebidas (Poorna & Kulkarni, 1995).

As inulinases podem ser obtidas de tubérculos e raizes de plantas que contém
inulina, ou através de microrganismos como bactérias, fungos e leveduras. Dentre as
leveduras, aquelas pertencentes ao género Kluyveromyces tem despertado grande
interesse industrial devido as suas caracteristicas fisiologicas (Rouwenhorst citado por

Schneider, 1996).

A inulinase pode hidrolisar tanto a sacarose, inulina e levanas, enquanto a
invertase verdadeira hidrolisa fortemente a sacarose, possuindo uma atividade muito

fraca ou quase nenhuma sobre a inulina (Kushi, 1996).

As inulinases est3o presentes em niveis muito baixos em vegetais tais como,

Liliaceae, Iridaceae, e especialmente Compositae (Manzoni, 1988).
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Originalmente, a classificagio das inulinases estd baseada na ocorréncia de
enzimas especificas em bactérias, fungos e plantas. Na visdo de diversos autores, a
inulinase ¢ um tipo especial de invertase e deve ser classificada como tal

(Rouwenhorst, 1990).

Diversas inulinases microbianas tém sido parcialmente purificadas e suas
propriedades foram revisadas por Vandamme & Derycke (1983). Em contraste com as
enzimas das plantas, inulinases microbianas apresentam atividade sobre a sacarose,
bem como sobre a inulina. Usualmente, inulinases sdo classificadas como 21-B-D
frutano frutohidrolase (EC 3.2.1.7), mas a diferenga com invertase (EC3.1.1.26) ndo ¢
clara para enzima microbiana. E geralmente aceito que a taxa de atividade sobre a
sacarose em relagdo a inulina (S/I) caracteriza a enzima: para uma inulinase a taxa S/I &

menor do que 100 (Ettalibi & Baratti, 1987).
2.3.1. Microrganismos Produtores de Inulinase

Alguns microrganismos podem ser citados como exemplos de produtores de
inulinase:  Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces
bulgaricus, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Candida kefyr. Contudo
observou-se que dentre as leveduras, as do género Kluyveromyces apresentam uma

melhor produtividade (Santos, 1998).

Sabe-se porém, que para um microrganismo poder ser utilizado para produzir

inulinase deve-se considerar o fato desse pertencer ao grupo GRAS ("Generally

10
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recognized as Safe") e ser aceito pelo FDA ("Food and Drug Administration") dos

Estados Unidos para produtos alimenticios (Schneider, 1996).

2.3.2. Producio de inulinase

GrootWassink & Fleming (1980), produziram inulinase com Kluyveromyces
Jragilis, utilizando a sacarose como fonte de carbono e nutriente limitante. Foram
utilizados 4% de sacarose, 30°C de temperatura ¢ pH 5. A maxima produgio de
enzima foi obtida na menor taxa de diluigdo utilizada (0,09 h'™"). Neste trabalho, foram
realizadas comparagdes da inulinase com a invertase em relagio a algumas
propriedades importantes para a industria, e concluiram que a primeira € mais
transferase. Logo, a inulinase de Kluyveromyces fragilis aparece como uma alternativa

a Saccharomyces cerevisae, que ¢ a mais utilizada na industria.

Para estudar a produgdo de inulinase, Manzoni & Cavazzoni (1988), utilizaram
Candida kefyr, Candida pseudotropicalis var. lactosa, Kluyveromyces cicerisporus e
Kluyveromyces fragilis. Uma atividade alta de enzima (22,4-32,0 U/mL; 9,7-16,0U/mg
proteina) foi observada quando as leveduras cresceram em meio contendo extrato
aquoso de alcachofra de Jerusalém fresca como fonte de carbono e temperaturas de
28°C para Candida kefyr e Candida pseudotropicalis var. lactosa. e 32°C para

Kluyveromyces cicerisporus e Kluyveromyces fragilis.

Manzoni & Cavazzoni (1992), utilizaram Kluyveromyces marxianus var.

bulgaricus para estudar a producdo da enzima inulinase, sendo as fontes de nitrogénio
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alcachofra de Jerusalém ("topinambur") seca, fresca e inulina. Com uma concentragio
de enzima de 10Ul/g foi avaliada a hidrolise destes substratos, catalisada pelas
enzimas, obtendo como resultados 65,3%, 77,3% e 83,9//5, respectivamente. Além
disso, os autores avaliaram a relagdo entre o grau de hidrolise, tempo de reagio e

concentragdo de enzima, obtendo entdo um modelo de hidrolise.

Rouwenhorst er al (1988), determinaram a atividade da inulinase de
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 em meio mineral com 0,25% de diferentes fontes

de carbono, conforme mostra a Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Atividade da Inulinase de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 em

meio mineral com 0,25% de diferentes fontes de carbono.

Fonte de Taxa de Diluicio (h') Atividade da Inulinase (U mg de peso

Carbono seco de célula)*
Inulina 0,05 58
Inulina 0,15 25

Sacarose 0,10 52
Frutose 0,10 29
Glicose 0,10 3.9

Lactose 0,13 2,8
Glicerol 0,10 9.4
Etanol 0,10 26

* Atividade da enzima foi medida utilizando sacarose como substrato

Gupta et al. (1994) produziram inulinase de Kluyveromyces fragilis NCIM
3217, obtendo atividade maxima apos 36 horas, a 25-27°C, em um meio contendo 1%

de inulina como fonte de carbono. Apos estudos do crescimento em meios contendo
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diferentes fontes de carbono: 1% de frutano, 1% de sacarose, 1% de frutose ou 1% de
glicose, verificaram que a maxima produgéo de inulinase foi com o meio contendo 1%
de frutano, seguido daquele contendo sacarose. Em testes feitos com meios contendo
diferentes fontes de nitrogénio, observaram que a peptona forneceu os melhores
resultados. Estudando o efeito da adigdo de fosfatos inorgénicos, observaram que a
adi¢do da NaH,POj (0,25% (p/v)) + KH,PO, (0,25% (p/v)) em meio contendo 1% de
inulina, conduziu a um aumento significativo na produgdo de inulinase extra-celular. A
maxima atividade observada foi de 7Ul/mL, com 36h de crescimento, havendo apos
um declinio deste valor, devido, provavelmente, & desnaturagdo da enzima presente no

meio por enzimas proteoliticas excretadas pelo microrganismo.

Cruz-Guerrero er al. (1995) produziram inulinase com Kluyveromyces
marxianus CDBB-L-278 usando como fontes de carbono inulina e glicerol
separadamente. Esta inulinase foi posteriormente caracterizada, e foi determinado que
esta tem uma maior afinidade com a inulina. Além disso, determinou-se que a enzima

possui estabilidade a altas temperaturas, com uma vida média de 180 minutos e 50°C.

Na produgdo continua de inulinase por Kluyveromyces bulgaricus ATCC
16046, em meio com limitagdo de carbono, Kushi ef al. (1996) verificaram que com 0
aumento da taxa de dilui¢do, a fracdo de enzima encontrada no sobrenadante diminui, e
consequentemente ocorre o aumento da fragdo ligada a parede celular. A fracdo de
enzima ligada a célula também diminui 2 medida que a taxa de diluicdo aumenta. A

atividade diminui com o incremento da taxa de diluigao. Este fato sugere que a sintese

13
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de inulinase em fermentagdo continua é regulada pela concentragio da agucar residual

no meio de alimentagdo.

Schneider (1996) estudou a produgdo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907 e constatou que a faixa de temperatura entre 32-37°C foi a
que proporcionou melhor crescimento celular e atividade enzimatica total e o controle
de pH do meio em 4,5 foi favoravel com respeito ao meio sem controle. A influéncia
da concentragdo da inulina acima de 20g/L ndo é favoravel a produgdo da enzima. A
utilizagdo de peptona ndo foi imprescindivel a formagdo da enzima. No entanto, a
presenca de extrato de levedura € fundamental para o crescimento e,
consequentemente, para a formagdo de enzima. Concentragdes crescentes de uréia ou
sulfato de amodnio ocasionaram uma diminui¢do na formagio de células e na sintese de
inulinase. Valores crescentes do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

(21 a 89 h™) foram favoraveis a formagéo de biomassa e 2 sintese de inulinase.

Poorna & Kulkarni.(1996) estudaram a produ¢@o de inulinase com Aspergillus
niger utilizando meio sintético e quatro diferentes fontes de carbono. Foram utilizadas
na concentragdo de 2%, glicose, frutose, sacarose e inulina. A atividade da inulinase,
concentra¢do de biomassa, pH do meio e aglicares redutores foram avaliados em cada
experimento com cada diferente fonte de carbono por um periodo de 120 horas. Uma
comparagdo em relagao ao crescimento e atividade de inulinase foi realizada e mostrou
que a inulina foi a melhor fonte de carbono, nas condigdes utilizadas, seguida pela
sacarose. No caso da frutose e da glicose ndao houve produgdo de enzima. Com a

inulina como fonte de carbono, obteve-se o méximo de produ¢io em 60 horas,

14



Revisdo Bibliografica

80U/mL, e apds houve um decréscimo na atividade da enzima para 28U/mL em 120

horas de experimento.

Santos (1998) trabalhou com trés meios distintos, para obtencdo de inulinase a
partir de fermentagdo com Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045. Optou por aquele
que continha 30g/L. de sacarose, 10g/L de extrato de levedura, 20g/L. de peptona e
5g/L de K;HPO,, sendo o pH inicial de 3,5. Obteve uma atividade final de 7,54UI/mL
e boa reprodutibilidade quando comparado ao meio que continha dgua de maceragao
de milho e melago, apesar deste ultimo em algumas fermentagdes atingir maior
atividade. As condigdes da fermentagdo foram temperatura de 30°C, aeragdo 0,2-

0,3vvm, agita¢do moderada e tempo de fermentagio de 18 horas.

A otimizagdo de meio de cultivo pelo método classico envolve variagdo de
apenas uma variavel independente (tal como, nutriente, temperatura, pH) enquanto
fixam-se outras em determinados niveis. Este estudo univariavel € bastante trabalhoso
€ consome altos periodos de tempo, especialmente quando se tem um grande namero
de variaveis, e além disso, ndo garante a determinagdo das condi¢des 6timas. Visando
isso, um método mais pratico € o planejamento fatorial fracionario (Pooma &

Kulkarni, 1995).

Kalil er al(1999) utilizaram a técnica deplanejamento fatorial e analise de
superficie de resposta para otimizar 0 meio de cultura para produc¢do de inulinase por
Kluyveromyces marxianus. Ao invés de inulina, sacarose foi usada como fonte de
carbono. Inicialmente, foi utilizado um planejamento fatorial fracionario (2*') para

determinar as variaveis mais relevantes na produc¢do da enzima. Foram estudadas as
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variaveis sacarose, peptona, levedura, pH e K,HPO,, e todas mostraram-se
significantes. De acordo com os resultados obtidos, as condi¢des 6timas para produgio
da enzima foram: 14g/L de sacarose, 10g/L de extrato de levedura, 20g/L de peptona e
1g/L de K;HPO,. A atividade enzimatica nas condigdes de cultura foi de 127U/mL, o
que representa uma atividade 29 vezes maior do que nas condi¢bes anteriormente

estudadas por Santos (1998).

Com o objetivo de estudar a metodologia de determinagdo da atividade da
enzima inulinase com a sacarose e inulina como substrato, Medeiros er al. (1999),
analisaram os efeitos da temperatura, concentragdo de substrato e pH e utilizaram a
levedura Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 na producdo da inulinase. Para a
realizagio dos experimentos, primeiramente foi realizado um planejamento
experimental de 1* ordem, 2° e 3 pontos centrais (11 ensaios) para verificar o efeito da
concentragdo da sacarose (2-5%), pH (4,5-5,5) e temperatura (50-70°C), tendo como
resposta a atividade enzimatica do caldo filtrado. Apos foram realizados mais dois
planejamentos, sendo que no segundo, foram estabelecidas as condigdes Otimas de
temperatura 60-68°C e pH 4,5-5, para atingir uma alta atividade enzimatica de
aproximadamente 110U/mL, utilizando-se a sacarose como substrato. No terceiro
planejamento, com a enzima atuando sobre a inulina, o pH nao apresentou nenhum
efeito sobre a determinacdo da atividade enzimatica mostrando uma flexibilidade
dentro da faixa estudada. No entanto a temperatura foi a variavel mais importante na

faixa estudada, devendo estar entre 50-51°C para atingir uma atividade de 7,3 U/mL.

16



Revisdo Bibliografica

2.4 Conclusio

Neste capitulo foram apresentados trabalhos referentes a caracterizagdo e
produ¢do da inulinase. Verificou-se que esta enzima tem merecido inimeros estudos
devido ao seu potencial de aplicagdo na industria. O Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, vem trabalhando
nesta linha de pesquisa ha alguns anos, utilizando-se a enzima obtida do microrganismo
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045. No entanto, apds a
otimizagdo do meio sintético, realizado por Kalil (2000), que levou a atividade
enzimatica a um incremento que chegou na ordem de 127U/mL, havia a necessidade de
reduzir o custo do meio de cultura, visando a possibilidade de aplicacdo industrial.
Sendo assim, a utilizagdo de substratos industriais como melago ¢ dgua de maceragio
de milho surgiram como alternativa, e neste trabalho procurou-se dar enfoque a estas

necessidades, sendo a metodologia utilizada detalhada no capitulo a seguir.
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3. Material e Métodos

3.1. Producao da Inulinase

3.1.1. Preparo do inéculo

O microrganismo Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 foi
repicado de agar inclinado de extrato de malte e levedura para tubo de ensaio contendo
caldo do mesmo meio, em um volume de 10mL. O meio foi incubado por 24h a 30°C.

Cada tubo de ensaio serviu como pré-indculo.

A escolha deste microrganismo levou em consideracdo o fato do género
Kluyveromyces possuir o “GRAS” (Generally Regarded Safe), que o faz aceito pelo
FDA (Food and Drug Administration), sendo assim recomendavel para utilizagdgo em
alimentos (Hensing et alii, 1994). Além disso, o microrganismo ja havia sido testado
por Costa (1986) juntamente com outras doze leveduras, tendo apresentado a maior
atividade enzimatica, por Santos (1998) com outras duas espécies do mesmo género,
tendo o Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 apresentado a maior
atividade enzimatica e cuja enzima forneceu maior produtividade na formag@o de
oligossacarideos, e por Kalil (2000), quando foi otimizada a produ¢do da inulinase
através do uso de meio sintético, atingindo uma atividade enzimatica de 127U/mL, em

meio contendo sacarose, peptona e extrato de levedura.

O meio para obtengdo do inoculo € apresentado na Tabela 3.1:
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Tabela 3.1: Meio para obtencio do in6culo.

Componente Quantidade (g/L)
Sacarose 20
Extrato de levedura 5
K>HPO, 5
NH,CI 1,5
KCl 1,15
MgS0,.7H,0 0,65

O pH do meio foi ajustado para 6,5 e preparados Erlenmeyers aletados de
500mL, contendo 100mL do mosto. A esterilizagdo foi feita a 121°C por 15 minutos.
A cada frasco foi adicionado 10mL de pré-inéculo, e posteriormente o meio foi

incubado por 24h a 30°C e 150 rpm.

3.1.2. Fermentacao

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers aletados de 500mL, com 100mL
do meio a ser estudado. A temperatura foi mantida em 30°C em shaker
PSYCROTHERM (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, N. J.), com rotagio de 150
rpm. A cada frasco foi adicionado 10% de inéculo. A resposta foi avaliada no tempo
de 24, 48 e 72h. As condi¢des dos ensaios realizados e seus resultados estio no

capitulo 4.
3.1.3. Planejamento Experimental

Visando a obtengd@o de resultados preliminares, foi realizado um planejamento

fatorial completo envolvendo trés variaveis (2° e 3 pontos centrais), obtendo-se como
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resposta a atividade de inulinase. As variaveis independentes foram: concentragdo de
melago, concentragdo de agua de macera¢do de mitho (AMM) e extrato de levedura
(tabelas 4.1 e 4.2). O K,HPO, foi mantido constante na concentragdo de 1g/L, o pH
em 3,5 e a temperatura em 30°C (Kalil, 2000). A resposta foi avaliada no tempo de 24,

48 e 72 horas.

Apbs analise das respostas deste primeiro planejamento, foram realizados mais
trés planejamentos completos (2° ensaios, mais 8 pontos axiais € 3 pontos centrais),
com o intuito de otimizar o meio complexo de produgdo da inulinase, visto que através
da analise das respostas percebia-se que ocorria tendéncia de aumento na atividade da
inulinase. Para acompanhamento destes planejamentos, realizou-se ainda analise de pH

€ Massa seca.

Apoés a obtengdo do meio otimizado foram realizados testes com o mesmo
meio, porém sem o K,HPQO,, e substituindo-se o extrato de levedura por um
hidrolizado de levedura de nome comercial Prodexlac® produzido pela industria
Prodesa. As composigdes aproximadas dos substratos industriais utilizados sio

apresentadas abaixo:

Melago (%)’ AMM (%)’ | Ext. Lev. (%)’ | Prodexlac (%)

Nitrogénio total 0,5 50 10,5 44

Aglicares 18 7.5 38 N
redutores

Acido latico § 18 . "

Sais - - - 0,5
Cinzas - - - 9
Umidade - - - 21

pH - 45 - 7.0
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Fontes: 'Vasconcelos, 1985, ’gentilmente cedida por Com Products — Mogi Guagu,

ntituto de Quimica — UNICAMP, ‘gentilmente cedida por Prodesa — Produtos

especiais para Alimentos S. A

Tendo em vista os bons resultados obtidos, foram realizados mais dois
planejamentos experimentais, para que também fosse obtido um meio otimizado com

esta nova composi¢ao, o que representa um custo ainda menor no meio de producao.

3.2. Metodologia Analitica

3.2.1. Determinacio de Atividade da Inulinase e Invertase

A determinagio de atividade foi realizada pela medida da velocidade inicial da
producio dos agucares liberados em condigdes controladas. A reagio OcOITE €m um
frasco sob agitagio e controle de temperatura a 50°C, com auxilio de um banho
reciproco (DUBNOFF, Modelo 145). No frasco adicionou-se 9.0mL de solugdo de
sacarose ou inulina a 2% em tampao acetato 0,IM pH 45 e 1,0mL de amostra
convenientemente diluida (Kalil, 2000). Convém salientar que 2 determinagdo da
atividade sobre a inulina foi determinada somente em alguns planejamentos
experientais, onde julgou-se mnecessario para uma melhor vizualizagdo do
comportamento da enzima, devido ao alto custo da mesma. Quando comparadas as

duas substancias, a sacarose tem um custo em torno de 25 a 30 vezes inferior a inulina

(Sigma, 1999).

Foram retirados 1,0mL de amostra em intervalos de tempo pré-detenninados e

analisou-se os agucares redutores. Foi construida a curva de absorbancia em fungdo do
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tempo e, com o auxilio da curva de calibragdo dos agucares redutores foi determinada
a atividade enzimatica. Uma unidade por mL de solugdo enzimatica (U/mL) € definida

como sendo a capacidade da enzima hidrolisar 1pumol/mL de frutose por minuto.

3.2.2. Massa Seca

A determinagio de massa seca (MS) na amostra for feita
espectofotometricamente através da leitura da absorbancia 600nm, utilizando agua

para calibragdo do aparelho.

Para avaliagdo da massa celular foi necessario construir uma curva padrdo de
densidade otica versus massa seca, sendo esta obtida apos secagem da amostra em
estufa a vacuo (50°C). Paralelamente fez-se diluicdes sucessivas do meio fermentado e
mediu-se a densidade otica. A partir da densidade otica determinou-se indiretamente 2

massa seca para cada diluigao.

3.2.3.pH

Apos retirada da amostra, o pH foi medido diretamente em potenciometro.
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4, Resultados e Discussao

4.1. Planejamento fatorial completo

4.1.1. Primeiro planejamento fatorial

O planejamento fatorial completo utilizado para avaliar as trés variaveis
estudadas (extrato de levedura, melago e agua de maceracdo de milho), e obter
resultados preliminares em termos de atividade enzimatica esta apresentado na tabela
4.1 e a tabela 4.2 apresenta os valores descodificados de cada nivel utilizado. Para
melhor visualizacdo dos resultado é apresentada a figura 4.1 com o acompanhamento

de atividade enzimatica em fun¢do do tempo de fermentagao.

Os calculos para verificar o efeito das variaveis na resposta foram feitos com

auxilio do programa computacional Statistica versdo 5.0 (Microsoft, 1995).

Analisando-se as respostas obtidas na tabela 4.1, verifica-se um grande
incremento nos valores de atividade enzimatica, com maximo atingindo 75,93 U/mL
para o ensaio 6 (67,9g/L de melago, 32,1g/L de AMM e 82g/L de extrato de
levedura). Comparado-se com os valores encontrados na literatura, quando trata-se de
meio complexo contendo melago e 4gua de maceragdo de milho (AMM), Costa (1986)
obteve uma atividade enzimatica maxima de 14,27Al/mL e Santos (1998), uma

atividade maxima de 8U/mL, para o mesmo microrganismo utilizado.

Dentre os 17 ensaios realizados nas diferentes condigdes, observa-se que a

atividade as 72 horas variou de 16,49 U/mL a 75,93 U/mL, mostrando que ha um
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ganho n3o s6 na atividade enzimatica, mas também na produtividade do processo,
mostrando a importancia de se estabelecer as condi¢des adequadas para a produgdo da
enzima. Deve-se ressaltar que como o objetivo deste primeiro planejamento era ter-se
idéia do comportamento da produgdo enzimética nestes meios industriais, nio foram

realizadas analises de pH e massa seca neste primeiro momento.

Os ensaios foram realizados com PH e concentragdo de K,HPOQ, fixadas em 3.5
€ 1g/L respectivamente, pois estes parametros ja haviam sido estudados por Costa
(1986), que verificou que os ensaios onde o PH foi superior a 3,5, ndo foi verificada
atividade superior & 19U/mL, o que também foi verificado por Kalil (2000). Ambos
autores verificaram tais condigoes para meio sintético, porém notou-se que as

conclusdes também sdo validas para o meio complexo do presente trabalho.

A figura 4.1 permite uma melhor visualizagdo do aumento de atividade
enzimatica ocorrida durante a fermentacdo. Para a avaliagdo dos efeitos das variaveis
sobre a resposta, escolheu-se o tempo de 72h, visto que o objetivo é otimizar o meio

de produgdo, obtendo-se uma maxima atividade da enzima.
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Tabela 4.1: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AI) nas 24, 48 e 72h de fermentacio.

Ensaio Melago AMM Ext. Lev. Al Al Al
24h 48h 72h

U/mL U/mL U/mL
1 -1 -1 -1 5,29 15,86 16,49
2 +1 -1 -1 2.51 9,79 44 34
3 -1 +1 -1 9,41 31,62 34,40
4 41 +1 -1 .93 31,52 48,25
5 -1 -1 +1 12,39 19,57 28,68
6 +1 ki +1 17,54 55,70 75,93
7 -1 +1 +1 15,93 31,01 41,18
8 +1 =] +1 10,79 24,29 34,55
9 -1,68 0 0 2,86 19.52 29,21
10 +1,68 0 0 2,61 39,75 40,49
11 0 -1,68 0 1,11 8,28 22,66
12 0 +1,68 0 4,04 30,06 47,95
13 0 0 -1,68 12,27 31,16 41,02
14 0 0 +1,68 12,24 39,85 52,47
15 0 0 0 10,84 36,48 36,92
16 0 0 0 11,22 27,05 34,25
17 0 0 0 9,79 33,97 35,26

Tabela 4.2: Valores utilizados no planejamento fatorial completo

Ko -1,68 o 0 +1 +1,68
Melago (g/L) 20 32,14 50 67.86 80
AMM (g/L) 20 32,14 50 67,86 80

Ext. Lev. (g/L) 1 282 5,5 8,18 10
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Figura 4.1: Acompanhamento da atividade enzimatica nas 24, 48 e 72h de

fermentac¢iio para o primeiro planejamento fatorial completo.
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A tabela 4.3 apresenta os efeitos das variaveis sobre a atividade. O melago e o
extrato de levedura apresentaram efeitos significativos na atividade enzimatica. No
entanto, a AMM nio afetou a producgio da inulinase individualmente, porém sua
interagdo com o melago e com o extrato de levedura, geraram efeitos negativos
significativos. Estes resultados indicam que o aumento do melago e do extrato de
levedura na composi¢do do meio de cultivo acarretam em um aumento de atividade, e

0 aumento da concentragio de AMM provocou uma diminui¢do da mesma.

Este comportamento pode ser explicado pelo fato da concentragio de
nitrogénio total encontrada na AMM ser elevada, em tormo de 50%, e terem sido
utilizadas concentracdes elevadas da mesma neste primeiro planejamento. Em vista

disso, o préoximo passo foi utilizar niveis menores de concentragdo da mesma.

A tabela 4.4 apresenta coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de
confianca para a atividade da inulinase, e a tabela 4.5 apresenta a analise de variancia
(ANOVA). O coeficiente de correlagio obtido foi de 0,94, e o teste F, 2.4 vezes maior
que o valor tabelado, para 95% de confianca. Foi testado um modelo de segunda
ordem incluindo os pontos axiais, no entanto o modelo de primeira ordem ajustou-se
melhor aos dados experimenais. Os parimetros estatisticamente ndo significativos

foram eliminados do modelo e adicionados a falta de ajuste.
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Tabela 4.3: Estimativa dos efeitos para a atividade de inulinase

Efeito  Desvio t(2) P Lim. Lim.
U/mL  padrao Conf.—  Conf.
95% +95%
Média * 39,11 0,41 96,23 0,000 3736 4086
(1) Melaco (L)* 20,58 0,95 21,59 0,002 16,48 24,68
(2) AMM (L) 197 0,95 -1,85 0,205  -587 233
(3) Ext. lev. (L)* 922 0,95 9,67 0,011 5,11 13,31
1L x 2LL* -16,97 0,95 -17,80 0,003 -21,07  -12,87
1L x 3L -0,27 0,95 -0,28 0,803 -4.37 3,83
2L x 3L* -12,68 0,95 -13,30 0,006 -16,78 -8,57

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianga)

Tabela 4.4: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de

confianga, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade de

inulinase
Coef. De Desvio  Lim. Conf. Lim. Conf.

regressao padrao -95% +95%

Média * 39,11 0,41 37,36 40,86

(1) Melaco (L)* 10,29 0,48 8,24 12,34

(2) AMM (L) -0,88 0,48 -2,93 1.1%

(3) Ext. lev. (L)* 4,61 0,48 -2,56 6,66

1L x 2LL* -8,49 0,48 -10,54 -6,43

1L x 3L -0,14 0,48 -2,19 1,92

2L x 3L* -6,34 0,48 -8,39 -4,29

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianca)

28



Resultados e Discussdo

Tabela 4.5.: Analise de varidncia para a atividade de Inulinase

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacio Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 1914,26 4 478.6 10,9
Residuo 263,34 6 439
Falta de ajuste 259,7 4
Erro puro 3,64 )
Total 2177,55 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,94

Fo0s.4.6= 4,53

O modelo obtido para descrever as superficies de resposta da atividade da

inulinase esta expresso na equagdo 4.1.

Atividade = 39,11 + 10,29 Melago + 4,61 Extlev. — 849.Melago. AMM -

6,34 AMM Ext.lev 4.1)

Assim, o modelo para a atividade foi utilizado para construir as superficies de
resposta para a atividade enzimatica. Através da anélise da figura 4.2 (a) e (b), verifica-
se que a atividade enzimatica é maior em maiores concentragdes de melago e menores
de AMM. Na figura 42 (c) e (d), nota-se uma maior atividade em maiores
concentragdes de melago e extrato de levedura, e na figura 4.2 (e) e (f), vé-se que as
maiores atividades sio obtidas com maiores concentragdes de extrato de levedura e
menores de AMM. Assim, as superficies indicam que as concentragdes de melaco e
extrato de levedura devem ser incrementadas para que o meio otimizado para a

produgdo da inulinase seja obtido.
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Figura 4.2: Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de
inulinase como uma funciio da concentracio: (a) e (b) da AMM e do melaco; (c)

e (d) extrato de levedura e melaco e (e) e (f)extrato de levedura e AMM
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4.1.2. Segundo planejamento fatorial

A tabela 4.6 apresenta os valores codificados deste segundo planejamento, e as
respostas obtidas para a atividade enzimitica, onde verifica-se que ocorreu um
incremento nos valores, quando compara-se com o primeiro planejamento, sendo que
o maximo obtido foi de 141,52U/mL no ensaio de niumero 4. Foram alterados os niveis
de concentragdo estudados. No caso do melago e do extrato de levedura, estas
concentragdes foram aumentadas, conforme indicou a analise das respostas do
primeiro planejamento. J4 a faixa de concentragdo de AMM foi alterada para um valor
inferior, com excegio do nivel -1,68, conforme mostra a tabela 4.7.

Na figura 4.3, percebe-se que houve novamente um aumento na atividade da

inulinase com o passar das horas de fermentagio.
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Tabela 4.6: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AI) nas 24, 48 e 72h de fermentacio.

Ensaio Melaco AMM Ext. Lev. Al Al Al
24h 48h 72h
U/mL U/mL U/mL
1 -1 -1 -1 43,16 57,81 74,61
2 +1 -1 -1 17,21 94,69 95,35
8 -1 +1 -1 45,47 60,52 120,85
- +1 ] -1 31.717 87,38 141,52
5 -1 -1 | 4451 69,63 75,58
6 -l -1 il 23,89 72,49 84,51
7 -1 +1 +1 29,06 43,06 52,16
8 +1 +1 +1 30,36 53,86 71,16
9 -1,68 0 0 18,97 20,46 16,43
10 +1,68 0 0 14,95 26,79 40,35
11 0 -1,68 0 12,59 23,36 79,17
12 0 +1,68 0 29,16 103,73 89,19
13 0 0 -1,68 16,91 27,48 39,62
14 0 0 +1,68 34,33 56,46 49,88
15 0 0 0 17.21 88,42 90,11
16 0 0 0 16,41 81,49 93.97
L7 0 0 0 18,88 89,43 98,61
Tabela 4.7: Valores utilizados no planejamento fatorial completo
Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melaco (g/L) 50 60,12 i 89,88 100
AMM (g/L) 20 26,07 35 43,93 50
Ext. Lev. (g/L) 3 4,82 15 10,18 12
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Os efeitos das variaveis sobre a atividade estio apresentados na tabela 4.8. O
melago e a AMM apresentaram efeitos positivos sobre a atividade. No entanto, o
extrato de levedura apresenta um efeito negativo, indicando que em concentragdes
maiores a atividade enzimatica diminui. Isto pode ser verificado na tabela 4.6 onde os
resultados dos ensaios 5 a 8, onde a concentracdo do extrato de levedura é de 10g/L
(+1) apresentava atividades menores que dos ensaios 1 a 4, onde a concentragdo de

extrato de levedura foi de 4,8g/L.

A tabela 4.9 apresenta coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de
confianga para a atividade da inulinase, e a tabela 4.10 apresenta a analise de variancia
(ANOVA). O coeficiente de correlagdo obtido de 0,99 e o teste F (14,21 vezes maior
maior que o valor tabelado) foram muito bons a 95% de confianga. Estes valores
também permitem obter um modelo codificado (equagdo 4.2) que descreve as
respostas em fungo das variaveis analisadas. Obteve-se entio, um modelo de primeira
ordem ndo linear para a atividade enzimatica. Os parametros estatisticamente nio

significativos foram eliminados do modelo e adicionados a falta de ajuste.

Atividade = 90,73 + 8 72Melaco + 701.AMM - 1856Ext. lev. -

16,20. AMM._Ext lev. (4.2)

A analise dos efeitos mostram que as concentragdes do extrato de levedura
devem ser diminuidas Isto pode ser explicado pelo fato do extrato de levedura possui
em torno de 10,5% de nitrogénio, e assim, mesmo diminuindo a concentra¢io da
AMM, como a concentragdo do extrato de levedura foi aumentada, a concentra¢io do

nitrogénio continua elevada..
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Tabela 4.8: Estimativa dos efeitos para a atividade de inulinase

Efeito  Desvio t(2) P Lim. Lim.

U/mL  padrio conf.—  conf.
95% +95%

Média * 90,73 1,28 70,70  0,0002 85,20 96,25

(1) Melago (L)* 17,45 3,01 5,79 0,028 4,49 30,39
(2JAMM (L) * 14,02 3,01 4,66 0,043 1,07 26,97
() Ext.lev. (L)*  -37,12 301  -1233 0007 -50,07 -24.17
1L x 2L 2,38 3,01 0,79 0,511 -10,56 15,34

1L x 3L -3,48 3,01 -1,16 0,367 -16,43 9,47
2L x 3L * 3241 3,00 -10,77 0,009  -4536  -19.46

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianga)

Tabela 4.9: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de

confian¢a, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade de

inulinase
Coef. de Desvio  Lim. Conf. Lim. Conf.

regressao padrao -95% +95%

Média * 90,73 1,28 85,20 96,25
(1) Melago (L)* 8,72 1,50 2.25 15,20

(2) AMM (L) * 7,01 1,50 0,54 13,49
(3) Ext. lev. (L)* -18,56 1,50 -25,03 -12,08

1L x 2L 1,19 1,50 -5,28 7,67

1L x 3L -1,74 1,50 -8,22 4,73

2L x 3L* -16,20 1,50 -22.68 -9,73

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianga)
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Tabela 4.10.: Analise de variancia para a atividade de Inulinase

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacio Quadritica Liberdade Quadratica
Regressio 5858,00 4 1464.50 64,35
Residuo 136,56 6 22,76
Falta de ajuste 100,34 4
Erro puro 36,27 2
Total 5994,57 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,99
F0.95;4;6= 4,53

O modelo para a atividade foi entdo utilizado para construir as superficies de
resposta. Analisando a figura 4.4 (a) e (b), verifica-se que a atividade enzimatica é
maior em maiores concentragdes de melaco e de AMM, para esta faixa estudada, o que
demonstra que estes niveis utilizados, podem ser incrementados. Na figura 4.4 (c) e
(d), nota-se uma maior atividade em maiores concentragdes de melago, porém no caso
do extrato de levedura, os niveis de concentragio utilizados extrapolaram o ideal e
causaram um efeito negativo prejudicando a atividade enzimatica. A figura 4.4 (e) e
(f), vé-se que as maiores atividades s3o obtidas com maiores concentragoes de AMM,
€ novamente tem-se que a concentragdo de extrato de levedura deve ser diminuida.
Assim, as superficies indicam que as concentragdes de melago e AMM devem ser
incrementadas para que o meio otimizado para a produgdo da inulinase seja obtido, e a
de extrato de levedura deve ser diminuida para que possamos nos aproximar da

otimizagao.
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A tabela 4.11 mostra a atividade sobre a sacarose e sobre a inulina as 72 horas
de fermentagdo, e ainda a relagdo S/I, que demonstra se o que esta ocorrendo €
produ¢do de invertase ou inulinase. Como, todos os valores da relagio S/I sio
inferiores a 100, a enzima pode ser caracterizada como inulinase (Ettalibi & Baratti,

1987).

A tabela 4.12 contém os valores de pH das amostras retiradas nos trés tempos
durante a fermentagdo, nota-se através destes que o pH apresenta um leve acréscimo,
acompanhando o aumento da atividade enzimatica. O meio 4 que apresentou uma
maior atividade em 72h de fermentagdo também teve um maior valor de pH, porém
nota-se que observando os 17 meios de fermentagdo, os valores de pH em 72h ndo

variaram consideravelmente.

A tabela 4.13 apresenta os valores obtidos de crescimento celular no decorrer
da fermentacdo, semelhantemente ao comportamento do pH, estes valores de massa

seca também acompanharam o crescimento da atividade enzimatica.

Tanto para os valores de pH quanto os de massa seca, foram analisados
estatisticamente da mesma forma que os resultados para a atividade enzimatica, porém
ndo observou-se ajuste, considerando que os valores de coeficientes de correlagdo

encontrados foram demasiadamente baixos.
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Tabela 4.11: Relagéo (S/I) para o segundo planejamento fatorial

Ensaio Atividade 72h Atividade 72h S/
Sacarose (U/mL) Inulina (U/mL)

1 74,61 13,25 5,63
2 95,35 8,63 11,04
3 120,85 5,14 23.52
4 141,52 4,92 28,76
5 75,58 15,15 4,99
6 84,51 4,12 20,51
7 52,16 14,55 3,58
8 71,16 7,13 9,98
9 16,43 12,14 1,35
10 40,35 10,34 3,90
11 79,17 6,92 11,44
12 89,19 4,11 21,70
13 39,62 12,75 311
14 4988 4,01 12,44
15 90,11 10,14 8,89
16 93,97 9,42 9,98

17 98,61 9,94 9.92
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Tabela 4.12: Acompanhamento dos valores de pH para o segundo planejamento

fatorial
Ensaio pH 24h pH 48h pH 72h

1 3,75 3.79 3,93
2 3,56 3,62 3,74
3 4.43 4.5 4,58
4 3,87 4,23 4,35
5 423 4,44 4,52
6 393 3,96 4,22
7 3,65 3,73 4,92
8 3,99 4,65 4,78
9 3,74 3,73 5,05
10 3,74 3,82 433
11 3,6 3,61 5.15
12 472 4.9 43

13 3,63 3,66 3,85
14 3,69 3,86 3,66
15 3.91 4,45 4,54
16 3,94 4.65 4,7

17 3,84 4,41 4,37
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Tabela 4.13: Acompanhamento dos valores de massa seca para o segundo

planejamento fatorial

Ensaio Massa seca 24h Massa seca 48h Massa seca 72h
(&/Kg) (g/Kg) (g/Kg)
1 4,89 817 8,99
2 4,59 5,83 9.45
3 4,11 6,63 9,18
4 4,7 6,79 9,79
5 5,28 6,83 8,53
6 4,40 7,30 9,38
7 3,86 6,66 8,82
8 4,67 i I 9,27
9 3,66 5,54 7,89
10 421 .21 8,95
11 3,79 5,14 7,89
12 4,73 5,93 9,99
13 3.97 5.22 7,46
14 3,68 7,30 7,69
15 4,76 5,09 9,47
16 4,32 5,15 9,12
17 4,75 6,61 9,60
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4.1.3. Terceiro planejamento fatorial

Este terceiro planejamento, demonstrado na tabela 4.14 com suas respectivas
respostas para atividade enzimatica foi elaborado baseado nas respostas do
anteriormente realizado. Através dos valores de atividade obtidos, percebe-se que nio
houve aumento nos mesmos e sim, valores novamente elevados, como por exemplo, o
ensaio 1, que atingiu 134,05 U/mL. Na tabela 4.15 tem-se os niveis de concentragio
estudados, estes niveis foram decididos apds minuciosa analise dos planejamentos
anteriores, e concluiu-se que as faixas dos niveis deveriam ser ampliadas, visto que o
objetivo era obter os maiores valores de atividade nos pontos centrais, para o meio
enfim, estar otimizado. Convém salientar o caso do melago, que foi o substrato que
teve seus nives de concentragdo bastante modificados, sendo o nivel +1 bastante
elevado, ja que nas andlises dos planejamentos anteriores verificou-se que havia
tendéncia de aumento na atividade enzimatica, caso a concentragio do mesmo fosse
incrementada.

Na figura 4.3, percebe-se que houve novamente um aumento na atividade da

inulinase com o passar das horas de fermentagio.
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Tabela 4.14: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AI) nas 24, 48 e 72h de fermentacio.

Ensaio Melaco AMM Ext. Lev. Al Al Al
24h 48h 72h
U/mL U/mL U/mL
1 -1 -1 -1 38,63 55,34 134,05
2 +1 -1 -1 9,34 12,19 13,59
3 -1 +1 -1 22,30 37,74 60,23
- +] +1 -1 19,38 2735 33,04
5 -1 -1 =] 15,31 46,79 59,34
6 +1 -1 +1 14,93 18,68 23,63
7 -1 +1 o] 21,92 41,65 63,02
8 +1 ot ] 20,20 25,06 35,83
9 -1,68 0 0 17.03 15,63 28,84
10 +1,68 0 0 17,54 2299 28,21
11 0 -1,68 0 11,49 15,34 58,85
12 0 +1,68 0 25,79 54,13 94,16
13 0 0 -1,68 14,10 19,73 71,54
14 0 0 +1,68 23,89 31,26 82,98
15 0 0 0 17,59 34,31 55,91
16 0 0 0 22.11 28,97 85,39
17 0 0 0 14,42 45,36 93,78

Tabela 4.15: Valores utilizados no planejamento fatorial completo

] -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melago (g/L) 60 84,29 120 155,71 180
AMM (g/L) 40 48,09 60 71,90 80

Ext. Lev. (g/L) 2 3091 5 6,79 8
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A tabela 4.16 apresenta os efeitos das varidveis sobre a atividade, obtidos da
mesma maneira que nos planejamentos anteriores. Analisando-se a referida tabela tem-
se que a atividade da inulinase foi afetada mais significativamente (a0 nivel de
significancia de 0,05) pelo melago, e este efeito foi negativo. Isto demonstra que os
niveis selecionados para as concentragdes deste substrato no meio foram acima do
ideal, ja que neste caso, estes niveis foram extrapolados, como ja foi explicado no item
4.1.2. Da mesma forma, o extrato de levedura e a AMM tiveram efeito negativo e
tambem significativo. No caso das interagdes de segunda ordem, todas as combinagdes

apresentaram efeito positivo significativo.

A equagdo 4.3 representa o modelo obtido e estatisticamente significativo a

95% de confianga para o terceiro planejamento realizado.

Atividade = 46,33 - 2632Melaco — 481.AMM - 7,39.Ext. lev. +

12,72 Melago. AMM + 10,59 Melago. Ext lev. + 8,78. AMM Ext lev. (4.3)

Neste terceiro planejamento, considerando-se as composigdes dos substratos
industriais utilizados, nota-se que as concentra¢des de carbono e nitrogénio foram
extrapolados, causando inibigdo na produgdo da enzima inulinase, visto que a maior
atividade alcangada foi no meio 1, onde as concentra¢des eram de melago 84,29g/L,

AMM 40g/L e extrato de levedura 3,21g/L.
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Tabela 4.16: Estimativa dos efeitos para a atividade de inulinase

Efeito Desvio

t(2) p Lim. Lim.

U/mL  padrio conf.—  Conf.

95% +95%

Média * 46,33 0,25 185,73 0,000 45,26 47,40

(1) Melaco (L)* -52,64 0,59 -89,98 0,000 -35,15  -50,12
(2 AMM (L) * -9,62 0,59 -16,45 0,004 -12,14 -7,11
(3) Ext. lev. (L)* -14,77 0,59 -25,25 0,002 -17,29  -1225
1L x 2L 25,45 0,59 43,50 0,001 22,93 27,96

1L x 3L 21,19 0,59 36,22 0,001 18,67 23,70
2Lx3L* 17,56 0,59 30,02 0,001 15,04 20,08

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianca)

Tabela 4.17: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de

confianca, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade de

inulinase
Coef. de Desvio  Lim. conf. Lim. Conf.
regressio padrio -95% +95%
Média * 46,33 0,25 45,26 47,40
(1) Melaco (L)* -26,32 0,29 -27,58 -25,06
(2)JAMM (L) * -4.81 0,29 -6,07 -3,55
(3) Ext. lev. (L)* -7,39 0,29 -8,64 -6,13
1Lx2L * 12,72 0,29 11,47 13,98
1ILx 3L * 10,59 0,29 9,34 11,85
2L x 3L* 8,78 0,29 .52 10,04

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianca)
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Tabela 4.18.: Analise de variincia para a Atividade de Inulinase

Fonte de Sema Graus de Média Teste F
Variacao Quadritica Liberdade Quadritica
Regressao 8972,90 4 224323 6,28
Residuo 214282 6 357,14
Falta de ajuste 214145 4
Erro puro 1,37 2
Total 11115,72 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,90

F0,95;4;6: 4,53
O modelo para a atividade foi entdo utilizado para construir as superficies de

resposta. Analisando a figura 4.6 (a) e (b), verifica-se que a atividade enzimatica ¢
maior em menores concentragdes de melago e de AMM, o que demonstra que estes
niveis utilizados, devem ser diminuidos. Na figura 4.6 (c) e (d), nota-se uma maior
atividade em menores concentragdes de melago e no caso do extrato de levedura, os
niveis de concentra¢@o utilizados extrapolaram o ideal e causaram um efeito negativo
prejudicando a atividade enzimitica. A figura 4.6 (e) e (f), vé-se que as maiores
atividades sio obtidas com menores concentragdes de AMM, e novamente tem-se que
a concentragdo de extrato de levedura deve ser diminuida. Assim, as superficies
indicam que as concentragdes de melago e AMM devem ser diminuidas para que o
meio otimizado para a produgé@o da inulinase seja obtido.

Sendo assim, partiu-se para alguns testes individuais, com diferentes
combinagdes de concentragdes de substrato no meio, visando verificar se nestas a

atividade  enzimatica ainda  apresentaria  possibilidade de crescimento.
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Figura 4.6: Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de
inulinase como uma funcio da concentracio: (a) e (b) da AMM e do melaco; (c)

e (d) extrato de levedura e melago e (¢) e (f) extrato de levedura e AMM
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Tabela 4.19: Relagio (S/I) para o terceiro planejamento fatorial

Ensaio Atividade 72h Atividade 72h S/
Sacarose (U/mL) Inulina (U/mL)

1 134,05 5,06 26,49
2 13,59 7,82 1,74
3 60,23 4,01 15,02
4 33,04 12,85 2.57
5 59,34 3,94 15,06
6 23,63 10,12 2,33
7 63,02 3,98 15,83
8 35,83 12,85 2,79
9 28,84 11,54 2,49
10 28,21 11,89 237
11 58,85 3,94 14,94
12 94,16 12.35 7,62
13 71,54 5.06 14,14
14 82,98 4,01 20,69
15 55,91 3,96 14,12
16 85,39 4,06 21,03
17 93,78 13,46 6,97

A tabela 4.19 apresenta a atividade sobre a sacarose e sobre a inulina as 72
horas de fer mentacdo, e ainda a relagio S/I, nota-se que o comportamento foi
semelhante ao do planejamento anteriormente realizado. Conforme o meio utilizado, a

enzima atua mais sobre a sacarose do que sobre a inulina.
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Tabela 4.20: Acompanhamento dos valores de pH para o terceiro planejamento

fatorial
Ensaio PH 24h pH 48h pH 72h
1 3,57 3,99 4,78
2 3,50 3,61 3.73
3 3,97 4,03 4,52
4 3,80 3,93 3,99
5 3,62 3,82 3,94
6 3,73 3,86 3,97
7 3,65 3,93 4,22
8 3,59 3.8 3,89
9 3,74 3,78 3,82
10 3,74 3,82 3,89
Ll 3,6 3,61 3,96
12 3,82 3.94 4,13
13 3,63 3,76 3.95
14 3,69 3,86 3,96
15 3,91 4,05 4,24
16 3,94 4,06 4,27
i7 3.95 4,01 4,17

A tabela 4.20 contém os valores de pH das amostras retiradas nos trés tempos
durante a fermentag@o, novamente o pH foi acompanhando o crescimento da atividade
enzimatica, sendo o valor mais elevado de pH obtido no meio que apresentou a maior
atividade enzimatica, porém novamente os valores de pH ndo variaram

consideravelmente entre os 17 meios utilizados.
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Tabela 4.21: Acompanhamento dos valores de massa seca para o terceiro

planejamento fatorial

Ensaio Massa seca 24h Massa seca 48h Massa seca 72h
(g/Kg) (g/Kg) (g/Kg)
1 491 1.7 10,01
2 3,59 5,81 7,45
3 4,10 6,60 8,18
4 3.71 5,79 8,72
5 3,88 5,89 8,52
6 4,41 6,30 8,33
7 4,56 6,65 8,81
8 4,67 7,11 927
9 3,62 5,63 7,99
10 321 5.1 7.95
11 3,78 5,64 8,03
12 4,63 6,14 8,99
13 3,76 6,02 7,96
14 4,12 7,38 8,56
15 423 6,54 9,54
16 432 6,15 9.42
17 435 6,61 9,60

A tabela 4.21 apresenta os valores obtidos de crescimento celular no decorrer
da fermentac@o, semelhantemente ao comportamento do pH, estes valores de massa

seca também acompanharam o crescimento da atividade enzimatica.
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4.1.4. Testes intermediarios

Com o intuito de verificar se a atividade enzimatica ainda poderia sofrer um
incremento, foram realizados analises com diferentes meios, expostos na tabela 4.22.
Estes meios tém valores de concentragio intermediaria aos usados no planejamento
anterior, pois principalmente em relagdo ao melago, os niveis utilizados anteriormente
foram bastante altos. Com os resultados obtidos, verificou-se que o ensaio de numero
5, consistia na combinagio ideal entre os trés substratos utilizados, onde foi obtido um
valor de 132,79U/mL para a atividade enzimatica. Apés isso, decidiu-se realizar um
quarto planejamento experimental, onde as concentragdes deste ensaio serdo as dos
pontos centrais.

Tabela 4.22:Resultados obtidos nos testes intermedidrios

Ensaio Melago AMM Ext. Lev. Atividade Atividade
(glL) (g'L) (gl) 48h 72h
(U/mL) (U/mL)
1 80 60 4 21,82 26,43
2 90 30 5 40,98 128,49
3 100 50 6 65,19 66,20
e 110 40 3 62,52 59,34
5 90 45 4 55,94 132,79
6 100 50 4 38,79 56,16
7 110 55 ks 43,93 57,94
8 120 60 e 28,11 57,05

Lh
[
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4.1.5. Quarto planejamento fatorial

Considerando que as concentragdes dos substratos no ponto central ja haviam
sido definidas nos testes individuais demosntrados no item 4.1.4, definiu-se os demais
niveis e realizou-se um quarto planejamento, os resultados das atividades estio na
tabela 4.23, e os niveis estudados na tabela 4.24.

A figura 4.7 mostra a evolugio nos valores de atividade durante a fermentagio.

Neste quarto planejamento realizado, verificou-se o0s parametros quadraticos
sendo validos estatisticamente, ajustando-se ao modelo.

A tabela 4.25 apresenta coeficiente de regressio, desvio padrdo e limites de
confianga para a atividade da inulinase, e a tabela 4.26 apresenta a analise de variincia
(ANOVA). O coeficiente de correlagdo obtido de 0,89, e o teste F (3,63 vezes maior
que o valor tabelado) podem ser considerados bastante satisfatéorios a 95% de
confidncia, e permitem obter um modelo codificado que descreve as respostas em
fun¢do das variaveis analisadas. Através da validagdo dos parametros de estudo,
obteve-se o modelo quadratico que representa o comportamento da atividade

enzimatica (equagio 4.4).

Atividade = 136,11 + 6,09.Melago —18,71 Melago® + 4,03.AMM — 12,02 AMM? +
L12.Ext. lev. — 19,25 Ext. lev.” + 0,18 Melago. AMM  + 1,79.Melago Ext lev. —

16,53. AMM Ext lev. 4.4
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Tabela 4.23: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AI) nas 24, 48 e 72h de fermentagcio.

Ensaio Melaco AMM  Ext. Lev. Al Al Al

24h 48h 72h

U/mL U/mL U/mL

1 -1 -1 -1 21.35 44 98 64,04
2 +1 -1 -1 41,68 69,29 89,07
3 -1 +1 -1 54,26 95,78 111,06
4 +1 +1 -1 64,56 109,79 118,55
5 -1 -1 +1 54,31 82,53 102,44
6 +] -1 +1 62,41 94,49 116,39
7 -1 +1 +1 33,42 48.41 65,06

8 +1 +1 +1 59,47 81,31 98,01
9 -1,68 0 0 34,18 47,76 68,83
10 +1,68 0 0 40,42 55,56 71,03
11 0 -1,68 0 27,09 53,08 78,64
12 0 +1,68 0 34,32 86,34 98,99
13 0 0 -1,68 25,84 4492 63,63
14 0 0 +1,68 39,77 59,47 73,19
15 0 0 0 58,13 78,13 137,99
16 0 0 0 56,97 76,79 135,71
17 0 0 0 48,51 77,44 139,39

Tabela 4.24: Valores utilizados no planejamento fatorial completo

Nivel '1968 '1 0 +1 +1,68
Melaco (g/L) 70 78,09 90 101,9 110
AMM (g/L) 30 36,07 45 53,93 60

Ext. Lev. (g/L) 2 2,81 4 5,19 6
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Figura 4.7: Acompanhamento da atividade enzimitica nas 24, 48 e 72h de

fermentaciio para o quarto planejamento fatorial completo.
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Tabela 4.25: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padriio e limites de

confian¢a, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade de

inulinase
Coef. De Desvio  Lim. conf. Lim. Conf.
regressao padriao -95% +95%
Média * 136,11 1,07 131,51 140,72
(1) Melago (L)* 6,09 0,50 3,93 8,26
Melaco (Q)* -18,71 0,55 -21,09 -16,33
(2)AMM (L) * 4,03 0,50 1,86 6,19
AMM (Q) * -12,02 0,55 -14,40 -9,63
(3) Ext. lev. (L) 1,12 0,50 -1,05 3,28
Ext. lev. (Q)* -19,25 0,55 21,63 -16,86
1L x 2L 0,18 0,66 2,64 3,01
1L x 3L 1,79 0,66 -1,03 4,62
2L x 3L* -16,53 0,66 -19.36 -13,71

Tabela 4.26.: Anilise de variancia para a Atividade de Inulinase

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadriatica
Regressio 9322 4 2330,5 11,83
Residuo 2364,19 12 197,02
Falta de ajuste 235729 10
Erro puro 6,90 2
Total 11686,19 6

Coeficiente de correlagdo: R=0,89

Foos.4,10= 3,26
Apos as analises, 0 modelo para a atividade foi entdo utilizado para construir as
superficies de resposta. Analisando a figura 4.8, verifica-se que o meio de cultura para

produgdo da inulinase deve ser fixado em: melago 90g/L, AMM 45 g/L, extrato de
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levedura 4g/L., K;HPO, 1g/L e pH3,5. Nestas condi¢des a atividade de inulinase
alcangou, com meio complexo, 137,7 U/mL, o que é um valor elevado, comparavel ao
atingido por Kalil (2000), que foi de 127 U/mL, em meio sintético.

Nas tabelas 4.28 e 4.29 percebeu-se novamente, apos analise estatistica, que
mesmo os valores de pH e massa seca serem maiores nos meios que apresentaram
maiores atividades enzimaticas (pontos centrais), ndo houve ajuste a um modelo, visto

que novamente obteve-se coeficientes de correlagdo muito baixos.
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Tabela 4.27; Relacio (S/T) para o quarto planejamento fatorial

Ensaio Atividade 72h Atividade 72h SA
Sacarose (U/mL) Inulina (U/mL)
1 64,04 13,23 4,84
2 89,07 5,44 16,37
3 111,06 10.52 10,56
4 118,55 12,37 9,58
5 102,44 13,49 7,59
6 116,39 13,48 8,63
7 65,06 14,16 4,59
8 98,01 931 10,53
9 68,83 13,41 5.13
10 71,03 8,42 8,44
11 78,64 8,34 9,43
12 98,99 9,69 10,22
13 63,63 12,12 5,25
14 73,19 8,12 9,01
15 137,99 4,51 30,50
16 135,71 437 31,05
17 139,39 4,63 30,11

A tabela 4.27 mostra a atividade sobre a sacarose e sobre a inulina as 72 horas
de fermentacdo, e ainda a relagdo S/I. Nota-se o mesmo comportamento observado

nos planejamentos anteriores.
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Tabela 4.28: Acompanhamento dos valores de pH para o quarto planejamento

fatorial
Ensaio pH 24h pH 48h pH 72h
1 3,64 3,84 4,03
2 3,75 4,01 4,12
3 3,83 4,10 4,21
4 3,91 423 4,26
5 3,82 4,15 4,19
6 3,89 4,20 4,15
7 3,58 3,89 3,99
8 3,84 4,03 4,03
9 3,53 3,91 3,89
10 4,55 3.75 3,96
11 3,60 3,72 3,99
12 3,54 4,09 4,10
13 3,58 3,90 4,02
14 3,50 4,10 4,04
15 3,82 4,10 4,32
16 3,80 413 4,29
17 3,76 4,21 4,37

A tabela 4.28 contém os valores de PH das amostras retiradas nos trés tempos
durante a fermentagio, nota-se através destes que o pH vai crescento, acompanhando

0 aumento da atividade enzimatica.
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Tabela 4.29: Acompanhamento dos valores de massa seca para o quarto

planejamento fatorial

Ensaio Massa seca 24h Massa seca 48h Massa seca 72h
(g/Kg) (g/Ke) (&/Kg)
1 3,91 4,23 5,70
2 4,23 5,70 7,45
3 4,24 6,02 8,99
4 4,32 6,66 8,01
5 4,20 6,51 8,88
6 4,35 6,99 8,77
g 4,15 4,99 6,02
8 4,36 6,66 7,99
9 4,04 4,98 6,03
10 4,11 5,04 6,41
11 3,94 5,10 7,02
12 3,95 6,66 7,99
13 3,96 4,26 6,91
14 3,88 4,54 7,02
15 3,99 6,89 9,02
16 4,10 6,91 9,21
17 4,13 6,94 9.15

A tabela 4.29 apresenta os valores obtidos de crescimento celular no decorrer
da fermentagdo, nota-se que estes valores de massa seca também acompanharam o

crescimento da atividade enzimatica.
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Figura 4.10: Comportamento do pH comparado a atividade enzimitica em 72h

de fermentacio.
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Figura 4.11: Comportamento da massa seca comparado a atividade enzimaitica

em 72

h de fermentacio.

As figuras 4.10 e 4.11 permitem uma melhor visualizagdo do comportamento

dos 17 meios de fermentagio em relagdo ao pH e a massa seca, quando comparadas as

atividades enzimaticas obtidas em 72h de fermentagio.
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4.1.6. Testes individuais retirando o K;HPO4 ¢ substituindo o extrato de

levedura por Prodexlac

Tendo em vista que o principal objetivo do presente trabalho & reduzir o custo
do meio de produgio da inulinase, foram realizados alguns testes individuais retirando
do meio de cultura o K2HPO,, e substituindo o extrato de levedura, substrato de maior
custo no meio de producdo previamente otimizado, pelo Prodexlac, produto cedido
pela indistria Prodesa S.A., cuja composi¢o est4 apresentada no item 3.1.3 do

capitulo Material e Métodos.

Os resultados obtidos estio demonstrados nas tabelas 4.30 e 4.31, e mostram
que no caso da retirada do fosfato, a atividade decresce muito pouco, quando
comparado com os ensaios 15 a 17 da tabela 4.23 que apresentaram um valor médio
de 137,7U/mL nas mesmas concentra¢oes de melago, AMM e extrato de levedura. Isto
€ certamente interessante tendo em vista o custo do Prodexlac, que é apresentado no
item 4.2, do mesmo capitulo. Estes ensaios foram realizados em triplicata para que
pudesse ser verificado a reprodutibilidade dos resultados.

Tabela 4.30: Teste do meio otimizado, sem a presenca do K;HPOQ,

Ensaio Melago AMM Ext. Lev. Atividade 72h
(g/L) (g/L) (g/L) (U/mL)
1 90 45 4 119,47
2 90 45 4 119,95
3 90 45 4 127.91
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Tabela 4.31: Teste do meio otimizado, substituindo o extrato de levedura por

Prodexlac
Ensaio Melago AMM Protextase Atividade 72h
(glL) (g/L) (gL) (U/mL)
1 90 45 52 100,29
2 90 45 5,2 88.86
3 90 45 52 90,17

4.1.7. Quinto planejamento fatorial

A partir dos resultados dos testes individuais do item 4.1.6, decidiu-se fazer
mais um planejamento experimental, testando o meio sem 0 KoHPO, e substituindo o
extrato de levedura pelo Prodexiac. A tabela 432 ¢ a tabela 4.33, mostram os

resultados e os niveis utilizados, respectivamente.

A figura 4.12 mostra o incremento na atividade da enzima com o decorrer do

tempo de fermentagio.
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Tabela 4.32: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AI) nas 24, 48 ¢ 72h de fermentacio.

Ensaio Melago AMM  Prodexiac Al Al Al

24h 48h 72h
U/mL U/mL U/mL
2 +1 -1 -1 Y127 19,29 37,64
3 -1 +1 -1 42,17 5741 63,37
4 +1 +1 -1 31,80 50,15 78,02
5 -1 -1 +] 28,17 71,94 72,54
6 ] -1 ol 28,35 41,45 52,29
7 -1 +1 +1 62,06 98,50 103,63
8 +1 +] +1 31,98 37.52 4455
9 0 0 0 31,56 86,83 97,55
10 0 0 0 32,93 83,38 88,98
11 0 0 0 36,38 85,05 93,97

Tabela 4.33: Valores utilizados no Planejamento fatorial completo

Nivel -1 = +1
Melaco (g/1,) 70 90 110
AMM (g/1,) 30 45 60

Prodexlac (g/L) 5 5.5 6




Atividade (U/mL)

Tempo (horas)

Figura 4.12: Acompanhamento da atividade enzimitica nas 24, 48 e 72h de

fermentaciio para o quinto planejamento fatorial completo.
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ApoOs anélise das respostas, obteve-se a tabela 4.34, na qual verifica-se um
coeficiente de correlagdo muito baixo, ndo permitindo entio a validagdo do modelo,
demonstrando grande falta de ajuste. Logo, através dos efeitos, partiu-se para um
sexto planejamento, alterando-se a faixa de estudo do melago e do Prodexiac.

Tabela 4.34: Estimativa dos efeitos para a atividade de inulinase

Efeito  Desvio t(2) P Lim, Lim.
U/mL  padrio conf.—  conf.
95% +95%
Meédia * 74,66 1,30 57,53 0,000 69,08 80,25
(1) Melago (L)  -2895 3,04 9,51 0,011 42,04 -1585
(2 AMM (L) 9,59 3,04 3,15 0,088 -3,51 22,69
(3) Prodexlac (L) 1,31 3,04 0,43 0,709 -11,79 14,41
1L x 2L 6,73 3,04 2,21 0,158 -6,37 19,83

1L x 3L 10,72 3,04 3,52 0,072 2382 238

2L x 3L 2,09 3,04 0,69 0,564 -11,01 15,18

* fatores estatisticamente significativos (95% de confianga)

Coeficiente de correlagio: R=0,66

4.1.8. Sexto planejamento fatorial

As tabelas 4.35 e 4.36 demonstram as condi¢des de realizagio deste sexto
planejamento, e nota-se que as maiores atividades obtidas no mesmo estdo nos pontos
centrais, sendo que estas ficam em tormno de 113,5U/mL. Conclui-se entdo, que com
essas novas mudangas no meio, tem-se um meio de menor custo também otimizado
composto por: melago 80g/L, AMM 50g/L e Prodexiac 4,5g/L.

A figura 4.13 facilita a visualizagio do comportamento da atividade durante as

72h de fermentagio.
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Tabela 4.36: Planejamento experimental completo codificado com atividade de

inulinase (AD) nas 24, 48 ¢ 72h de fermentacio.

Ensaio Melaco AMM  Prodexlac Al Al Al
24h 48h 72h
U/mL U/mL U/mL
1 -1 -1 -1 30,52 50,86 67,54
2 +1 -1 -1 50,58 70,79 81,72
3 -1 +1 -1 45,12 52.17 76,12
4 +] 4] -1 57.56 68,52 89,23
5 -1 -1 +] 46,87 5291 72,04
6 +1 -1 +1 58,25 66,86 87,31
7 -1 4] +1 36,98 44,79 70,63
8 +1 ] +1 50,12 66,66 94,46
9 -1,68 0 0 30,22 39,79 49,79
10 1,68 0 0 65,18 75,63 89,04
11 0 -1,68 0 40,56 48,69 61,58
12 0 1,68 0 5299 53,60 69,04
13 0 0 -1,68 24,05 29,06 31,33
14 0 0 1,68 30,15 34,54 27,99
15 0 0 0 59,87 96,56 112.24
16 0 0 0 60,23 98,45 114,65
17 0 0 0 63,21 97,23 113,82

Tabela 4.37: Valores utilizados no planejamento fatorial completo

Nivel -1,68 A 0 +1 1,68
Melaco (g/L) 50 62,14 80 97,86 110
AMM (g/L) 30 38,09 50 61,90 70

Prodexlac (g/L) 3 3,61 4,5 5,39 6




Termpo (horas)

Figura 4.13; Acompanhamento da atividade enzimitica nas 24, 48 e 72h de

fermentacio para o sexto planejamento fatorial completo.
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que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatérios a 95% de confidncia.
Através da validagdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo quadratico que

representa o comportamento da atividade enzimatica (equagio 4.5).

Atividade = 111,58 + 10,36.Melago — 8,97 Melago® + 2,01.AMM

23,06. Prodexlac?

Tabela 4.37: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de

confianca, provenientes do planejamento fatorial completo, para a atividade de

inulinase
Coef. De Desvio Lim. conf. Lim. Conf,
regressio padrio -95% +95%
Média * 111,58 0,71 108,54 114,61
(1) Melago (L)* 10,36 0,33 8,93 11,78
Melaco (Q)* -8,97 0,37 -10,54 -7,40
(2)AMM (L) = 2.01 0,33 0,58 3,43
AMM (Q) * -10,43 0,37 -11,99 -8,85
(3) Prodexlac (L) -0,06 0,33 -1,48 1.37
Prodexlac (Q)* -23,06 0,37 -24.63 -21,49
1L x 2L 0,06 0,43 -1,80 1,92
1L x 3L 0,85 0,43 -1,01 2,71
2L x 3L -0,92 0,43 -2,78 0,94

*fatores estatisticamente significativos (95% de confianga)
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Tabela 4.38.: Anilise de variancia para a Atividade de Inulinase

Fonte de Sema Graus de Média Teste F
Varniacio Quadritica Liberdade Quadritica
Regressio 7682,1 4 1920,53 7,93
Residuo 2904,71 12 242,06
Falta de ajuste 2901,71 10
Erro puro 3,00 2
Total 10586,81 6

Coeficiente de correlagio: R=0,85
Fo9s.4.10= 3,26

Apos as anlises, 0 modelo para a atividade foi entdo utilizado para construir as
superficies de resposta. Analisando a figura 4.14, verifica-se que o meio de cultivo para
produgdo da inulinase atingiu a atividade maxima ao redor de 113U/mL, novamente
um 6timo valor, comparavel novamente ao atingido por Kalil (2000), que foi de 127
U/mL, porém com meio sintético.

Esta maxima atividade obtida é um pouco inferior a0 meio otimizado que contém
extrato de levedura ao invés do Prodexlac. Isto pode ter ocorrido devido a diferente
composi¢do dos mesmos. O Prodexlac possui concentragdo protéica superior, porém a
composi¢do deste produto e do extrato de levedura em relagio aos aminoacidos e

vitaminas, podem ser distintas.

71



Resultados e Discussiio
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Figura 4.14: Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de
inulinase como uma funcio da concentragio: (a) e (b) da AMM e do melaco; (c)
e (d) extrato de levedura e melaco e (e) e (f) extrato de levedura e AMM
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4.2. Analise econdmica

Apoés terem sido otimizados dois meios de cultivo distintos, era de grande
importancia fazer uma Comparacao nos custos destes meios, ja que o objetivo principal
deste trabalho era obter um meio mais viavel comercialmente, do que o meio
convencional (sintético).

A tabela 4.39 apresenta os meios de cultura otimizados por Kalil (2000) (Meio
1) e os dois meios otimizados neste trabalho (Meio 2 e Meio 3) utilizando fontes de
carbono e nitrogénio €conomicamente mais viiveis, Verifica-se que o custo do Meio 2
€ 13% do custo do Meio 1 e do Meio 3 ¢ de 1,93%, sem haver tido perda nas
atividades enzimaticas.

Este resultado ¢ muito interessante em termos de produc@o industrial, tornando
0O processo economicamente viavel

Observando-se a tabela 4.39, nota-se que embora houve uma queda de 18% na
atividade da enzima, a reducgdo do custo entre os meios 2 e 3 foi consideravel, ou seja,
5,2 vezes. Salienta-se que esta diferenga na atividade enzimatica pode ser resultante de
Pequenas variagdes durante o preparo do inoculo e meios de fermentagio e execucao
das analises.

Para verificar-se se este fato € significativo industrialmente seria necessario
verificar se as enzimas produzidas comportam-se da mesma forma, nests dois
diferentes meios, principalmente em relagdo aos frutoligossacarideos produzidos, o que

sera objeto de estudo na continuidade deste trabalho.
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otimizados neste trabalho

Meio de cultura Custo Custo Atividade (R$/U)
g/L RS$/L total U/mL
R$/L
Meio 1 Sacarose — 14g/L 0,53
Ext. de lev. — 10g/L 3.55 14,50 127 0,11
Peptona — 20g/L. (Kalil, 2000)
K-HPO, - 1g/L 10,27
0,15
Meio 2 Melago — 90g/L 0,18
AMM - 45g/1, 0,027 1,78 138 0,013
Ext. delev. — 4g/L (neste trabalho)
K;HPO, - 1g/L 1,42
0,15
Meio 3 Melago — 80g/L 0,16
AMM - 50g/L 0,03 0,28 113 0,0025
Prodex. — 4,5 g/L. 0,09 (neste trabalho)
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5. Conclusdes

Neste trabalho propds-se a otimiza¢do de producdo da enzima inulinase,
obtendo-se um produto com alta atividade enzimatica, utilizando meios industriais de
modo a minimizar custos de produgdo, ocasionados principalmente pela elevada

concentracao de peptona e extrato de levedura presentes no meio sintético.

A metodologia do planejamento fatorjal mostrou-se muito 1til para a
otimiza¢do da produgio da enzima inulinase, néo sé na obtengdo de melhores valores
na atividade enzimatica, mas também €m termos econdmicos, aumentando o

rendimento e a produtividade da fermentacio.

Apos a realizagio de quatro planejamentos fatoriais (2°, mais 8 pontos axiais e
3 pontos centrais), sendo as variaveis independentes o melago, a AMM e o extrato de
levedura, mantendo-se constantes a concentragao de K,HPO, em 1g/L e pH em 35,
foi possivel otimizar um meio de producio para a enzima inulinase com a seguinte
composi¢ao: melago 90g/L, AMM 45g/L, extrato de levedura 4g/L, K;HPO, 1g/L e
PH 3,5. Com este meio foi obtida uma atividade enzimatica de 138g/L, ultrapassando

assim o valor atingido com o meio sintético (127g/L).

Com o intuito de reduzir ainda mais o custo do meio de cultura, o K,HPOQ,
pode ser retirado do meio e o extrato de levedura substituido pelo Prodexiac. Através
da realizagio de testes intermediarios e dois planejamentos experimentais, sendo o

primeiro 2°, mais 3 pontos centrais € o segundo 2°, mais 8 pontos axiais e 3 pontos
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centrais, foi possivel otimizar este meio de custo ainda inferior, O meio otimizado tem

a seguinte composicdo: melago 80g/l, AMM 50g/L, Prodexiac 4.5 g/L epH 3,5.

Verificou-se que o primeiro e segundo meios otimizados representam 13% e

1,93% do custo do meio sintético otimizado, respectivamente.

Assim, neste trabalho foi possivel a otimizagio na produgdo da enzima,
utilizando meios industriais, sem reduzir Os niveis de producdo obtidos com meio

sintético, tornando ainda, 0 meio economicamente mais viavel,
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6. Sugestoes

Sugere-se para trabalhos futuros, estudar a influéncia da agitagdo e aeracdo do
processo em sistema batelada e verificar a produ¢do da enzima em sistema batelada

alimentada ou em processo continuo.

Verificar se ao usar-se meios industriais, as enzimas produzem os mesmos

frutoligossacarideos,independente da composi¢do do meio.

Estudar a viabilidade de purificagdo da enzima inulinase diretamente do caldo
bruto, composto pelo meio complexo, para verificar possibilidade de aplicagdo

industrial.
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