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SATHLER, L. A. Extrato e farinha de yacon como fontes de carbono para
producao de inulinase pela levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571.

RESUMO

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € uma planta herbacea da familia
Asteracea que vem recebendo muita atencdo por ser uma fonte rica em
frutooligossacarideos, considerados ingredientes funcionais. Entretanto existem
poucos trabalhos descritos na literatura que utilizam esta planta como substrato
para producdo de substancia de interesse industrial por fermentacdo, a
exemplo das inulinases. Este trabalho teve como objetivo estudar a producao
da enzima inulinase pela levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 por
fermentag&o do tipo batelada utilizando o extrato bruto e a farinha do tubérculo
do yacon. Foram investigados os efeitos das concentracbes do exirato e da
farinha de yacon, como fontes de carbono, milhocina como fonte de nitrogénio
e pH sobre a producéo de inulinase e de biomassa, por meio do Delineamento
Composto Central Rotacional de Resposta (DCCR) 2°. A méaxima atividade
enzimatica com a farinha do yacon foi de 36,1 U/mL e a producéao de biomassa
de 8,95 g/L, obtidas na condicao de 7% e 2% da fonte de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Para o extrato de yacon, a melhor condicdo de fermentacao
foi 55% da fonte de carbono e pH 5,5, sendo atingida a atividade maxima de
14,48 U/mL e producao de biomassa de 9,03 g/L. A inulinase produzida em
ambos os substratos apresentaram o perfil enzimatico de pH 6timo em 4.0 e
temperatura 6tima de 60°C. Os resultados dos testes de estabilidade térmica
mostraram que a enzima manteve mais de 95% da sua atividade por 3 horas a
45°C e acima de 90% por 4 horas a 50°C. As analises mostraram que as
respostas se ajustaram bem ao modelo estatistico, principalmente levando-se
em consideragao a grande variabilidade inerente aos processos bioldgicos que
envolvem enzimas e micro-organismos, especialmente quando se utiliza

substratos complexos como meios de fermentacao.

Palavras-chave: enzimas, leveduras, otimizacao.



ABSTRACT

The yacon (Smallanthus sonchifolius) is a herbaceous plant of the Asteraceae
family that has received much attention for being a rich source of fructo-
oligosaccharides, which are considered functional ingredients. However there
are few studies in the literature that use this plant as substrate for substances
production of industrial interest by fermentation. This work aimed to study the
production of enzyme inulinase by Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 by
batch fermentation using the crude extract and flour of yacon tubers. Were
investigated the effects of extract and flour of yacon concentrations as carbon
source, corn steep liquor as nitrogen source and pH on the inulinase and
biomass production, utilizing the Central Composite Rotational (CCR) design 22.
Maximum enzymatic activity was 36.1 U/ mL and biomass was 8.95 g/L
obtained in the condition of 7% of yacon flour and 2% of corn steep liquor. For
the yacon extract the best fermentation condition was 55% and pH 5.5,
reaching enzymatic activity of 14.48 U / mL and biomass of 9.03 g/ L. Partial
characterization of inulinase, produced in both substrates, showed that the
optimum pH was reached at 4.0 and optimum temperature at 60 °C. The results
of thermal stability tests showed that the enzyme retained more than 95% of its
enzymatic activity for 3 hours at 45 °C and above 90% for 4 hours at 50 °C. The
analysis showed that the responses have adjusted well to the statistical model,
especially taking into account the great variability inherent in biological
processes involving enzymes and micro-organisms, especially when using
complex substrates such as fermentation substrates.

Key-words: agro industrial substrates, yeasts, enzyme



REVISAO DA LITERATURA

1.1 Yacon como substrato para producdo de enzimas e suas
aplicacoes

Residuos e produtos agroindustriais de origem vegetal tém recebido
grande atencdo nos ultimos anos como fonte alternativa de carbono e
nitrogénio para pesquisas que utilizam micro-organismos como ferramentas
biol6gicas para producdo de substancias de interesse industrial e ambiental
como: proteinas microbianas, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios
biologicamente ativos (SANCHES, 2009; CHANDEL et al, 2013;
JAGANMOHAN et al., 2013; SRIVASTAVA, 2013). Isto se justifica devido a
necessidade de diminuir os custos de producao, produzir substancias de alta
aceitabilidade comercial e promover a sustentabilidade, agregando valor a
compostos descartados pelo setor agroindustrial (CASTRO e PEREIRA Jr.,
2009; LADEIRA et al., 2010; NATHIYA et al., 2011; MALLER et al., 2012; JAIN
et al., 2012). Dentre os residuos que podem ser empregados estao incluidos:
bagaco de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo, cascas de manga e
banana, bagaco de cana, residuos hemicelulésicos e lignocelulésicos como
fontes de carbono. Como fonte de nitrogénio, destac-se a milhocina, um
subproduto da industria do milho, rica em sais minerais, vitaminas, aminoacidos
e outros nutrientes essenciais para o crescimento de micro-organismos (SILVA
et al.,, 2002; TRIVEDI et al., 2012; DELABONA et al., 2013; ZIMBARDI et al.,
2013). Os extratos vegetais tambpem tem sido muio estudados e, na producao
de inulinase, destacam-se os extratos de aspartago (Asparagus racemosus),
dalia (Dahlia pinnata), chicoria (Cichorium endivia) (SINGH et al., 2006; FAWZI,
2011; JAIN et al., 2012). Entre os produtos de origem vegetal, o yacon
(Smallanthus sonchifolius) vem recebendo atengdo pelos académicos e
profissionais da saude por ser uma fonte de alimento funcional (VANINI et al.,
2009; FORTES e MUNIZ, 2009; ALBUQUERQUE e ROLIM, 2011).

O yacon € uma planta perene e herbacea, medindo entre 1,0 - 2,5
metros de altura, que pertence a familia Asteraceae (SEMINARIO, 2003). Sao
originarios dos vales andinos da Colémbia, Equador, Peru, Bolivia e Noroeste
da Argentina, em altitudes de 2.000 a 3.100 metros (VILHENA et al., 2000).



Também é popularmente conhecido como llagon, llacum, llacuma, yacumpi,
aricuma, chicama, jiquima e jiquimilla. Seu nome cientifico € Smallanthus
sonchifolius, tendo como sinonimias Polymnia edulis e Polymnia sonchifolia e o
cultivo e o consumo do tubérculo dessa planta datam dos tempos pré-incaicos
(VILHENA, 2000; SEMINARIO et al., 2003). O cultivo comercial no Brasil e
outros paises, como Paraguai, Estados Unidos, Eslovaquia, China e Coréia,
comegou na década de 90 (LACHMAN et al.,, 2004). No Brasil, o maior
consumo deste tubérculo se iniciou em meados dos anos 2000 e a raiz tornou-
se conhecida popularmente como batata yacon ou batata “diet”, principalmente
entre os consumidores de alimentos com baixo teor calérico (MOSCATTO et
al., 2004). Este tubérculo é uma espécie pouco exigente e o Brasil propicia
clima e solo adequados para seu plantio e, mesmo sendo de origem andina, 0
yacon é uma planta com desenvolvimento extremamente adaptavel a
condicbes adversas e vem recebendo grande atencdao dos agricultores nas
ultimas décadas (SEMINARIO, 2003). Sua resisténcia ao frio e a seca esta
relacionada a grande quantidade de carboidratos de reserva nos 6rgaos
subterraneos (MANRIQUE et al.,, 2005), embora ainda exista pouco
conhecimento sobre a morfologia e a natureza do sistema subterrédneo desta
planta. Machado et al. (2004) realizaram um estudo boténico e de
morfoanatomia do sistema subterraneo do yacon, definindo que:

“a planta apresenta eixos aéreos, com folhas e gemas vegetativas
e florais, e um sistema subterraneo espessado de natureza mista
representado por riz6foros e raizes. Todo o sistema radicular é
formado por raizes adventicias, sendo que algumas permanecem
delgadas e outras sofrem intensa tuberificagdo” (Figura 01).



Figura 1 (A) plantas de yacon em crescimento, (B) partes subterrAneas e raizes.
Fonte: Seminario et al., 2003

Os frutoolissacarideos (FOS) sao os principais carboidratos de reserva
do yacon, embora muitos autores erroneamente refiram-se a inulina como
polissacarideo predominante (Tabela 01). A agua representa 83% a 90% da
composicao de seus tubérculos e 90% da matéria seca € constituida de
carboidratos de reserva, sendo até 70% de FOS e o restante constituido de
inulina, glicose, frutose e sacarose (SEMINARIO et al., 2003; LACHMAN et al.,
2004). O yacon também apresenta na composi¢cdo quimica de suas raizes
tuberosas a-caroteno, B-caroteno, vitamina A, compostos polifendlicos, acido
cafeico, substancias antioxidantes e varias fitoalexinas como agentes
antifangicos (TAKASUGI e MASUDA, 1996; QUINTEROS, 2000; TEKENAKA
et al.,, 2003; SEMINARIO et al., 2003; CASTRO et al., 2012). Silva (2007)
comparou diferentes trabalhos sobre a composicdo quimica do yacon e
observou que os carboidratos sdo predominantes, atingindo 85,55% da massa
seca, seguido por até 23% de cinzas, 6-7% de proteinas, 0,75% de lipidios e
entre 3,16% e 9,12% o conteudo de fibras alimentares sollveis, insolluveis e
totais.

A inulina e os FOS podem ser utilizados como ingredientes funcionais,
aqueles que promovem beneficios para a saude além de sua nutricao basica,
podendo substituir 0 agucar nos alimentos (DURO et al., 2012). A inulina e os
FOS néo séo digeridos durante a alimentagéo, sendo muito utilizado em dietas



para diabéticos (ALBUQUERQUE et al.,, 2011). Assim, grande atencdo tem
sido dada aos carboidratos da dieta, com foco especial aos FOS e frutose, que
podem auxiliar a saude de varias formas como: absorcao de ferro em criancas
(SINGH e GILL, 2006), substituicdo da sacarose no caso dos diabéticos e
auxilio da flora intestinal no tratamento de constipacao, eliminando substancias
putrefativas no trato intestinal e melhorando o perfil dos lipidios no sangue
(ROBERFROID, 2005; RICHETTI et al., 2012).

Tabela 01 Principais frutanos presentes em alguns vegetais

Nome Nome cientifico Familia Orgao Frutano
comum utilizado  predominante
Chicoria Cichorium intybus  Asteraceae Raiz Inulina

Topinambo Helianthus Asteraceae  Tuberculo Inulina
tuberosus

Dalia Dahlia sp. Asteraceae Rizoma Inulina

Yacon Smallanthus Asteraceae Raiz FOS

sonchifolius
Alho Alium sativum Liliaceae Bulbo Inulina
Cebola Alium cepa Liliaceae Bulbo Inulina
Aspargagos Asparagus Liliaceae Bulbo Inulina
officinalis

Trigo Triticum durum Poaceae Grao Inulina
Banana Musa sp. Musaceae Fruto Inulina
Centeio Secale cereale Poaceae Cereal Inulina
Dente de Taraxacum Asteraceae Folhas Inulina

Ledo officinale
Cevada Hordeum Poaceae Cereal Inulina

vulgare sp. vulgare

Seminario et al., 2003.

A principal diferenga quimica entre os FOS e a inulina € o grau de
polimerizagdo da cadeia e, por este motivo, os FOS também sao conhecidos
como inulo-oligossacarideos (MULLER et al., 2006). Normalmente o termo
oligofrutose (OF) é utilizado para designar o produto de hidrélise da inulina por
acao enzimatica e os FOS sdo nomes utilizados para designar carboidratos
oligossacaridicos do tipo inulina, com grau de polimerizacao inferior a 10
unidades de mon6émeros de frutose (FORTES e MUNIZ, 2011). A inulina € um
polissacarideo formado pela condensacao de monossacarideos de frutose e o
namero de unidades (GFn) varia entre 10 e 60 (Figura 02), enquanto para os
FOS varia entre 2 e 10 unidade na cadeia (Figura 03). A inulina € um

polissacarideo de polifrutano, linear, amplamente encontrado na natureza, que



serve como um carboidrato de reserva nas plantas das familias Compositae e
Gramineae e é acumulada nas partes subterréneas de plantas da familia
Asteracea como alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus), dalia (Dahlia
pinnata), chicéria (Cichoriumendivia), dente de ledo (Taraxacum officinale),
yacon (Smallanthus sonchifolius) e em pequenas quantidades no alho e cebola
(Tabela 01) (LACHMAN et al., 2004; YUAN et al,, 2008; KANGO, 2008;
BONCIU et al., 2012). Na alcachofra de Jerusalém, chicoria, délia e yacon as
concentracdes de inulina e frutooligossacarideos podem chegar até 20% do
peso fresco, fazendo destes vegetais importantes fontes de inulina e
oligofrutoses (SEMINARIO, 2003).
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Figura 02 Estrutura quimica do polimero de inulina. O nimero de moéleculas de
frutose (GFn) pode variar entre 10 a 60 unidades ligadas entre si por ligagcées do tipo
B (2—1). Fonte: Roberfroid, 1993.

As unidades de frutosil da inulina e FOS séao do tipo B (2—1), com as
cadeias poliméricas terminadas em residuos de glicose na extremidade
(BASTON et al., 2012). Os FOS ou oligofrutanos pertencem também a classe

dos frutanos e sdo definidos pela combinacdo dos agucares 1-kestose (GF»),



nistose (GF3) e frutofuranosilnistose (GF4), com unidades frutosil (F) com
ligagdo B(2—1) e na posi¢do da sacarose B(2—1), variando em seu grau de
polimerizagdo de 2 a 10 (Figura 03) (SANTOS e MAUGERI., 2006). O grau de
polimerizagdo (GF,) e (F,) depende da planta, clima, fonte, condi¢gbes de
cultivo e tempo de armazenamento apés a colheita (SEMINARIO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2004).
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FIGURA 03 Estrutura quimica dos frutooligossacarideos: A) kestose (GF2); B) nistose
(GF3) e C) frutofuranosil nistose (GF4). Fonte: Passos e Park, 2003.

Os frutanos tem recebido grande atencdo das industrias como uma
matéria-prima para a producao de frutose e bioetanol e estdo sendo utilizados
amplamente nas industrias alimenticias, sendo usados como aditivos de
alimentos e suplementos de dieta (YUAN et al., 2008; RISSO et al., 2012).

Enretanto, o yacon tem sido pouco explorado como substrato para a
producdo de substancias de origem microbiana. Apenas recentemente
surgiram alguns trabalhos utilizando os derivados desta planta como fonte de
carbono para micro-organismos na producdo de enzimas (CAZETTA et al,
2005; VANINI et al., 2009; DURO et al., 2012; PEIXOTO et al., 2012). Cazetta
et al. (2005) estudaram a producgéo de inulinase utilizando extrato de yacon por



Kluyveromyces marxianus. Peixoto (2012) utilizou xarope de yacon como

substrato e obteve boas produgdes de inulinase por K. marxianus.

1.2 ENZIMA INULINASE

As enzimas sao classificadas como catalisadores protéicos que atuam
aumentando a velocidade das reagdes quimicas e bioldégicas (BROCK, 2010).
Pelo fato de serem altamente especificas e ativas sob condicbées ambientais
brandas, consistem em biocatalisadores ideais para processos biotecnologicos,
explicando sua crescente utilizagdo em processos industriais (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; UENOJO e PASTORE, 2007).

As inulinases sdo enzimas promissoras para a produgdo de xaropes
com elevado teor de frutose (HFS) por hidrélise da inulina, FOS, sacarose e
outros frutanos, apresentando rendimento elevado, de até 95% do produto final
(ETTALIBI e BARATTI, 2001; MAZZUTI et al., 2010; NARAYANAN et al.,
2013). Em funcao disto, esta enzima vem recebendo grande atencédo pelas
industrias e pelos pesquisadores, uma vez que pode substituir, com vantagens,
a producao de frutose por hidrélise convencional do amido, a qual é obtida a
partir de 3 etapas, que incluem: a acdo de a-amilases, amiloglucosidases e
isomerases, obtendo-se apenas 45% de frutose no produto final devido ao
equilibrio termodinamico da reacao, formagéao de anidridos difrutose (que néo
possui capacidade adogante) e provocam formacao de coloracdo indesejavel
(VANDAME e DERYCKE, 1983; MAZUTTI et al., 2006).

Devido a importancia das inulinases, existe um interesse crescente no
isolamento, caracterizacdo e producdao dessas enzimas a partir de fontes
microbianas. A enzima inulinase € pertende a classe das hidrolases, sendo
classificada como uma frutanohidrolase 2,1-B-D-frutano (BONCIU et al., 2011).
Fazem parte de uma importante classe de enzimas para producao de frutose e
frutooligossacarideos, que sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica
e alimenticia (ERDAL et al., 2011; NGUYEN et al., 2012). Estas enzimas
podem ser classificadas em endo e exoinulinases, dependendo do seu modo
de acao (Figura 4) (BONCIU et al., 2010). Endo-inulinases (2,1-B-D-frutano

frutanohidrolase-EC 3.2.1.7) sédo especificas para hidrolisar as ligacoes entre



as unidades de frutose que estdo localizados longe das extremidades da
cadeia do polimero e, como produto, sdo liberados para 0 meio os
oligossacarideos como: inulobiose (Frutose 2), inulotriose (Frutose 3),
inulotetraose (Frutose 4) e compostos que contém uma molécula de glicose
cuja férmula é GF(n). Nesse conjunto estdo: sacarose (GF), kestose (GF2),
nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4). As exo-inulinases (B-D-
frutohidrolase-EC 3.2.1.80) hidrolisam as unidades terminais da cadeia de
frutose, liberando sacarose, frutose e glicose (ROBERFROID, 2005; MULLER
et al., 2006; NGUYEN et al., 2012). O pruduto de hidrolise pelo conjunto de exo
e endo-inulinase sdo comumente reportados como inulo-oligossacarideos
(10S), frutos-oligossacarideo (FOS), oligofrutanas ou oligofrutoses (MULLER et
al., 2006; MAZUTTI et al., 2010; COGHETTO et al.,, 2012; NGUYEN et al.,
2012).
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FIGURA 04 As enzimas inulinase sdo classificadas em endoinulinase e exoinulinase,
de acordo com seu modo de acdo das inulinases microbianas sobre FOS. Fonte:
Singh e Singh (2010).

Diversos trabalhos sado relatados na literatura utilizando vegetais como
fonte de inulina e FOS para estudos de produc¢dao de enzimas pois, segundo
Trivedi et al., (2012), os compostos de carbono sao fontes de energia para os

micro-organismos. Um estudo de otimizagdo de produgédo da enzima inulinase



por um novo isolado do fungo Aspergillus tubingensis CR16, utilizando diversas
fontes de carbono, obteve, com o pé da raiz da chic6ria, os melhores
resultados. Outros vegetais também sado explorados e citados como substratos
promissores na producao de enzimas. Em um trabalho realizado por Kango
(2008) utilizaram-se fontes de carbono de diferentes origens vegetais que
continham inulina como carboidrato de reserva, e obteve-se a maior producao

da enzima com raizes de dente-de-ledo, atingindo 52,5 Ul/mL.

1.3 Producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus

Varios micro-organismos sao descritos na literatura como produtores de
inulinase (Tabela 2). Entre eles bactérias como Xanthomonas, Rhizoctonia,
Streptomyces, entre outras. Fungos filamentosos como algumas espécies dos
géneros Penicillium e Aspergillus, com destaque para o A. Niger, e leveduras,
entre elas varias espécies dos géneros Candida e Pichia. Entretanto, as
leveduras do género Kluyeromyces, como K. Fragilis e K. Marxianus, sao
descritas como algumas das melhores produtores desta enzima (DILIPKUMAR
et al., 2011; JAIN et al.,, 2012; TRIVEDI et al.,, 2012; YUAN et al., 2012;
BONCIU et al., 2012; NARAYANAN et al., 2013).

TABELA 2 Principais micro-organismos produtores da enzima inulinase

Microoganismo Atividade Substrato Referencia
Enzimatica
Fungos Filamentosos
Aspergillus 21,9 U/mL Raizes de chicéria, trigo e Trivedi et al., (2012)
tubingensis CR16 bagaco de cana

Aspergillus niger 1,76 Ul/mL Alcachofra de Jerusalém Bonciu et al., (2010)
MIUG 1.15

A. niger ATCC 3199 U/ml Alcachofra de Jerusalém Dinarvand et al.,
20611 (2012)
Penicillium 18,7 U/mL Ddlia Flores-Gallegos et
citrinum ESS al,, (2012)
Thermomyces 200 U/gds casca de banana, casca Nguyen et al., (2013)



lanuginosus IMI

de alho, farelo de trigo e

140524 farelo de arroz
A. niger 13/36 80 U/mL Sacarose Skowronek e
Fiedurek, (2004)
Bactérias

Streptomyces sp. 76 U/mL Alho Dilipkumar et al.,
MTCC- 3119 (2011)

Rhizoctonia |-PN4 1,8 U/mL Trigo (buckwheat) Bonciu et al., (2012)

Lactobacillus N/D Dalia, Alcachofra de Baston et al., (2012)

acidophilus 1a-5 Jerusalém

Streptomyces SP. 1,60 U/mL Alcachofra de Jerusalém Laowklom et al.,

CPO1 (2012)

Paenibacillus sp N/D Inulina pura Miiller et al., (2006)

Leveduras

Saccharomyces 34,6 U/mL Alcachofra de Jerusalém Lim et al., (2010)

cerevisiae gal80

Kluyveromyces 15,29 U/mL Sacarose Cazetta et al., (2010)

marxianus ATCC

16045

K. marxianus MTCC 17,9 nkat mL Dalia Jain et al., (2012)

3995

K. marxianus NRRL 463 U/mL Bagaco e melaco de Mazutti et al., (2010)

Y-7571 cana

K. marxianus NRRL 1,139 U/ml Bagaco de cana Sguarezi et al.,

Y-7571 (2009)

K. marxianus YS-1 47,3 IU/mL Aspartagos Singh et al., (2006)

Kluyveromyces 409,8 U/g Inulina Xiong et al., (2007)

S120

K. marxianus 4,1 U/mL Extrato de yacon Cazetta et al., (2005)

ATCC 16045

K. marxianus NRRL 212 U/mL Inulina, frutose, sacarose  Parekh e Margaritis,

Y-7571 e licose (1985)

K. marxianus 463 U/gds™ Alho Dilipkumar et al.,

MTCC-188

(2011)
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K. marxianus NRRL 4,0 U/mL Sacarose Risso et al., (2011)
Y-7571
K. marxianus NRRL  391,9 U/g Bagaco de cana Mazutti et al., (2006)
Y-7571

U?, IU? - atividade inulinase expressa como atividade internacional. gds™ grama de susbtrato
seco

As leveduras sado citadas como um dos principais micro-organismos
produtores de inulinase, as quais podem crescer rapidamente produzindo
grandes quantidades de biomassa e enzimas, principalmente as do género
Kluyveromyces (LANE et al.,, 2011). Recentemente Cazetta et al. (2010)
investigaram a influencia da concentragao da sacarose como fonte de carbono,
pH e aeracao sobre a producao de inulinase e biomassa por K. marxianus var.
bulgaricus ATCC 16045, obtendo os melhores resultados na concentragéo 10
g/L™ de sacarose, pH 5.0 e aeragdo 1 vvm, atingindo a produgcdo maxima da
enzima cerca de 98,0 U/mL. Recentemente, foram publicados estudos de
producé@o de inulinase por K. marxianus em aspargos e tubérculos de dalia, a
fim de avaliar a produgédo da enzima inulinase, alcancando 50,2 U/mL e 55,4
U/mL respectivamente (SINGH et al., 2007, SINGH E BHERMI, 2008).

Devido a sua importancia, novas cepas de K. marxianus mutantes estao
sendo pesquisadas (MAZUTTI et al., 2007; MUGHAL et al., 2009; BONCIU e
BAHRIM, 2011). Tém sido clonados genes de inulinase INU1 de Pichia
guilliermondii e novas cepas recombinantes tém sido criadas para expressar
este gene em K. marxianus CBS 6556 (YU et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

Entretanto, uma parte importante das pesquisas esta focada na
otimizacdo das condicdes de produgdo desta enzima, incluindo os parametros
operacionais como: pH, temperatura, agitacdo e aeracao, além da influéncia
das fontes de carbono e nitrogénio (TRIVEDI et al., 2012; ZHANG et al., 2012;
ZIMBARDI et al., 2013).

Para se obter o rendimento maximo, e conseguir otimizar os processos
de producao de enzimas, é necessario encontrar as condigdes ideais de cultivo
nos processos fermentativos. Dentre os diversos parametros que afetam o
crescimento microbiano, o pH desempenha um papel importante, pois induz
mudancas morfologicas e influencia na secrecdo e no funcionamento das
enzimas (SPIER, 2005). Todas as enzimas apresentam um valor de pH étimo
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de reacdo, entretanto, este valor pode variar muito dependendo do micro-
organismo em estudo, assim como dos substratos utilizados (LOURENCO,
2004). Diferentes faixas de pH para a atividade da inulinases sdo descritas, em
geral, entre 4 e 7. Para inulinases de Aspergillus tubingensis CR16 e A. niger
NK-126 foram descritos pH 6timos em 5,0 (KANGO et al., 2008; TRIVEDI et al.,
2012) e pH 6,5 para a cepa A. niger ATCC 20611 (DINARVAND et al., 2012).
Inulinases produzidas por Streptomyces sp. CP01 tem o pH ideal em 6,0, no
entanto, ainda manteve mais do que 80% da atividade maxima a um pH
variando de 5,5 a 9,0, sendo estavel a temperaturas até 50°C e em ampla faixa
de pH (5,0-9,0), durante 30 minutos (LAOWKLOM et al., 2012). G. candidum
OC-7 produz inulinases que apresentaram pH 6timo em 5 (ERDAL et al., 2011).
Inulinases produzidas pela cepa A. niger, isolada de rizosfera em diferentes
regides da india, apresentaram pH 6timo para producdo em pH 4,6 e 4,8
(NARAYANAN et al., 2013).

Sucessos biotecnolégicos na aplicacdo de inulinases explicam
claramente a crescente atencdo sobre estas enzimas. Plantas que contém
inulina representam uma fonte nova, material barato e abundante para a
industria. Apos a hidrolise de inulina, a frutose e inulo-oligossacarideos obtidos
pelas exo- e endoinulinases podem ser usadas para muitas aplicagdes praticas
como a produgdo de bioetanol, na industria de alimentos, éleo de origem
microbiana e proteinas unicelulares, acido citrico e outras substancias de
interesse no setor quimico (BONCIU e BAHRIM, 2011).

Diferentes processos fermentativos sado utilizados para producédo da
enzima inulinase, como fermentacao sélida e semi-sélida, fermentagdes do tipo
batelada (ou descontinua), batelada alimentada (fed-batch) e continua, mas
merece destaque a fermetacdo em batelada do tipo submersa (MAZUTTI et al.,
2010; CAZETTA et al., 2010; NGUYEN et al., 2012; DINARVAND et al., 2012;
NARAYANAN et al., 2013; ALI e VIDHALE, 2013), por ser uma metodologia
mais simples e que exige equipamentos menos sofisticados. Neste tipo de
metodologia os ensaios fermentativos s&o preparados com todas as condicdes
necessarias para 0 crescimento do micro-organismo e 0 processo sO €
interrompido quando termina o periodo de fermentagdo (PACHECO, 2010).

Aliado a isto, técnicas de planejamento experimental e otimizagdo de
processos tém sido cada vez mais utilizadas para otimizagcédo dos fatores que
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influenciam os processos fermentativos (REDDY et al., 2003; SINGH e LOTEY,
2010; RAJESHKUMAR et al., 2013; ZIMBARDI et al., 2013). A aplicagdo de
analises estatisticas permite avaliar a acdo simultdnea dos parametros que
afetam a fermentacao, o que pode melhorar o rendimento do produto, reduzir o
tempo do processo, reduzir a concentragdo dos substratos e,
consequentemente, diminuir os custos globais, tornando o processo mais
rentavel (ELIBOL, 2004; XIONG et al., 2007).

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é um método
eficiente para determinar as condi¢des étimas de fermentagdo e estabelecer
quais os melhores parametros operacionais para producdo de enzimas, €
consiste em um grupo de procedimentos matematicos e estatisticos que sao
usados para estudar a relagdo entre uma ou mais respostas (variaveis
dependentes) e um numero de fatores (variaveis independentes) (RODRIGUES
e IEMMA, 2009; SINGH e LOTEY, 2010). Esta metodologia permite criar
graficos de superficie de resposta que sao muitos Uteis para indicar a direcao a
ser tomada nos processos (SCHEUFELE et al., 2012). Estes métodos sdo mais
eficientes que os métodos tradicionais que lidam com um Unico parametro por
ensaio fermentativo, os quais frequentemente falham em localizar as condi¢coes
otimas, porque nédo consideram o efeito de possiveis interagbes entre as
variaveis (JUNG et al., 1989; OLIVEIRA et al., 2004; SANTOS et al., 2007).

Diversos fatores estdo envolvidos nos processos bioquimicos e
influenciam diretamente a producao de enzimas, por isso € importante testar o
maior numero de variaveis possiveis e suas interagées. O DCCR visa diminuir
0 numero de ensaios fermentativos e fornecer informagdes mais confiaveis e
completas (JUNG et al., 1989; SANTOS et al., 2007; RODRIGUES e IEMMA,
2009).
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Resumo

Objetivos: Estudar a influéncia da concentragdo do extrato de yacon, como
fonte de carbono, e do pH sobre a producao da enzima inulinase e de biomassa
pela levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571.

Métodos e Resultados: Foi utilizado o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 2% para planejamento dos experimentos e superficie de
resposta para andlise dos resultados, respectivamente. A maxima atividade
enzimatica foi de 14,48 U/mL e de biomassa foi de 9,03 g/L, obtidas na
condicao de 55% de extrato de yacon e pH 5,5. O pH foi a Unica variavel que
apresentou influéncia significativa (p<0,05) sobre a producao da biomassa e da
enzima. Os coeficientes de correlagdo para inulinase (R?= 0,92) e para
biomassa (R?=0,70) indicaram que existe boa correlacdo entre os valores
observados experimentalmente e os valores preditos pelo modelo. Os valores
do teste F, de 26,77 para atividade enzimatica e de 10,33 para biomassa,
mostraram que o modelo é altamente confiavel no nivel de 95% de confianga.
Conclusoes: A producao de inulinase e biomassa por K. marxianus NRRL Y-
7571 em extrato de yacon foi fortemente influenciada pela variagdo do pH do
meio de cultivo. A utilizacdo do (DCCR) 22, em comparacdo com outros
trabalhos utilizando esta mesma fonte de carbono, foi altamente eficiente na
otimizacao do processo, proporcionando um aumento de cerca de 3,5 vezes na
producéo de inulinase.

Palavras-chave: enzimas, leveduras, otimizacao

23



Introducao

Os frutoolissacarideos sdo os principais carboidratos de reserva do
yacon, embora muitos autores erroneamente refiram-se a inulina como
polissacarideo predominante. A dgua representa 83% a 90% da composicao de
seus tubérculos e 90% da matéria seca é constituida de carboidratos de
reserva, sendo até 70% de FOS e o restante constituido de inulina, glicose,
frutose e sacarose (Seminario et al. 2003; Lachman et al. 2004). A inulina e os
FOS sédo formados por cadeias de oligofrutanas encontradas como
polissacarideos de reserva nas plantas das familias Compositae e Gramineae
e sdo acumuladas nas partes subterrdneas de plantas da familia Asteracea
como Alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus), dalia (Dahlia pinnata),
chicéria (Cichoriumendivia), dente-de-ledo (Taraxacum officinale), yacon
(Smallanthus; sonchifolius) e, em pequenas quantidades, no alho e cebola
(Lachman et al. 2004; Kango 2008; Bonciu et al. 2012; Yuan et al. 2012). As
enzimas que atuam nestes polissacarideos sdo denominadas inulinases. Estas
enzimas despertaram interesse na producdo de xaropes com elevado teor de
frutose (HFS) por hidrélise da inulina, FOS, sacarose, além de rafinose e
estaquiose, com um rendimento em frutose de até 95% do produto final (Ettalibi
e Baratti 2001; Mazzuti et al. 2010; Narayanan et al. 2013). A hidrolise da
inulina e FOS por estas enzimas pode substituir a producdo de frutose por
hidrélise convencional do amido, que ocorre a partir de 3 etapas, que incluem a
acao de a-amilases, amiloglicosidases e isomerases, obtendo-se apenas 45%
de frutose no produto final, devido ao equilibrio dindmico da reacao, além da
formacao de anidridos de difrutose, que ndo possuem capacidade adocgante, e
conferem coloracao indesejavel ao produto final (Vandame e Derycke 1983;
Mazutti et al. 2006).

Devido a sua importancia em bioprocessos, existe um interesse
crescente nas inulinases de origem microbiana. Estas enzimas sao
classificadas como hidrolases, sendo denominadas B-2,1-frutanohidrolase
(Bonciu et al. 2011; Nguyen et al. 2013). Estas enzimas podem ser
classificadas em endo e exoinulinases, dependendo do seu modo de acéo.
Endo-inulinases (2,1-B-D-frutano frutanohidrolase) (EC 3.2.1.7) sao especificas

para hidrolisar as liga¢des entre as unidades de frutose que estédo localizados
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longe das extremidades do polimero e, como produtos, sdo liberados para o
meio oligossacarideos como inulobiose (F2), inulotriose (F3), inulotetraose (F4)
e compostos que contém uma molécula de glicose cuja férmula € GF(n). Nesse
conjunto estdo: sacarose (GF), kestose (GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil
nistose (GF4). Exo-inulinases (B-D-frutohidrolase) (EC 3.2.1.80) hidrolisam as
unidades terminais da cadeia de frutose, liberando, sacarose, rafinose e
frutose, entre outros agucares (Roberfroid 2005; Muller et al. 2006; Nguyen et
al. 2013). Os produtos de hidrolise do conjunto de exo- e endo-inulinases sao
comumente reportados como inulo-oligossacarideos (10S),
frutooligossacarideo (FOS), oligofrutanas ou oligofrutoses (Miller et al. 2006;
Mazutti et al. 2010; Coghetto et al. 2012; Nguyen et al. 2013).

Embora muitos micro-organismos sejam descritos como produtores de
inulinases, as leveduras do género Kluyveromyces estao entre os melhores e
mais bem estudados (Mazutti et al. 2007; Mughal et al. 2009; Bonciu e Bahrim
2011). As fontes de carbono contendo inulina tém despertado grande interesse,
uma vez que representam substratos renovaveis e abundantes para a
producdo de xaropes de frutose e frutooligossacarideos, que sdao amplamente
utilizados na industria farmacéutica e alimenticia (Xiong et al. 2007; Chi et al.
2011). Assim, este trabalho teve como objetivo, estudar a influéncia do extrato
de yacon, como fonte de carbono, e do pH na producédo de inulinase por K.
marxianus NRRL Y-7571.

Material e métodos

Micro-organismo e condigdo de cultura:

- Preparo do pré-inéculo e inéculo

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi obtida da
Fundagdo André Tosello, de Campinas, Brasil (referéncia 7073). A cultura
estoque foi preservada sob congelamento em tubos criogénicos com glicerol a
20%. Apébs crescimento de 2 a 3 dias, uma alcada da cultura da levedura foi
transferida para tubo de ensaio contendo o meio basal composto de: extrato de
levedura 0,5%, sacarose 1%; KH:POs 1,5%; NH4Cl 0,15%; KCI 0,12%;
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MgSQ4.7H20 0,07%; milhocina 1,5% e incubado a 37°C, 150 rpm durante 24
horas. Em seguida, o conteudo do tubo foi transferido para o meio de inéculo
contendo: extrato de yacon 20%; milhocina 1,5%; KH.PO4 1,5%; NH4Cl 0,15%;
KCI 0,12%; MgS0..7H>0 0,07% e incubado a 37°C, 150 rpm durante 24 horas.
Apoés este periodo, 10% do volume final dos ensaios foi transferido para os
frascos da fermentacéo.

Planejamento experimental

O meio de fermentacdo utilizado nos experimentos foi de extrato
concentrado do yacon, obtido por extracdo do suco dos tubérculos em extrator
de suco (juicer) e, em seguida congelado, sendo desprezado o bagaco. As
fermentagbes foram realizadas em batelada utilizando frascos Erlenmeyer
contendo 30 mL de meio de cultura com a seguinte composigédo: milhocina
1,5%; KHoPO4 1,5%; NH4CI 0,15%; KCI 0,12%; MgSQO,4.7H>0 0,07%. O cultivo
foi realizado em agitador tipo shaker com a rotacao de 150 rpm a 37°C por 96

horas.

Foram estudados os efeitos das variaveis independentes bem como suas
interacoes. Para analisar a influéncia das varidveis selecionadas sobre a
producdo enzimatica, foi realizado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22, segundo Rodrigues e lema (2009), e os parametros
escolhidos foram (X;) extrato de yacon e (X2) pH, cujos valores variaram
conforme os niveis apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Valores codificados e reais usados no

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

22 utilizando ext rato de yacon como fonte de carbono.
Niveis

-141 1 0 1 141

Variaveis Independentes

Xi- Extrato de yacon (%) 53 55 60 65 67

Xz - pH 52 55 75 95 10,3
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Os valores experimentais obtidos foram ajustados ao modelo de

segunda ordem conforme a Equacao (1):

Y = b + b1 X1 + baXa + b11X4Z + baaXo® + b12X1 Xz Eq. (1)

Onde: y é a resposta predita de producao de inulinase; X; e X> sdo as formas
codificadas das varidveis independentes (extrato de yacon e pH,
respectivamente); by refere-se ao ponto de intersecéo; b; e b. s&o coeficientes
lineares; by, coeficiente de interagdo dupla; bs;; e bo, sdo coeficientes
quadraticos. Os valores dos niveis estudados foram calculados pela equacao

geral:

X—1 Eqg. (2)

onde, X, é o valor codificado; X € o valor real da variavel independente; X, o
valor real do ponto central; X.s € o valor do nivel superior; X.; € o valor do nivel
inferior. Utilizando o software STATISTICA™ (v. 7.0) foi realizada a estimativa
dos efeitos das variaveis e suas interagbes sobre a resposta analisada,
considerando o nivel de significancia de 95%. O experimento foi validado pela
andlise de variancia (ANOVA), considerando o test F, e a qualidade do ajuste

do modelo quadrético foi expresso pelo coeficiente de determinagao (R?).
Crescimento celular

Apos os cultivos, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 20
minutos sob temperatura de refrigeracdo a 4°C e, em seguida, ressuspensas
em 5 mL de agua destilada e novamente centrifugadas para lavagem das
células. A biomassa foi determinada por meio da densidade ética a 600 nm e
os calculos foram realizados utilizando-se uma curva padrao de absorbancia

Versus massa seca.
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Atividade enzimatica

A atividade enzimética do sobrenadante foi avaliada de acordo com
Suzuki et al. (1988), pela determinacdo dos acgucares redutores formados
durante a incubacgdo de 5 mL de sacarose 2%; 2,5 mL de tampé&o citrato-fosfato
0,05 M pH 4,0; 1,5 mL de agua destilada, adicionando 1 mL do sobrenadante
da cultura convenientemente diluido. O meio reacional foi colocado em banho-
maria a 40°C, sob agitagdo, em agitador magnético com aquecimento durante
15 minutos. Aliquotas de 250 uL foram retiradas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12
e 15 minutos para determinacao da concentracao de acucares redutores pelo
método do acido dinitrosalicilico-DNS (Miller 1959). A leitura das atividades
enzimaticas foi realizada em espectrofotometro a 540 nm. Para elaboracao da
curva padrao, que relaciona a concentracao de glicose (g/L) com a absorbancia
a 540 nm, foi utilizada solucéo de glicose a 1% e realizadas leituras, a 540 nm,
das concentracbes de 0,1 a 1%.

Os resultados foram apresentados em U/mL, onde cada unidade (U) de
atividade de inulinase foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa
um pmol de sacarose por minuto ou como a quantidade de enzima que catalisa
a liberacdo de um umol de agucar redutor por minuto de reacdo, sob as

condi¢oes do ensaio.

Determinacgao do pH 6timo de atividade da inulinase

Foi obtido por meio da determinacdo da atividade enzimatica em
diferentes valores de pH, nos seguintes tampdes: Glicina-HCI 0,05 M (2,0 e
3,0), tampao citrato de sddio 0,05 M na faixa de 3,0-6,0, tampao fosfato 0,05 M
na faixa de 6,0 a 8,0, tampao Tris-HCI 0,05 M para a faixa de 8,0 e 9,0, Glicina-
NaOH 0,05 M na faixa de 09-11.
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Determinacdo da temperatura 6tima de atividade e estabilidade térmica da

enzima

A atividade enzimatica foi determinada na faixa de 45°C a 70°C e a
estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se amostras enzimaticas
nas temperaturas de 45 °C, 50°C, 55°C e 60°C, durante 5 horas.

Resultados

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2° resultou em
11 ensaios, com 3 repeticoes no ponto central. A Tabela 2 apresenta as
respostas obtidas, mostrando que a maior atividade enzimatica (14,48 U/mL) e
a maior producédo de biomassa (9,03 g/L) ocorreram no ensaio 1, na condicao
de 55% de extrato de yacon e pH 5,5.

Tabela 2 Matriz do planejamento fatorial DCCR 22 com valores codificados e reais
das variaveis e respostas (atividade enzimatica e biomassa) apos 96 horas.

Variaveis Variaveis Valores Observados Valores preditos
Ensaio codificadas Nao
codificadas
Extrato ] Atividade Atividade
X, X, de pH Biomassa enzimatica Biomassa enzimatica
yacon
(%) (g/L) (U/mL) (g/L) (U/mL)
1 -1 -1 55 5,5 9,03 14,48 8,19 12,62
2 1 -1 65 55 7,24 11,59 6,85 9,56
3 -1 1 55 9,5 5,19 1,50 5,42 2,18
4 1 1 65 9,5 5,47 1,59 6,15 2,09
5 -1,41 0 53 7,5 6,25 6,83 6,64 7,37
6 1.41 0 67 7,5 6,45 4,36 6,20 5,15
7 0 -1,41 60 5,2 7,29 10,84 8,11 13,30
8 0 1,41 60 10,3 6,34 1,76 5,66 0,63
9 0 0 60 7,5 6,28 3,70 6,83 3,31
10 0 0 60 7,5 7,12 3,22 6,83 3,31
11 0 0 60 7,5 7,11 3,01 6,83 3,31

Os resultados variaram de 1,50 U/mL no ensaio 3 até 14,48 U/mL na
ensaio 1 (Tabela 2). Pode-se observar que, de um modo geral, em uma
concentragéo fixa de extrato de yacon, o aumento do pH resultou em queda da
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producdo da enzima. As analises estatisticas confirmaram esta observagéo,

pois o termo linear da variavel pH (Xz) foi o unico significativo (p<0,05) e

negativo. A interacdo entre as variaveis apresentou efeito positivo, embora nao

significativo, como mostram os valores dos coeficientes de regressao (Tabela

3). A fonte de carbono ndo apresentou efeito significativo (p>0,05) sobre a

producgéo de inulinase, ndo apresentando influéncia na faixa estudada (Fig. 1 A

e B). De fato, pode ser observado que, nos ensaios com pH entre 5,2 e 5,5,

encontram-se as maiores atividades enzimaticas (ensaios 1, 2 e 7) e, a medida

que o pH aumentou, a atividade enzimatica foi progressivamente diminuindo,

obtendo-se valores menores que 2,0U/mL nos ensaios 1, 4 e 8 (pH 9,5 e 10,0)

(Tabela 2).

Tabela 3 Coeficientes de regressao para atividade enzimatica

Coeficientes

Erro

de Regressao  padrao t(5) p-valor
Média 3,31000 1,057186 3,1309  0,02593
Extrato de yacon (%) (L) -0,78664 0,647391 -1,2150 0,27858
Extrato de yacon (%)(Q) 1,47812 0,770550 1,9182 0,11318
pH (L) -4,47763 0,647391 -6,9164  0,00097
pH (Q) 1,83062 0,770550 2,3757  0,06349
Extrato de yacon x pH 0,74500 0,915550 0,8137  0,45280

B 103

9,5

5,5

52
53 55

60
Extrato de yacon

65

67

FIGURA 1 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a atividade
de inulinase em funcdo da concentracdo do extrato de yacon e pH por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentagdo submersa apds 96 horas, geradas

de acordo com o primeiro planejamento.
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O aumento do pH também causou um efeito negativo no crescimento
celular, embora menos acentuado do que na atividade enzimatica, que variou
de 5,19 g/L (ensaio 3) até 9,03g/L (ensaio 1). Os ensaios que apresentaram as
menores producdes de biomassa (5,33 g/L, em média) foram o 3 e 0 4, ambos
com pH 9,5 (Tabela 02). As analises estatisticas mostraram que, para a
producédo de biomassa, apenas o pH, em seu termo linear, apresentou efeito
significativo (p<0,05), como mostram os coeficientes de regresséao (Tabela 4).
Embora nao significativo, o aumento da concentracdo do extrato de yacon
levou a diminuicdo da biomassa em todos os pH testados, o que pode ser

confirmado pelas Fig. 2A e 2B.

Tabela 4 Coeficientes de regresséo para biomassa

Coeficientes Erro
de Regressao padrao t(5) p-valor
Média 6,836667 0,460943 14,8319 0,00003

Extrato de yacon (%) (L) -0,153395 0,282269 -0,5434 0,61017
Extrato de yacon (%)(Q) -0,205833 0,335967 -0,6127 0,56689

pH (L) -0,869188 0,282269 -3,0793 0,02749
pH (Q) 0,026667 0,335967  0,0794 0,93982
Extrato de yacon x pH 0,517500 0,399188  1,2964 0,25145
10,3

A 9.5 o

U%J.

@

$

"53 55 60 65 67
Extrato de yacon

FIGURA 2 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para produgao de
biomassa em funcdo da concentracdo do extrato de yacon e pH por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentagdo submersa apds 96 horas, geradas
de acordo com o primeiro planejamento.

A andlise de varidancia (ANOVA) mostrou que o modelo foi

estatisticamente significativo a um nivel de confianca de 95%, uma vez que o F
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calculado foi de 26,77 para atividade enzimatica e de 10,11 para a biomassa,
portanto, mais do que 6 e 2 vezes maiores que o F tabelado (4,35),
respectivamente (Tabelas 5 e 6). O coeficiente de correlagdo (R?) de 0,9196
para a atividade enzimatica demonstra que ha uma excelente correlacao entre
os valores observados e preditos e o0 modelo pode explicar quase 92,0% dos
resultados. Para biomassa, o R de 0,7043 sugere que o modelo gerado pode
explicar 70% da variagdo total dos resultados, o que implica numa
representacdo satisfatéria do processo pelo modelo, levando-se em
consideragdo a grande variabilidade inerente aos processos biologicos que
envolvem enzimas e micro-organismos, especialmente quando se utiliza
substratos complexos como meios de fermentacao.

Os modelos matematicos que relacionam a atividade de inulinase (Al) e
a biomassa (B) em funcao das variaveis extrato de yacon (X1) e pH (Xz) podem

ser expressos pelas equacoes 4 e 5, respectivamente.
Al= 3,31 - 0,79X; + 1,48 X4 - 4,48X; + 1,83X,% + 0,75X1.Xz Eq. (4)

B=6,84 - 0,15X; - 0,21X4% - 0,87X2 + 0,03X2? + 0,52X4.Xz Eq. (5)

Tabela 5 Andlise de variancia para atividade enzimatica

Fontes de variacao SQ GL Qam Fcalc
Regressao 191,96 3 66,99 26,77
Residuo 16,76 7 2,39
Total 208,7119 10

Significancia estatistica 95%; R?=0,92; F 3:7.0,05 = 4,35; SQ=soma dos quadrados;
GL=graus de liberdade;QM=quadrado médio; Fcac=F calculado

Tabela 6 Analise de variancia para a produgao de biomassa

Fontes de variacao sQ GL QM Fealc
Regressao 13,96 3 4,65 10,11
Residuo 3,19 7 0,46
Total 17,15 10

Significancia estatistica 95%; R? = 0,70; F 37005 = 4,35; SQ=soma dos quadrados;
GL=graus de liberdade;QM=quadrado médio; Fcac=F calculado
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A validacdo do modelo matematico para producdo da biomassa e da
enzima inulinase por K. marxianus NRRL Y 7571, baseados nos resultados do
DCCR, foram realizados fixando-se a concentracdo da fonte carbono (X;) e
variando os valores do pH (Xz) em 3,5, 5,5 e 7,5, em triplicata. Os resultados
da validacdo confirmaram que o pH ideal foi 0 5,5, sendo atingido 16,33U/mL
de atividade enzimatica e 7,02 g/L de biomassa. Acima e abaixo deste valor,
ambas as respostas diminuiram significativamente (Tabela 7).

Tabela 7 Valores reais utilizados no processo de validagao

. Fonte de C Ati\_/id,ac_ie Biomassa
Ensaio (%) pH EnZ|ma?1|ca (g/L)
(U.mL™)
1 55 3,5 1,33 3,21
55 5,5 16,33 7,02
3 55 7,5 4,33 5,6

O perfil de temperatura e pH 6timos para inulinase de K. marxianus
NRRL Y 7571 foram atingidos em 60°C e na faixa de pH de 4,0 a 5,0, com pico
no pH 4.0 (Figuras 3 e 4). Os resultados dos testes de estabilidade térmica
mostraram que a enzima manteve mais de 95% da sua atividade por 3 horas a
45°C e acima de 90% por 4 horas a 50°C (Figura 5).
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FIGURA 3 Efeito do pH na atividade enzimética de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
571
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FIGURA 4 Efeito da temperatura na atividade enzimatica de Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571

S

(4]

O

&

E

N

c

(0]

[0}

©

©

©

=

< —m—45°C
—e-50°C
—A-55°C
—v—60°C

50 +—m>—rr—-+--T—--—-r—r—-T——T—"—7

0 50 100 150 200 250 300
Minutos

FIGURA 5 Estabilidade térmica da enzima inulinase nas temperaturas de reagao de 45
°C, 50 °C, 55 °C, 60 °C e pH 4.0.
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Discussao

Os planejamentos fatoriais e andlises de superficies de resposta
permitem investigar quais varidveis estdo influenciando o processo, as
interacdes elas, além de estabelecer as condicdes que maximizem a producao
(Santos et al. 2008). Neste estudo, foi estudada a influéncia do extrato de
yacon e do pH na producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus NRRL
Y 7571 utilizando planejamento fatorial do tipo DCCR 22. Diversos estudos
relatam o efeito do pH na producdo da inulinase, sendo que a resposta da
producéo da enzima para este parametro depende, principalmente, do meio de
cultura. Neste estudo, a analise de regressdo do modelo indicou que o pH foi a
Unica variavel que influenciou tanto na produgdo da inulinase quanto de
biomassa (Tabelas 3 e 4). Valores de pH muito &cidos ou muito alcalinos nao
foram benéficos nem para a producdo da enzima nem no crescimento celular,
como confirmado pela validagdo (Tabela 7). E notério que o pH do meio de
cultivo influencia diretamente na producdo de enzimas e para a enzima
inulinase a resposta da producdo da enzima para este parametro parece
depender, principalmente, do meio de cultura. A literatura mostra que as
inulinases produzidas por diferentes cepas K. marxianus apresentam uma faixa
variavel de pH. Cazetta et al. (2005) obtiveram a maxima producao de inulinase
em pH 3,5 por K. marxianus var. bulgaricus em extrato de yacon e sacarose em
experimentos do tipo “one-at-a time”. Entretanto, Singh et al. (2006) e Singh et
al. (2007) relataram que o melhor pH para producdo de inulinase por
K.marxianus YS-1 foi 6,5 em extrato de Asparagos racemosus, mas
observaram um pH étimo de 5,5 quando o substrato foi inulina.

Com relagéo a fonte de carbono, as diferentes concentragées de extrato
de yacon testadas neste estudo ndo paresentaram influéncia significativa na
producdo da inulinase (Tabelas 3 e 4). Na literatura sdo descritos varios
substratos como fonte de carbono e nitrogénio para producao de enzimas em
diferentes concentracdes. Entretanto, os extratos vegetais que contém inulina
apresentam vantagens em comparagdo com meios sintéticos, pois diminuiem
os custos dos processos fermentativos. Por isto, € crescente o interesse por

substratos complexos, como os residuos e substratos agro-industriais a base
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de inulina, para produ¢cdo de enzimas microbianas (Jain 2012). Diferentes
concentragfes Otimas das fontes de carbono e nitrogénio de origem vegetal
sdo encontradas em estudos relacionados a producédo de inulinase: 4% para
extrato de raiz de chicéria (Fawzi 2011), 3% para alcachofra de Jerusalém
(Erdal et al. 2011), 40% para extrato de raiz de dente de ledo (Kango 2008),
20% para extrato de délia (Jain et al. 2012), 3,5% para pectina citrica (Maller et
al. 2012) e 3,0 g/L de pectina de macéa (Ladeira et al. 2010). Com relagéo a
milhocina os valores da literatura variam de 3% a 20%, dependendo das
condi¢oes cultivo, da espécie da planta, bem como tempo de cultivo e interacao
com outros suplementos dos processos fermentativos (El-Hersh et al. 2011;
Trivedi et al. 2012).

Os valores de pH e temperatura 6timos foram similares aos descritos por
diversos trabalhos utilizando K. marxianus (Mazutti et al. 2007; Cazetta et al.
2010; Jain et al. 2012; Narayanan et al. 2013). Isto mostra que a inulinase de
K. marxianus é bastante estavel, nao sofrendo influéncia significativa do meio
de cultura onde foi produzida, o que torna esta enzima bastante interessante do
ponto de vista industrial.

Quanto a estabilidade térmica, os resultados indicam um carater de
termoestabilidade desta enzima, uma caracteristica bastante desejavel para
aplicacdo em processos biotecnoldgicos. Entretanto, foi rapidamente inativada
a 55°C, um comportamento esperado e comumente descrito para inulinases
microbianas (Cazetta et al. 2005; Cazetta et al. 2010; Mazutti et al. 2010; Jain
etal. 2012).

Conclusoes

Embora o aumento da concentragdo do extrato de yacon tenha
influenciado na producao de biomassa e na atividade enzimatica, o pH foi o
fator que apresentou maior influéncia nas respostas sendo, inclusive, a Unica
variavel estatisticamente significativa. Neste substrato, o pH de cultivo mais

acido, de 5,5, mostrou-se o0 mais adequado para a produgdo da enzima
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inulinase. Esta caracteristica € bastante interessante, uma vez que nestas
condi¢oes evita-se a contaminagado por micro-organismos competidores.

O planejamento fatorial do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) mostrou-se muito util no estudo de produgéo de inulinase e
de biomassa pela levedura K. marxianus, tornando possivel a otimizagdo do
processo com um numero menor de experimentos. Além disso, as analises de
superficie de resposta tornaram possivel a visualizagdo da interagdo entre as
variaveis, o0 que da uma visdo mais completa do comportamento do micro-

organismo no processo fermentativo.
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CAPITULO I

FARINHA DE YACON E MILHOCINA COMO
SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE INULINASE E
BIOMASSA POR Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571

Artigo formatado segundo as normas da revista Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology
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Resumo
O yacon é uma planta herbacea originaria dos Andes que armazena

polifrutanas do tipo inulina como carboidratos de reserva em seus tubérculos.
As enzimas que hidrolizam as ligagdes glicosidicas da inulina sdo denominadas
inulinases, muito utilizadas na produgéo de xaropes com alto teor de frutose e
etanol. Neste trabalho foi investigada a producao de inulinase e biomassa por
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando farinha de yacon como
fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio por meio de
planejamento fatorial completo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 27 para realizagdo dos experimentos e Metodologia de Superficie de
Resposta para analise dos resultados. A maxima atividade enzimatica obtida
foi de 36.1 U/mL e a producdo de biomassa foi de 8.95 g/L, obtidas na
condicao de 7.0% de farinha de yacon e 2.0% de milhocina, respectivamente.
Os testes de caracterizacdo do extrato enzimatico bruto mostraram que a
inulinase apresentou pH étimo em 4.0 e temperatura étima em 60°C. A enzima
manteve acima de 90% da sua atividade durante 4 horas a 45°C e 50°C.

Palavras-chave: enzima, levedura, otimizagdo, Metodologia de Superficie de
Resposta, substratos agroindustriais

Introducao

As polifrutanas do tipo inulina sdo carboidratos lineares com ligacoes
B(2—>1) entre as unidade de frutose que tem recebido grande atengcdo nas
Ultimas décadas devido as suas propriedades funcionais, pois melhoram a
textura e aumentam o teor de fibras dos alimentos sem alterar a aparéncia e o
sabor do produto final, além de resultar em acao benéfica sobre a flora
intestinal e parametros séricos devido a sua indigeribilidade [4, 15, 33, 34].
Além disso, vem sendo utilizadas como matéria-prima renovavel para a
producdo de vérias substancias de interesse industrial, especialmente xaropes
com alto teor de frutose e bioetanol [3, 6, 22, 49]. Muitas plantas armazenam
inulina como carboidrato de reserva, a maioria delas em bulbos, tubérculos ou
raizes tuberosas, como Alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus), dalia
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(Dahlia pinnata), chicoria (Cichoriumendivia), dente-de-ledo (Taraxacum
officinale) e yacon (Smallanthus sonchifolius) [6, 20]. Dentre estas, o yacon
vem se destacando como alimento funcional devido a sua composicao rica em
frutooligossacarideos (FOS).

O yacon é uma planta perene e herbacea que pertence a familia
Asteraceae, medindo entre 1,0-2,5 metros de altura. Sao originarios dos vales
andinos da Colémbia, Equador, Peru, Bolivia e Noroeste da Argentina. Em
meados da década de 80 o yacon comecou a ser cultivado fora dos Andes,
inicialmente na Nova Zelandia e Japao, de onde se dispersou para outros
paises, podendo ser encontrado, desde a década de 90, no Brasil, Paraguai,
Estados Unidos, Eslovaquia, China, Coréia e Taiwan [38]. No Brasil, esta
cultura foi introduzida no inicio da década de 90, no estado de Sao Paulo [46],
mas 0 consumo se popularizou somente em meados dos anos 2000, quando
este tubérculo tornou-se popularmente conhecido como batata yacon ou batata
“diet” [37], principalmente entre os portadores de diabetes e os consumidores

de alimentos com baixo teor calorico.

Os principais acucares de reserva do yacon Sado O0s
frutooligossacarideos (FOS), além de inulina, glicose, frutose e sacarose [16,
20], o que torna este tubérculo um substrato interessante para processos
fermentativos. As enzimas que atuam nas ligagdes gllicosidicas de polifrutanas
como a inulina sdo denominadas inulinases. Essas enzimas pertencem a
classe das  hidrolases, sendo classificadas como 2,1-B-D-frutano
frutanohidrolases [12, 30, 45], e séo utilizadas para a produgéo de xaropes com
elevado teor de frutose (HFS) por hidrélise enzimatica da inulina, embora
também possam hidrolisar as ligacdes de outros aglcares como sacarose,
rafinose e estaquiose, apresentando rendimento elevado, de até 95% do
produto final [10, 41, 45]. Embora algumas bactérias, como Xanthomonas e
Streptomyces, sejam citadas como boas produtoras de inulinase [7, 9, 21], os
fungos estao entre os mais utilizados, especialmente do género Aspergillus [10,
18, 28, 31, 42, 44]. Entre as leveduras sao descritas producbes entre os
géneros Pichia [46, 48] e Saccharomyces [39], mas sdo as leveduras do
género Kluyveromyces, especialmente K. marxianus, as mais estudas e

promissoras [1, 32, 41, 50] devido a sua elevada producéo, rapido crescimento
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e classificacdo GRAS (Generally Recoginized As Safe) [23]. Assim, este
trabalho teve como objetivo, verificar o potencial da farinha de yacon como
fonte de carbono na producdo de inulinase por K. marxianus NRRL Y-7571
utilizando o planejamento fatorial completo Delineamento Composto Central
Rotacional para realizagdo dos experimentos e a metodologia de Superficie de
Resposta para andlise dos resultados.

Material e métodos
Obtengéao da farinha de yacon

Os tubérculos de yacon foram lavados com agua, cortados em rodelas
finas e submetidos a secagem a 65°C durante 48 horas, em estufa com
circulacdo de ar. Os pedacos secos foram triturados em liquidificador até

obtencao de um po6 fino e armazenados em temperatura ambiente.
Meios de in6culo e fermentagao

A levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi adquirida na
Fundacao André Tosello, de Campinas, Brasil (referéncia 7073). O pré-in6culo
foi composto de meio basal contendo (%): sacarose 1, KHoPO4 1.5, NH4CI
0.15, KCI 0.12, MgS0Q,4.7H,0O 0.07 e incubado a 37°C, 150 rpm, durante 24
horas. Para o indculo, a sacarose foi substituida pela farinha de yacon e

milhocina.

Planejamentos experimentais

Para realizagdo dos experimentos, foram escolhidas como variaveis
independentes a farinha de yacon (Xi) e milhocina (X2). Os efeitos destas
variaveis, bem como de suas interagdes, sobre a producao de inulinase foram
estudadas por meio de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22,
segundo Rodrigues e lemma [35]. As variaveis dependentes (respostas) foram
producdo de inulinase (U/mL) e biomassa (g/L). Foram realizados dois DCCR
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denominados Planejamento Experimental 1 e Planejamento Experimental 2. No
Planejamento 1 as concentragbes de farinha de yacon variaram de 2.0% a
7.8% e de milhocina de 0.8% a 2.2% (Tabela 1) e no Planejamento 2 as
concentragGes variaram entre 5.5% e 8.5% para a farinha de yacon e entre
1.3% e 2.7% para a milhocina (Tabela 2). Fermentagdes do tipo batelada foram
realizadas em frascos Erlenmeyer contendo 30 mL de meio de cultura com pH
5.0, a 150 rpm e 37°C durante 96 horas, inoculados com 10% (v/v) de in6culo.

Dois niveis foram escolhidos, um superior (+1) € um inferior (-1), além de
mais um ponto central (0), o qual foi realizado em trés repeticbes para
determinagdo do rigor da metodologia, e dois pontos axiais (+1,41 e -1,41).
Este modelo é representado por uma regressao polinomial de segunda ordem
conforme Eq.(1):

Y = b + b1 X1 + baXa + b11X4% + baaXo® + b12X1 Xz Eq. (1)

Onde: y é a resposta predita; X; e X> sdo as formas codificadas das variaveis
independentes (extrato de yacon e milhocina, respectivamente); by refere-se ao
ponto de intersecdo; b; e by sdo coeficientes lineares; by, coeficiente de
interacao dupla; bss € bze sdo coeficientes quadraticos. Utilizando o software
STATISTICA 7.0 foi realizada a estimativa dos efeitos das varidveis e suas
interacdes sobre as respostas analisadas, considerando o nivel de significancia
de 5%. O experimento foi validado pela analise de varidncia (ANOVA),
considerando o teste F, e a qualidade do ajuste do modelo quadratico foi
expresso pelo coeficiente correlacdo (R?).

Crescimento celular
A biomassa foi determinada medindo-se a densidade 6tica a 600 nm e

os calculos foram realizados utilizando-se uma curva padrao de absorbancia

Versus massa seca.

Atividade enzimatica
A atividade enzimatica do sobrenadante foi determinada de acordo com

Suzuki et al. [43], por meio da determinac&o dos agucares redutores formados

44



pela incubagdo de 1mL da enzima em sacarose a 2%, tampao citrate-fosfato
0,05M em pH 4.0, utilizando o reagent acido 3,5-dinitrosalicilico de acordo com
Miller [26]. Glicose (1 g/L) foi utilizada para a curva padrao.

Determinacgao do pH 6timo de atividade da inulinase

O pH ¢étimo de atividade enzimatica foi obtido por meio da determinacao
da atividade enzimatica do sobrenadante em diferentes valores de pH,
utilizando os seguintes tampdes (0.05M): Glicina-HCI (pH 2-3), tampao citrato
de sodio (pH 3-6), tampao fosfato (pH 6-8), tampéao Tris-HCI (pH 8-9), Glicina-
NaOH (pH 9-11).

Determinacdo da temperatura 6tima de atividade e estabilidade térmica da

enzima

A temperatura 6tima de atividade da enzima foi obtida por meio da
determinagdo da atividade enzimatica em diferentes temperaturas, na faixa de
45°C a 60°C. A estabilidade térmica da enzima foi avaliada incubando-se a
enzima nas temperaturas de 45 °C a 60°C durante 5 horas.

Resultados e discussao

Planejamento Experimental 1

A Tabela 1 apresenta as respostas obtidas quando a concentracdo da
farinha de yacon variou de 2.0% a 7,8% e de milhocina entre 0.8% e 2.5%. A
maior producédo de inulinase (31.0 U/mL) e a maior producdo de biomassa
(7.69 g/L) ocorreram no ensaio 4, na condi¢cao de 7.0% de farinha de yacon e

2.0% de milhocina.
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Tabela 1 Matriz do planejamento experimental 1 com as respostas producao
de biomassa e inulinase

Variaveis Valores observados Valores preditos
Atividade Biomassa  Atividade Biomassa
enzimatica enzimatica
Ensaios X Xz (U/mL) (g/L) (U/mL) (g/L)
1 -1 -1 10,0 5,75 8.84 5.54
2 1 -1 25,7 5,79 25.9 5.70
3 -1 1 14,0 5,69 13.3 5.59
4 1 1 31,0 7,69 31.7 7.70
5 -1.41 0 3,0 5,08 416 5.25
6 1.41 0 30,0 6,86 29.2 6.86
7 0 -1.41 19,0 5,33 19.5 5.49
8 0 1.41 27,1 6,94 26.9 6.95
9 0 0 26,6 6,21 24.4 6.11
10 0 0 21,6 6,11 24.4 6.11
11 0 0 25,2 6,01 24.4 6.11
Niveis reais
-1.41 -1 0 +1  +1.41
X4 Farinha de yacon (%) 20 30 50 70 7.8
X Milhocina (%) 08 10 15 20 22

As andlises estatisticas indicaram que a variavel farinha de yacon (X1)
apresentou efeito significativo (p<0.05) sobre a producdo de inulinase nos
termos linear (L) e quadratico (Q) do modelo, porém apresentou influéncia
positiva apenas no termo linear. Isto significa que o aumento da concentracao
da farinha de yacon até 7.0% levou ao aumento da producdo da inulinase e
acima desta concentracédo a producdo comecgou a declinar (Fig. 1). A interacao
entre as variaveis também apresentou efeito positivo, embora nao significativo
(p>0.05), como mostram os coeficientes de regressao (Tabela 2). Pode ser
observado que nos ensaios com as maiores concentragcbes da fonte de
carbono encontram-se as maiores produgdes enzimaticas (ensaios 2, 4, 6, 8 e
ponto central). Por outro, nos ensaios com as menores concentragdes de
farinha de yacon, entre 2.0% e 3.0% (ensaios 1, 3 e 5), a atividade enzimatica
foi progressivamente diminuindo, chegando a 3.0 U/mL no ensaio 5 (Tabela 1).

A milhocina (X2) n&o apresentou influéncia estatisticamente significativa

na faixa de concentracdo estudada (p>0.05) (Tabela 2). Entretanto, por meio
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da Fig. 1 é possivel observar que o aumento da concentracao da fonte de

nitrogénio influenciou de forma positiva sobre a produgéo da enzima.

Tabela 2 Coeficiente de regressao para biomassa

Coeficiente de Desvio p-valor
regressao padrao t(5)
Média 24. 46667 1.094416 22.35591 0.000003
Farinha de yacon (%) (L) 8.86047 0.670190 13.22083 0.000044
Farinha de yacon (%) (Q) -3.88333 0.797686 -4.86825 0.004600
Milhocina (%) (L) 2.59439 0.670190 3.87113 0.011747
Milhocina (%) (Q) -0.60833 0.797686 -0.76262 0.480100

Farinha yacon x milhocina 0.32500 0.947792 0.34290 0.745618

L: Linear; Q: Quadratico

o
o
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038
%‘5& w__\ﬁ 2 3 5 7 7.82
<5 Farinha de yacon

F1G.1 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a produgéo da enzima
inulinase em funcdo da concentracdo da farinha de yacon e milhocina por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentacdo submersa apds 96 horas.

O aumento da concentracao das fontes de carbono (Xi) e nitrogénio (Xz)
também causaram um efeito positivo na produgcédo de biomassa, embora menos
acentuado do que na producao da enzima, que variou de 5.08 g/L (ensaio 5)
até 7.69 g/L (ensaio 4). Os ensaios que apresentaram as menores produc¢oes
de biomassa (5.53 g/L, em média) foram 1, 2, 3, 5 e 7 nas concentracdes de
milhocina entre 0.8% e 2.0% (Tabela 1). As andlises estatisticas mostraram
que apenas o0s termos lineares de X; e X, apresentaram efeitos significativos
(p<0.05) (Tabela 3). Assim, € possivel concluir que o aumento das
concentragbes de X e X, pode levar ao aumento da producdo da biomassa

como mostra a Figura 2.
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Tabela 3 Coeficiente de regresséo para biomassa

Coeficiente de Desvio

regressao padrao t(5) p-valor
Média 6.110000 0.094990 64.32224 0.000000
Farinha de yacon (%) (L) 0.569663 0.058170 9.79314  0.000189
Farinha de yacon (%) (Q) -0.025625 0.069236 -0.37011  0.726459
Milhocina (%) (L) 0.514610 0.058170 8.84673  0.000307
Milhocina (%) (Q) 0.056875 0.069236 0.82147  0.448761

Farinha yacon x milhocina 0.490000 0.082264 5.95642  0.001907

L: Linear; Q: Quadratico

Milhocina

2 5 7 782
Farinha de yacon

FiG. 2 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a produgcao de
biomassa em fungdo da concentragdo da farinha de yacon e milhocina por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentagdo submersa apés 96 horas.

A andlise de varidancia (ANOVA) mostrou que o modelo foi
estatisticamente significativo a um nivel de confianga de 95%, uma vez que o F
calculado foi de 100.16 para atividade enzimatica e 96.31 para biomassa. Os
coeficientes de correlagdo (R?) de 0.9771 para a atividade enzimatica e de
0.9768 para a biomassa demonstram que ha uma excelente correlagdo entre
os valores observados e preditos e 0 modelo pode explicar acima de 97.0%

dos resultados.

Planejamento Experimental 2

Diante dos resultados do primeiro planejamento experimental foi
estabelecido um novo DCCR 22. A fim de encontrar as melhores condicées
para producao da inulinase e biomassa por K. marxianus NRRL Y-7571, novas
concentracOes foram estabelecidas (Tabela 4). O aumento das concentragdes
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das variaveis X; e Xo influenciaram positivamente tanto na produgdo da
inulinase quanto no crescimento celular. A maior atividade enzimatica (36.1
U/mL) e a maior producao de biomassa (8.95 g/L) ocorreram no ensaio 8, na
condicéo de 7.0% de farinha de yacon e 2.7% de milhocina. Isto representa um
aumento de cerca de 14% em ambas as respostas, em comparagdo com 0
Planejamento 1.

Tabela 4 Matriz do planejamento experimental 2 com as respostas producao
de biomassa e inulinase

Ensaios  Variaveis Valores observados Valores preditos
Atividade : Atividade .
enzimatica Biomassa enzimatica Biomassa
X4 Xo (U/mL) (g/L) (U/mL) (g/L)
1 -1 -1 24.4 6,47 23.84 6.30
2 1 -1 22,3 5,19 19.62 5.68
3 -1 1 25,3 7,91 29.04 7.65
4 1 1 26,1 7,98 27.73 8.39
5 -1.41 0 26,3 6,18 24.26 6.52
6 1.41 0 19,4 7,20 20.35 6.60
7 0 -1.41 20,6 6,20 23.10 6.01
8 0 1.41 36,1 8,95 32.51 8.88
9 0 0 29,5 8,33 28.23 8.62
10 0 0 28,1 8,93 28.23 8.62
11 0 0 27,1 8,61 28.23 8.62
Niveis reais
-1.41 -1 0 +1 +1.41
X1 Farinha de yacon (%) 5.5 6 7 8 8.5
Xz Milhocina (%) 1.3 15 2 25 27

A variavel farinha de yacon (X{) nao apresentou influéncia
estatisticamente significativa nem no termo linear nem no quadratico (p>0.05),
ou seja, 0 aumento da concentragdo, na faixa estudada, nao influenciou na
produgdo enzimatica (Tabela 5). Entretanto, a Figura 3 mostra que a
concentragcdo de 7.0% foi a melhor condicdo e em concentragbes abaixo e
acima deste valor ocorreu diminuigdo da producdo. A milhocina mostrou efeito
estatisticamente significativo no termo linear ( P-value <0.05), indicando que o
aumento da sua concentragao influenciou positivamente, elevando a producao
enzimatica (Figura 3). A interacdo entre as varidveis mostrou efeito positivo,

embora nao significativo (p>0.05) (Tabela 5).
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FI1G. 3 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a producao da enzima
inulinase em funcdo da concentragdo da farinha de yacon e milhocina por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentacao submersa apés 96 horas.

Tabela 5 Coeficiente de regresséo para produgao de inulinase

Coeficiente de Desvio
regressao padrao t(5) p-valor
Média 28.23333 1.848020 15.27761 0.000022
Farinha de yacon (%) (L) -1.38226 1.848020 -1.22143  0.276369
Farinha de yacon (%) (Q) -2.96042 1.346965 -2.19784  0.079309
Milhocina (%) (L) 3.32754 1.131677 2.94036 0.032243
Milhocina (%) (Q) -0.21042 1.346965 -0.15622  0.881975
Farinha yacon x milhocina 0.72500 1.600432 0.45300 0.669527

L: Linear; Q: Quadratico

Para a producdo de biomassa, tanto a farinha de yacon quanto a

milhocina apresentaram efeitos significativos, com p-valor <0.05 para os termos

quadraticos de X; e Xz e o termo linear de X,, como mostram os coeficientes de

regressao (Tabela 6). A Figura 4 mostra que, para a biomassa, foi possivel

otimizar o processo, e as melhores condicdes de cultivo foram atingidas nos

ensaios 8 e ponto central (ensaios 9, 10 e 11), com 7.0% de farinha de yacon e

na faixa de 2.0% a 2.7 % de milhocina.
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FiG. 4 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a produgcdo de
biomassa em fungdo da concentragdo da farinha de yacon e milhocina por K.
marxianus NRRL Y-7571 em fermentagdo submersa apés 96 horas.

A andlise de varidancia (ANOVA) mostrou que o modelo foi
estatisticamente significativo a um nivel de confianga de 95%, uma vez que o F
calculado foi de 7.21 para atividade enzimatica e 29.70 para a biomassa. Os
coeficientes de correlagdo (R?) de 0.75534 para a producdo de inulinase
demonstra que ha uma boa correlagdo entre os valores observados e preditos
e 0 modelo pode explicar quase 76.0% dos resultados. Para biomassa o R? de
0.92699 sugere que o modelo gerado pode explicar cerca de 93.0% da
variacao total dos resultados, o que implica em uma excelente representacao
do processo pelo modelo.

Tabela 6 Coeficiente de regressao para biomassa

Coeficiente Desvio
de regresséo padrdo t(5) p-valor
Média 8.62333 0.282172  30.56060 0.000001
Farinha de yacon (%) (L) 0.02906 0.172794 0.16819  0.873026
Farinha de yacon (%) (Q) -1.02792 0.205666  -4.99799  0.004112
Milhocina (%) (L) 1.01489 0.172794 5.87338  0.002031
Milhocina (%) (Q) -0.58542 0.205666  -2.84644 0.035974

Farinha yacon x milhocina 0.33750 0.244368 1.38111 0.225781
L: Linear; Q: Quadratico

Os modelos matematicos que relacionam a producgéo da inulinase (Y) e

a biomassa (Y") em fungéo das variaveis farinha de yacon (X1) e milhocina (Xz)
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podem ser expressos pelas equacodes 2 e 3, respectivamente, e estes modelos
podem ser utilizados para predizer a producéo de inulinase e biomassa dentro
dos limites dos fatores experimentais.

Y =28.23 - 1.38X; - 2.96X:% + 1.02X; - 0.59X5% + 0.34.X1.Xz (2)

Y’'=8.62 + 0.03X; - 1.03X42 + 1.01Xz - 0.59X5% + 0.34X4.Xz (3)

Encontra-se bem estabelecido na literatura que as fontes de carbono e
nitrogénio sdo alguns dos fatores que mais influenciam nos processos
fermentativos, podendo causar grande variabilidade nos resultados,
principalmente quando se tratam de substratos complexos como extratos
vegetais ou subprodutos da agroindustria. Entretanto, com a intencdo de
diminuir os custos do processo, substratos de origem agro-industrial sdo cada
vez mais estudados e o estabelecimento de sua concentragédo ideal no meio de
cultura é o objetivo de muitas pesquisas nesta area. A inulina, uma polifrutana
bastante difundida entre as plantas como fonte de reserva energética, tem
despertado crescente interesse por ser um substrato relativamente barato e
abundante para a producao de xarope de frutose e etanol [49]. Os substratos
vegetais que contém inulina mais descritos na literatura como meio de cultivo
para os processos fermentativos sao a Alcachofra de Jerusalém [6, 11, 21], raiz
de chicoria [18, 44] e tubérculos de délia [17]. O yacon apenas recentemente
vem sendo estudado como substrato fermentativo [Cazetta et al., 2005)]. Com
relacdo a farinha de yacon, sua utilizacdo tem sido descrita apenas na
formulagao de alimentos, como bolos [27, 36].

Naturalmente, o ideal é atingir elevadas producdes do metabdlito de
interesse na menor concentracdo possivel dos substratos. Neste caso, a
farinha de yacon e a milhocina apresentaram bons resultados, uma vez que as
melhores produgbes de biomassa e inulinase foram atingidas em
concentragOes relativamente baixas destas fontes de carbono e nitrogénio,
7.0% e 2.7%, respectivamente. Esta € uma caracteristica comum nos trabalhos
descritos para producdo de inulinase, e a maioria descreve as melhores
producdes em baixas concentracdes da fonte de carbono: 4% de extrato de
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raiz de chicéria [13], 3% de alcachofra de Jerusalém [11], 2.5% a 6% de trigo
sacarreceno [3]. Isso ocorre porque a inulinase € uma enzima que apresenta
repressao catabdlica na presenca de excesso de substrato, especialmente, da
fonte de carbono [29]. Além disso, a composi¢cdo complexa dos substratos
agroindustriais pode provocar um efeito negativo devido ao aumento da
concentracdo de alguns de seus constituintes [3]. Com relagdo a milhocina,
diferentes concentragdes sdo encontradas nos trabalhos cientificos, variando
desde 0,3% a 20%, ou até mais [1, 8, 24, 25], mostrando que a resposta frente
a este substrato depende, principalmente, do micro-organismo utilizado,

devendo ser ajustado as necessidades metabdlicas de cada um.

Caracterizagao parcial da enzima

O perfil de temperatura e pH 6timos para inulinase de K. marxianus
NRRL Y-7571 produzida com farinha de yacon foram observados em 60°C e no
pH 4.0, respectivamente (Fig. 5 A e B). Outros autores também relataram
valores similares de pH e temperatura 6timos para K. marxianus [5, 17, 19, 25],
mas as inulinases de outras espécies de fungos também apresentam
caracteristicas bioquimicas semelhantes [10, 14, 44]. Esta caracteristica é
muito interessante para o setor industrial, uma vez que pHs mais acidos e

temperaturas elevadas diminuem o risco de contaminagao [45].

Os testes de estabilidade térmica mostraram que a inulinase manteve
mais de 95% da sua atividade por 3 horas a 45°C e cerca de 90% por 4 horas a
50°C. Estes resultados indicam certo carater de termoestabilidade desta
enzima, que é uma caracteristica bastante desejavel para aplicacdo em
processos biotecnoldgicos. Entretanto, a enzima foi rapidamente inativada a
60°C, um comportamento comumente descrito para a maioria das inulinases
microbianas [41]. De acordo com Zhou e Chen [51] a temperatura atua na
atividade enzimatica do mesmo modo que um catalizador enzimatico até o

valor étimo, acima do qual a atividade diminui devido a desnaturagao.
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FiG.5 Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade enzimatica de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571
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FiG.6 Estabilidade térmica da enzima inulinase a temperatura de reagao de 45 °C, 50 °C, 55

°C, 60 °C e pH 4.0.
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Conclusoes

A farinha do yacon foi um substrato bastante viavel para aplicacado em
processos fermentativos, ndo somente por causa das boas produgcdes de
inulinase e biomassa que proporcionou, mas também por apresentar pouca
variabilidade.

Por meio dos resultados obtidos, foi possivel observar que o aumento
da concentracdo da farinha de yacon, nas faixas estudadas, influenciou
positivamente até o limite de 7.0%, sendo esta a melhor concentracdo para a
producd@o tanto de biomassa quanto de inulinase. Este resultado € bastante
desejavel, uma vez que ndo ha necessidade de grande quantidade de
substrato para obtengcao da enzima, o que pode ajudar a diminuir os custos do
processo. Do mesmo modo, a milhocina também apresentou os melhores
resultados em baixas concentracbes, mostrando-se uma boa fonte de
nitrogénio para a producdo da enzima inulinase. Esta caracteristica € bastante
interessante, uma vez que este substrato apresenta custo menor em
comparagao com outras fontes de nitrogénio como peptona e extrato de
levedura.

O planejamento fatorial Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi muito util para estabelecer as melhores concentragbes dos
substratos, tornando possivel a otimizagdo do processo com um numero menor
de experimentos. Além disso, as analises de superficie de resposta tornaram
possivel a visualizagdo da interacao entre as variaveis, fornecendo uma visao

mais completa do comportamento do micro-organismo durante o processo.
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