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RESUMO

Atualmente cresce a procura por alimentos que tragam beneficios a satide humana.
Assim, os oligossacarideos vém sendo incluidos na dieta acarretando varios beneficios. A
contribui¢do mais importante desses aglicares esta associada & melhoria na composicdo da
flora intestinal e conseqiientemente ao aumento do numero de bifidobactérias.

Este trabalho teve como objetivo a caracterizagio da inulinase, de Kluyveromyces
marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571, e a otimizacdo da conversio da sacarose em
frutooligossacarideos em meio orgénico e aquoso, utilizando a enzima nas formas livre e
imobilizada. A sintese dos frutooligossacarideos foi realizada em reatores encamisados. A
identificagdo e a quantificagdo dos mesmos foram feitos através da cromatografia de ions.

A enzima inulinase da linhagem ATCC 16045 apresentou como temperatura 6tima de
reagdo 55°C para a enzima livre e imobilizada, independentemente da porcentagem de
solvente utilizada. A temperatura de maior estabilidade foi de 50°C, tanto para enzima livre
quanto para a imobilizada, sendo a meia vida em torno de 12 horas para a livre e 38 horas
para a imobilizada a 50°C.

Determinou-se o pH 4,8 € 4,4 como sendo os 6timos de reagdo para a enzima na
forma livre e imobilizada, respectivamente, independentemente da porcentagem de solvente
utilizada. Quanto ao pH de estabilidade, obteve-se para enzima livre 4,4, 4,8 € 4,4 em 25,
50 e 70% de solvente, respectivamente. Enquanto que para a imobilizada o pH de maior
estabilidade foi 4,8 independentemente da porcentagem de solvente.

No estudo cinético os valores para as constantes cinéticas foram K, 0,016, 0,17 e
0,13 M, e Vmax 10,6, 34,7 e 23,7 mol/(min.L), para 25, 50 e 70% de solvente,
respectivamente, para a enzima livre. Enquanto que para a enzima imobilizada os valores
de K, foram 0,0035, 0,006 € 0,025 M e Vmay 39, 60 e 86 mol/(min.L), para 25, 50 e 70%
de solvente, respectivamente.

A enzima inulinase da linhagem NRRL Y-7571 apresentou como temperatura 6tima
de reagdo 50°C para a enzima livre independentemente da porcentagem de solvente
utilizada. Enquanto que para a imobilizada o 6timo foi de 55, 60 e 55°C, para 25; 50 e 70%

de solvente, respectivamente. A temperatura de maior estabilidade foi de 50°C, tanto para

Xix



'enzima livre quanto para a imobilizada, sendo o tempo de meia vida em torno de 15 horas
para a livre € em torno de 19 horas para a imobilizada a 50°C.

Determinou-se o pH 4,8 como sendo o 6timo de reagdo para a enzima tanto na forma
livre como imobilizada, independentemente da porcentagem de solvente utilizada. Quanto
ao pH de estabilidade, obteve-se para livre 4,4, 4,4 e 4,0 e para a imobilizada foi de 4,0, 4,0
e 4,4 em 25, 50 € 70% de solvente, respectivamente. No estudo cinético os valores para as
constantes cinéticas foram Ky, 0,026, 0,038 € 0,08 M, € Vpex 11,3, 21,2 € 35,2 mol/(min.L),
para a livre. Enquanto que para a imobilizada os valores de K, foram 0,006, 0,002 ¢ 0,01-
M e Vimax 22,9, 27 € 33,2 mol/(min.L), para 25, 50 e 70% de solvente, respectivamente.

Os experimentos foram conduzidos através de planejamento experimental e analise
de superficies de respostas, onde estudou-se o efeito do pH, temperatura, relagdo
solvente/tampéo, porcentagem de sacarose, PEG (polietileno-glicol) e enzima sobre a
maxima conversdo da sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) e a produtividade.

A partir da linhagem ATCC 16045 em meio orgénico as maximas YFOSs foram de
13,5 e 18,7%, utilizando a enzima livre e imobilizada, respectivamente. Enquanto que em
meio aquoso as maximas YFOSs obtidas foram de 11,9 e 15,3%, utilizando a inulinase
livre e imobilizada, respectivamente.

A partir da linhagem NRRL Y-7571 em meio orgénico as méaximas YFOSs foram de
16,7 e 18,2%, utilizando a enzima livre e imobilizada, respectivamente. Enquanto que em
meio aquoso as maximas YFOSs obtidas foram de 15,2 e 16,8%, utilizando a inulinase

livre e imobilizada, respectivamente.
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ABSTRACT

Functional foods, which are beneficial to human beings, have been attracting more
and more interest in the last years. Many oligosaccharides, which are also called prebiotics,
have been included in some food formulations, making them potentially more healthful.
One of the most important effect is the improvement of the good intestinal flora, more
significantly the number of the bifidobacteria.

The objective of this work was to study the characterization by free and immobilized
inulinase; and the optimization of the conversion of sucrose into fructooligosaccharides in
organic and aqueous media, from Kiluyveromyces marxianus ATCC 16045 and NRRL Y-
7571 using immobilized and free enzyme. Synthesis was carried out in stirred reactors and
the synthesis products were identified and measured by ions chromatography.

Optimum reaction temperature to ATCC 16045 was 55°C for free and immobilized
enzyme for independent of the used percentage of solvent. Better stability temperature was
50°C for free and immobilized with a half-life of about 12 and 38 hours for free and
immobilized, respectively.

Optimum pH reactions was 4.8 and 4.4 for free and immobilized enzyme,
respectively, for independent of the used percentage of solvent. Better stability pH was 4.4,
4.8 and 4.4 for free enzyme with 25, 50 and 70% of solvent, respectively. To immobilized
was 4.8.

Kinetic study with the following kinetic constants: K, 0.016, 0.17 and 0.13 M and
Vmax 10.6, 34.7 and 23.7 mol/(min.L) for free enzyme with 25, 50 and 70% of solvent,
respectively. And to immobilized were Ky, 0.0035, 0.006 and 0.025 M and Vpax 39, 60 and
86 mol/(min.L) with 25, 50 and 70% of solvent, respectively.

Optimum reaction temperature to NRRL Y-7571 was 50°C for free independent of |
the used percentage of solvent and was 55, 60 and 55°C for immobilized eniyme with 25,
50 and 70% of solvent, respectively. Better stability temperature was 50°C for free and
immobilized with a half-life of about 15 and 19 hours for free and immobilized,

respectively.
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Optimum pH reactions was 4.8 for free and immobilized enzyme, for the independent
used percentage of solvent. Better stability pH was 4.4, 4.4 and 4.0 for free and 4.0, 4.0 and
4.4 for immobilized enzyme with 25, 50 and 70% of solvent, respectively. Kinetic study
with the following kinetic constants: K, 0.026, 0.038 and 0.08 M and Vmax 11.3, 21.2 and
35.2 mol/(min.L) for free enzyme and to immobilized K, 0.006, 0.002 and 0.01 M and
Vimax 22.9, 27 and 33.2 mol/(min.L) with 25, 50 and 70% of solvent, respectively.

Factorial design and response surface techniques were used to optimize the synthesis
of fructooligosaccharides. Six parameters were studied (pH, temperature, sucrose
concentration, enzyme, organic:aqueous solvent ratio and polyethylene glycol [PEG]
concentration) on the maximum conversion of sucrose into fructooligosaccharides and
productivity.

To ATCC 16045 the maximum conversion obtained in organic medium was 13.5 and
18.7%, using free and immobilized enzyme, respectively. The maximum conversion
obtained in aqueous medium was 11.9 and 15.3%, using free and immobilized enzyme,
respectively.

To NRRL Y-7571 the maximum conversion obtained in organic medium was 16.7
and 18.2%, using free and immobilized enzyme, respectively. The maximum conversion
obtained in aqueous medium was 15.2 and 16.8%, using free and immobilized enzyme,

respectively.



1. Introducio

Frutooligossacarideos tém atraido especial atengdio tanto de pesquisadores e
consumidores, bem como produtores comerciais, em vista do aumento da demanda no
consumo de alimentos saudaveis ou ingredientes de alimentos considerados saudaveis,
como s&o designados os frutooligossacarideos de acordo com a legislagdo vigente (Chien et
al., 2001).

Estes podem melhorar o produto em que se encontram. Sfo soliveis em 4gua e
levemente doces, apresentam 0,3 a 0,6 vezes a dogura da sacarose. Este baixo poder
adogante € dependente da estrutura quimica e massa molecular dos oligossacarideos
presentes no produto. O baixo poder adogante é favoravel na produgéo do alimento, quando
a matriz com reduzida dogura é desejavel para evidenciar outros “flavours”. O principal
interesse do seu uso como ingredientes nos alimentos é devido &s suas propriedades
fisiologicas. Ao contrério do amido e dos monossacarideos, os oligossacarideos ndo sdo
utilizados pela microflora bucal para formar 4cidos e poliglucanas, conseqiientemente sdo
usados como aguicares de baixa cariogenicidade em confeitos, gomas de mascar, iogurtes e
bebidas. Muitos oligossacarideos ndo s3o digeridos por humanos, sendo entfio usados em
alimentos dietéticos para serem consumidos por diabéticos. No caso de alimentos doces,
eles também podem ser usados como matriz em conjunto com adogantes artificiais, como
aspartame ¢ fenilalanina, mascarando o sabor indesejavel produzido por alguns destes
adogantes (Crittenden & Playne, 1996).

Os frutooligossacarideos representam uma das principais classes de oligossacarideos
bifidogénicos, em termos de produgdo. Normalmente s3o produzidos por dois processos,
que ndo apresentam diferencas significativas no produto final. No primeiro processo a
sacarose € utilizada como substrato, obtendo-se como produto frutooligossacarideos de 2 a
4 unidades fructosil com ligagdes B-(2-1), com um residuo o-D-glicosil terminal,
conhecidos como Kestose, nistose e 1-frutosilnistose. O segundo processo constitui-se na
hidrolise enzimética da inulina, produzindo frutooligossacarideos de cadeia longa
(Crittenden & Playne, 1996).



A habilidade destes frutooligossacarideos de promoverem a proliferagdo das
bifidobactérias no célon tem sido estudada. Acredita-se que estas bactérias sdo importantes
para a saide e juntamente com outros microrganismos sdo denominadas de probiéticos. Os
compostos ndo digeriveis para o organismo humano que beneficiam seletivamente o
crescimento ou a atividade de um ou um numero limitado de bactérias no colon, sdo
considerados como prebidticos (Gennaro et al., 2000).

A ingestdo de frutooligossacarideos estimula o aumento da populagdio de
bifidobactérias do cdlon, que é numérica e fisiologicamente o género de bactérias mais
importante da microflora intestinal, visto que atuam com conseqiiente supressdo da
atividade de bactérias putrefativas e patogénicas existentes no intestino grosso,
restringindo, portanto, a formag@o de toxinas e outras substancias nocivas ao ser humano
(Gibson & Wang, 1994). As bifidobactérias, microrganismos anaerébicos nédo formadores
de esporos e gram-positivos, ocorrem naturalmente no intestino humano, trazendo uma
série de beneficios para a satide (Modler, 1994).

As bifidobactérias s3o responsaveis pelos seguintes efeitos benéficos: manutengio
normal da microbiota intestinal, atividade anticariogénica, estimulo ao sistema imunolégico
e melhora no valor nutricional dos alimentos (Marx et al., 2000).

Em geral os frutooligossacarideos s@o bons substratos para bactérias dos tipos
Bifidobacterium spp. e Bacteroides spp., pois estas possuem as enzimas necessarias para
metaboliza-los e usa-los para crescimento e desenvolvimento. Por outro lado, estes ndo sdo
bons substratos para Escherichia coli ou Clostridium perfringens, por ndo possuirem estas
enzimas. A modificagdo da flora intestinal esta associada com a diminui¢&o do pH. A flora
bifidogénica é capaz de criar um meio 4cido ndo favordvel ao desenvolvimento de
microrganismos patogénicos (Urgell & Orleans, 2001).

Compostos que nio sdo metabolizados pelo hospedeiro e alcangam o intestino para
serem metabolizados por bifidobactérias sdo considerados fatores bifidogénicos.
Essencialmente, estes compostos s3o carboidratos que séo utilizados pelas bifidobactérias
como fonte de energia (Modler, 1994).

A indigestibilidade dos oligossacarideos parece ter efeitos similares ao das fibras,

prevenindo a constipag@io, porém o uso excessivo pode causar flatuléncia e diarréia, para



frutooligossacarideos a dose minima para causar diarréia é em torno de 40 — 50 g/diarias
(Spiegel et al., 1994).

Este trabalho teve como objetivo principal estudar o potencial de sintese de
frutooligossacarideos por inulinase, livre e imobilizada, a partir das linhagens
Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571, em meio organico sob diferentes
condi¢des de pH, temperatura, porcentagem de sacarose, enzima (U/mL), relagio
solvente/tampé&o e PEG (polietileno glicol). Para assim verificar se é possivel a sintese em
meio organico e, se a reagdo de hidrélise diminui quando comparado ao sistema aquoso.

As seqiiéncias de planejamentos experimentais visando a otimizaco da conversio da
sacarose em frutooligossacarideos e da produtividade realizados durante este trabalho, para

as duas cepas estudadas, estfo apresentadas na tabela abaixo.



Tabela 1: Seqiiéncias de planejamentos experimentais visando a otimizagdo da conversdo

da sacarose em frutooligossacarideos e da produtividade realizados para cada

tipo de sistema estudado

Sistema 1°Planejamento 2°Planejamento 3°Planejamento T’I?ztl‘:e(:re
T, pH, sacarose
Al (T, pH, >acarose, (T, pH, sacarose
Orgénico enzima, (pH e sacarose)
A N e solvente/ > .
Livre solvente/tampéo, tamp#o) ! 2°+axiais+centrais
PEG) 2% P
Tuke
Aquoso  (pH e sacarose) Uxey
. P . variando o
Livre 2°+axiais+centrais H
Cepa Tﬁke
16045 (T, pH, sacarose, (pH, sacarose, uxey
A . . variando a
Organico enzima, enzima e relacio
Imob.*  solvente/tampdo, solvente/tampéo) solv:n te/
PEG) 2* 2+ <
tamp&o
e Tuke
Aquoso (pH, sacarose ukey
Imob* enzima) variando a
" 2’+axiais+centrais sacarose
(T, pH, sacarose,
A . Tukey
Orgénico enzima, (T, pH, sacarose  (pH e sacarose) .
A N ; 41 .. . variando o
Livre  solvente/tampdo, e enzima)2 2°+axiais+centrais H
PEG) 2% p
Tuke
Aquoso  (pH e sacarose) varian d}; a
Livre  2’+axiais+centrais
sacarose
Cepa (T, pH, sacarose (sacarose e
7571 A: R ’ : Tukey
Orgénico enzima, enzima) variando a
Imob.*  solvente/tampao, 2%+centrais+ sacarose
PEG) 26 axiais
Tukey
(sacarose e .
Aquoso . variando a
Imob.* ., enzima) sacarose e
" 2°+axiaist+centrais .
a enzima

*Imob. = Imobilizada



2. Revisao bibliografica
2.1. Enzimas

Enzimas séo catalisadores de reagdes quimicas em sistemas bioldgicos, envolvendo
reagdes com substratos. Estas sdo geralmente de natureza protéica, altamente especificas e
apresentam grande poder catalitico (Best et al., 1994). A aplicagdo tecnolégica de enzimas
¢ bastante vantajosa quando comparada aos processos quimicos por nfio necessitar de
condigdes de temperatura e pressdo drasticas. Uma das vantagens da produgéo de enzimas é
que utilizam substratos de baixo custo e exigem um tempo curto de producéo (Medeiros et
al.,1999).

As inulinases podem ser obtidas de leveduras, fungos, bactérias e de plantas
(Manzoni & Cavazzoni, 1992). Uma das mais estudadas, é a enzima produzida por

Kluyveromyces marxianus, que possui boa atividade sobre os substratos sacarose e inulina
(Kushi et al., 1996).

2.2. Enzimas Imobilizadas

Enzimas séo catalisadores que desempenham a fungfo de induzir e controlar reages,
assim como aumentar taxas de reagdo. Ao contrdrio da maioria dos catalisadores
inorgénicos, enzimas sdo geralmente soluveis e instaveis, e, conseqiientemente sé podem
ser utilizadas uma vez quando em solugdes livres (Messing, 1975).

A utilizag8o de enzimas imobilizadas como catalisadores de processo vem justamente
tentar eliminar ou reduzir os entraves que limitam o emprego de enzimas soliveis em
aplicagdes industriais, tais como, os custos elevados de isolamento e purificagio, a
instabilidade operacional e a dificuldade técnico-econdmica de recuperagdo para
reutiliza¢8o ap6s o término do processo catalitico (Reguly, 2000).

As vantagens de enzimas imobilizadas como catalisadores de processo: a enzima
pode ser reutilizada; desenvolvimento de processos continuos; facilidade de controle e
automatizacéo; efluentes livres de catalisadores e menor custo de m#io-de-obra. Como

desvantagens podemos citar: custo adicional de suportes e reagentes de imobilizagdo; custo



adicional da operagdo de imobilizacdo; perdas da atividade durante a imobilizagdo;
restricdes difusionais e maiores riscos de contaminag@o na operag@o continua de reatores
(Cabral,1989). O desenvolvimento industrial de reatores enzimaticos requer o uso de
enzimas imobilizadas nos casos em que o custo do catalisador € alto (Blandino ef al., 2000).

O uso da enzima na forma livre ou imobilizada obedecera a uma avaliagéo econdmica
das alternativas de processo, onde vantagens e desvantagens serfo contrastadas de forma
quantitativa, necessitando de dados sobre a cinética e estabilidade das enzimas imobilizadas
e da enzima livre, além de informacdes sobre custos, propriedades fisico-quimicas,
eficiéncia de imobiliza¢do e capacidade de carga do suporte. Os processos de imobilizagdo
devem fazer uso de métodos brandos e bem controlados, respeitando a estrutura nativa da
proteina, as ligagBes criadas entre suporte e enzima. Para cada aplicagdo de uma enzima
imobilizada é necesséario selecionar o procedimento mais simples e de menor custo,
resultando num biocatalisador com boa reten¢do de atividade e alta estabilidade operacional
(Cabral,1989).

Durante o processo de imobilizagdo da enzima é observada uma perda da atividade
catalitica, onde esta perda pode ocorrer devido a trés principais fatores: desativagéo térmica
da enzima (desnatura¢do da proteina); dessor¢dio da enzima do suporte e limitagdo do
acesso ‘das moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima por barreiras fisicas presentes
(Reguly, 2000).

O método a ser usado depende fundamentalmente do objetivo, ou seja, do processo
catalitico no qual a enzima vai ser usada; porque fatores como natureza dos reagentes,
solubilidade, concentragdo idnica, compatibilidade com o suporte, matriz ou cépsula além
do custo, ditam a aplicabilidade deste ou daquele método (Bailey & Ollis, 1986).

Qualquer uma das técnicas deve levar em conta a natureza das enzimas, sua estrutura
nativa, sua capacidade de ligagdo com o suporte, ndo devendo participar de ligagdes os
radicais ou grupos ativos, responsaveis pela a¢do catalitica (Reguly, 2000).

Segundo Keyes citado por (Reguly, 2000) geralmente, as enzimas imobilizadas s&o
mais estaveis a mudancas de pH e temperatura do que as enzimas sob forma livre. Mesmo

quando suspensas em agua, estas enzimas insolubilizadas por imobilizagdo, permanecem



estaveis e ativas por meses, por isso a possibilidade de seu reuso. A separag@o dos produtos
e reagentes também € mais facil, pois basta lavagem do catalisador.

A imobilizag8o causa mudangas nas medidas dos pardmetros, como por exemplo a
velocidade maxima de reagéo, a constante de Michaelis-Menten, a temperatura 6tima € o
pH 6timo (Maugeri, 2002). Sdo observadas mudangas nas propriedades fisicas e quimicas
apos o processo de imobilizagdo, tais como: mudangas na atividade enzimatica, estabilidade
e cinética (Santos, 2002).

A estrutura determina a integridade do sitio catalitico dentro da enzima, o qual é
facilmente rompida por trocas de energia ao redor da enzima, como exemplo pode-se citar a
temperatura. Este fendmeno ¢ chamado desnaturagio e pode ser irreversivel ou reversivel
dependendo do grau de deformagéo na estrutura (Whitehurst & Law, 2002).

Imobilizacdo tem sido definido como um processo onde o movimento das enzimas €
completamente ou parcialmente restrito, usualmente resultando em uma forma de enzima
insoluvel na 4gua. Na industria as enzimas sdo freqlientemente utilizadas na forma
imobilizada, pois podem ser reutilizadas. As restri¢des difusionais ocorrem porque antes do
inicio da reag@o enzimdtica o substrato deve se difundir para a enzima imobilizada.

Ocorrem simultaneamente a difuséo e a reagédo enzimatica (Wiseman, 1987).
2.3. Purificacio da Enzima

Recuperar, isolar e purificar enzimas do meio em que foram geradas visa a obtencédo
de um produto mais estavel, mais ativo e de pureza satisfatdria. As técnicas usadas para a
separacdo de enzimas de concentrados liquidos s@o: a separagdo das enzimas por
precipitagdo; por extragdo liquido-liquido sendo o solvente aquoso ou ndo aquoso; ou,
ainda, uma mistura de solvente polar-apolar; por adsor¢éo e desorgdo (Reguly, 2000).

A adigdo de solventes orgénicos as dispersdes aquosas de proteinas-enzimas diminui
a constante dielétrica do meio, reduzindo a solubilidade da proteina. Quantidades
crescentes de solvente fazem as moléculas de proteina interagir umas com as outras mais do
que com a agua, pelo que elas precipitam. Vérios sdo os solventes que podem ser usados, o

etanol é um dos mais usados (Reguly, 2000).



2.3.1. Producao de Inulinase

Santos (1998) obteve inulinase a partir da fermentacdo com Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 com temperatura de 30°C, aeragdo 0,2 — 0,3 vvm,
agitagdo moderada e tempo de fermentacdo de 18 horas com atividade de 7,18 U/mL.

Kalil (2000) utilizou a técnica de planejamento fatorial e analise de superficie de
resposta para otimizar o meio de cultura para produgdo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus var. bulgaricus ATCC 16045. A atividade enzimética foi de 127 U/mL, o que
representa uma atividade 17 vezes maior do que nas condigdes anteriormente estudadas por
Santos (1998).

Treichel (2001), substituindo o meio sintético por meio industrial usando 0 mesmo
microrganismo, obteve atividade enzimatica de 138U/mL em frascos agitados.

Kabke (2002) otimizou a produgfo de inulinase em meio industrial para quatro
linhagens de Kluyveromyces marxianus, em frascos agitados. Os experimentos foram
conduzidos através de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta,
através dos quais obteve-se atividades enzimaticas méximas de 91; 84,9; 1500 e 2660
U/mL para as linhagens NRRL Y-610, NRRL Y-1196, NCYC 587 e NRRL 7571,
respectivamente.

Silva-Santisteban (2001) otimizou a produgfo da inulinase nas seguintes condi¢Ges:
450rpm e 1,0 vvm usando um agitador tipo “pitched blade up”, pH inicial de 3,5 e 30°C de
temperatura. Este autor, estudando diferentes tipos de agitadores, verificou que estes
possuem influéncia significativa na fisiologia do microrganismo e na producéo da enzima.

Outras 10 linhagens de Kluyveromyces foram estudadas por Makino (2004) para a
otimizagdo da inulinase em meio de cultivo industrial em frascos agitados. A espécie
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi selecionada como melhor produtora de
inulinase atingindo 800U/mL. Este microorganismo foi utilizado para o estudo em reator de
bancada para avaliagio das variaveis 4gua de maceragdo de milho, melago, Prodexlac,
aeracdo e agitacdo, sendo que a dgua de maceragdo de milho e o melago sofreram um pré-
tratamento para clarificagio, viabilizando a etapa de recuperagdo e purificagéo da enzima.

As condicdes otimizadas apos dois planejamentos fatoriais por Treichel (2004) foram:



extrato de levedura 6g/L, agitagdo 300rpm, aeracdo 1,5vvm, melago 250g/L e agua de

maceracdo de milho 80g/L atingindo-se 1380U/mL de atividade enzimatica.
2.4. Oligossacarideos

Oligossacarideos séo carboidratos formados de trés a dez unidades de mondémeros de
hexoses. Podem ser produzidos pelo uso das enzimas. A fonte da enzima e as condi¢des de
operagdo regulam o tipo e a quantidade de oligossacarideos que serdo produzidos. Uma das
maiores classes de oligossacarideos bifidogénicos sdo os frutooligossacarideos (Crittenden

& Playne, 1996).
2.4.1. Producio de Oligossacarideos em Meio Aquoso

Santos (1998) estudou a produgéo de oligossacarideos em meio aquoso e verificou a
formagdo de frutooligossacarideos. Na condi¢do de pH 6,0 e temperatura de 50°C, obteve
uma concentragdo maxima de frutooligossacarideos ( 94% de kestose e 6% de nistose).

Contado (1998) estudou a produgdo de frutooligossacarideos utilizando B -
frutofuranosidase de 4 . miger. A maior propor¢io de frutooligoséacarideos (54,21%) em
relacdo aos agucares totais contidos na reag@o ocorreu no substrato sacarose 30% apds 6
horas de incubacéo.

Na sintese de kestose a partir de B-frutofuranosidase imobilizada obtida a partir do
Aureobasidium sp ATCC 20524, a produ¢do maxima obtida pelos autores Hayashi ez al.,
(1991) foi de 287g de kestose a partir de 40% (p/v) de solucéo de sacarose num tempo de
168 horas de reagdo. Enquanto que a produgéo de frutooligossacarideos obtida por Cruz et
al., (1998), a partir de micélios imobilizados de Aspergillus japonicus, foi de 61,28%
partindo de uma solucéo de sacarose de 65% (p/v) por 4 horas de reagéo.

Chien et al., (2001) obtiveram 61% de frutooligossacarideos com 5 horas de reagdo, a
partir de 400g/L de sacarose, utilizando a B-D-frutofuranosidase imobilizada do Aspergillus
Jjaponicus.

Segundo Hidaka et al., (1988) durante a reacdo de transfrutosilagdo a sacarose foi

rapidamente convertida em frutooligossacarideos e o conteudo destes chegou a 69% do



total de carboidratos dentro de 24 horas, partindo de células do Aspergillus niger ATCC
20611. Segundo Kim et al., (1998) a partir de uma nova frutosiltransferase produzida pelo
Bacillus macerans EG-6, catalisando a reacdo com 500g/L de sacarose produzindo 45,2%
de GF4 (1- fructosilnistose), sem formar os outros oligossacarideos, a reagdo ocorreu com
48 horas numa temperatura de 37°C e pH 6,0.

A partir da B-frutofuranosidase obtida a partir do Aspergillus niger IMI 303386,
Nguyen et al., (1999) obtiveram uma produgéo de 25% (p/v) de frutooligossacarideos a
partir da sacarose 50% (p/v) num tempo de 72 horas com pH 6,5 e temperatura de 39°C.

Utilizando a enzima frutosiltransferase obtida a partir do Aspergillus niger L Hocine
et al., (2000) obtiveram 62% de frutooligossacarideos.

A produggo de frutooligossacarideos, obtida por Sangeetha et al., (2003), foram de
54% em relagéo a concentragéo inicial de sacarose. Os frutooligossacarideos foram obtidos
a partir da frutosiltransferase do Aspergillus oryzae CFR 202 num tempo de reagdo de 12
horas na temperatura de 55°C.

Yun et al., (1997), obtiveram como maxima produg@o de inulo-oligossacarideos,
utilizando a inulina como substrato, 72 e 83% utilizando endoinulinase livre e imobilizada,
respectivamente a partir de Pseudomonas sp.

Hang & Woodams (1996), estudaram a otimizagdo da produgdo de
frutooligossacarideos, utilizando como substrato a sacarose e a enzima comercial obtida da
Novo Nordisk Biochem North América; esta converteu 450g/L de sacarose em 272g/L de

frutooligossacarideos com 14 horas de reacéo a 65°C e pH 5,6.
2.4.2. Producio de Oligossacarideos em Meio Orgénico

Somiari & Bielecki (1998) estudaram a sintese de oligossacarideos pela invertase
comercial em meio orgénico. Entre os solventes utilizados o que foi melhor para a sintese
foi o acetato de butila com 12,1% enquanto que em meio aquoso foi de 1,5% de
frutooligossacarideos.

Shin & Yang (1994) estudaram a produgdo de galactooligossacarideos utilizando a
enzima B-galactosidase em meio com uma mistura de solvente hidrofébico e 4gua, o

maximo de galactooligossacarideos, 45%, foi obtido em 95% de ciclohexano e 5% de 4gua,
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enquanto que em meio aquoso o maximo foi de 38%. O meio organico é responsavel por

mudar o equilibrio da reagdo em dire¢&o a hidrélise reversa.
2.4.3. Frutooligossacarideos

Alguns tipos de microrganismos, por exemplo Aspergillus spp., Aureobasidium spp.,
Fusarium sp., e Penicillium sp., t€m enzimas que produzem frutooligossacarideos a partir
da sacarose (Hayashi et al., 1989). Os frutooligossacarideos microbianos apresentam o
gosto muito similar ao da sacarose e s@o altamente estiveis em uma faixa de pH para
alimentos (4,0 =7,0), (Yun, 1996). '

As fibras contribuem para a satide humana, através da fermentagdo. Contudo, até o
presente, a falta de estudos detalhados sobre a fermentagdo das fibras torna dificil a
comparagdo com os frutooligossacarideos, mas ambas s3io substancias indigeriveis pelo
organismo humano. As vantagens dos frutooligossacarideos sobre as fibras sdo: menor
requerimento diario de frutooligossacarideos (3g/dia); nfo causam diarréia nas doses
recomendadas; s@o totalmente soliiveis em agua, sdo mais faceis de serem incorporados em
bebidas e alimentos processados (Tomomatsu, 1994).

Os frutooligossacarideos s@io produzidos a partir da sacarose, através da
transfrutosilagdo, catalisada pela B-frutofuranosidase ou pela B-frutosiltransferase de
microrganismos e plantas (Santos, 1998). A B-frutofuranosidase é uma enzima que catalisa
a transfrutosilagdo a partir da sacarose, além de possuir também uma agfo hidrolitica. A
especificidade do aceptor para a transfrutosilagdo e as estruturas dos produtos
transfrutosilados variam, dependendo da fonte da enzima e das condi¢des de reagdes. Os
doadores e aceptores do grupo frutosila podem ser a sacarose ou outros
frutooligossacarideos, além de outros sacarideos; sendo essencial que a glicose e a frutose
estejam ligadas através de ligagdes glicosidicas a-1,2 (Contado, 1998).

A formagcéo de frutooligossacarideos ocorre quando a sacarose (GF) € utilizada como
substrato, tém-se como produtos glicose (G) e kestose (GF,). A sacarose age tanto como
doador ou aceptor, assim 1 mol de glicose e 1 mol de kestose sdo formados

simultaneamente, a partir de 2 moles de sacarose: 2GF — GF, + G. As reagdes similares
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foram obtidas com outros substratos como: 1-kestose e nistose (GF3) formando: 2GF; —
GF; + GF e 2 GF; — GF; + GF,, onde GF, representa a 1- fructosilnistose (Contado,
1998).

Apesar da reagdo de transfrutosilagdo ocorrer em varios microrganismos, esta
atividade de transferéncia ¢ quantitativamente diferente entre as linhagens microbianas. Em
geral, as B-frutofuranosidases possuem as atividades de transfrutosilagdo (U;) e de hidrélise
(Un). A relagdo entre U; / Uy, indica a capacidade de transfrutosilagdo de cada linhagem.
Para a producdo eficiente de frutooligossacarideos deve haver uma alta propor¢do de U, /

Uy e alta atividade enzimatica (Contado, 1998).
2.5. Bifidobactérias

A ingestdo de oligossacarideos aumenta a proliferagdo da Bifidobacterium bifidum no
intestino (Boon et al., 2000). Bifidobactérias sdo conhecidas pelo efeito de inibigdo para
muitos organismos patogénicos incluindo Salmonella, Clostridium, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e outros (Hughes & Hoover, 1991).

Os frutooligossacarideos, a inulina, a lactose e os galactooligossacarideos tem
mostrado efeito positivo, pois estes prebidticos reduziram a atividade das enzimas
microbianas relacionadas na produgfo de toxinas e conseqiientemente a redugdo destes
metabdlitos nas fezes (Tuohy et al., 2003).

Probidticos sdo definidos como microrganismos vidveis que exibem um efeito
benéfico na satde por melhorarem o balango microbiano intestinal (Kaur ez al., 2002).

Vérios compostos téxicos séo produtos de fermentagdo formados no célon, como
amonia e aminas, nitrosaminas, fendis e cresdis; estas toxinas metabdlicas sdo formadas por
acdo de enzimas bacterianas, assim a formagio destas enzimas ¢ dependente da bactéria. A
ingestdo de oligossacarideos, como prebidticos promove a proliferagéo de bifidobactérias e
reducio das bactérias putrefativas, ocasionando a redugdo de metabdlitos toxicos
(Tomomatsu, 1994).

Os frutooligossacarideos, a inulina, a lactose e os galactooligossacarideos sdo
prebidticos de eficiéncia comprovada e s3o comercialmente disponiveis. Os

oligossacarideos possuem a habilidade de alterarem a microflora intestinal (Kaur ef al.,
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2002) em uma composigdo mais benéfica com o aumento do nimero de bifidobactérias
(Tuohy et al., 2003).

2.6. Catalise Enzimatica em Fase Organica

A catalise em fase orgénica ndo somente permite a funcionalidade das enzimas e
exibe vantagens em relagdo a catélise em fase aquosa, tais como: trocas no equilibrio da
reacdo, reducdo da inibicdo devida aos substratos e produtos; menor risco de contaminagdo
microbiana e variag@o na especificidade de algumas enzimas pelos seus substratos (Illanes

& Barberis, 1994).

2.6.1. Escolha do Solvente e Principios Fisico-Quimicos dos Sistemas Biocataliticos

em Solventes Organicos

Virios fatores devem ser levados em conta na escolha do solvente, primeiro a
compatibilidade deste com a reagfo de interesse e além disso a compatibilidade dos
produtos da reagfo com o solvente, um segundo fator é que o solvente selecionado deve
ser inerte a reagcdo (Dordick, 1989). |

O grau de miscibilidade do solvente orgénico com a 4gua sera decisivo para o sistema
de reagdo. Um sistema de duas fases dgua e solvente organico é geralmente mais promissor
que o sistema dgua/solvente organico miscivel. No sistema de duas fases a chance de
inibi¢do ou desnaturagfo pelo solvente é menor como resultado da baixa concentragdo do
solvente imiscivel na dgua na fase aquosa (Brink et al., 1988).

Quando a biocatalise ocorre em sistema com pouca 4gua, os solventes organicos
podem influenciar na atividade e estabilidade das enzimas. A atividade catalitica para a
maioria das enzimas nos solventes orginicos aumenta com o aumento da hidratagdo da
enzima (Mattiasson & Adlercreutz, 1991).

Illanes & Barberis, (1994), estudaram a biocatdlise em solventes orgénicos e
relacionaram a existéncia de dois tipos de sistemas de biocatalise em solventes organicos:
homogeéneos e heterogéneos, que apresentam as seguintes caracteristicas:

- sistemas homogéneos sdo misturas de 4gua com solventes orgénicos misciveis.
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- sistemas heterogéneos podem ser sistemas entre os quais encontram-se OS
sistemas de dois liquidos imisciveis e sistemas s6lido-liquido onde a enzima esté
imobilizada em uma matriz s6lida suspensa em um solvente orgénico.

- sistemas misciveis s@o formados pela enzima dissolvida na agua e em um
solvente organico miscivel. Em geral, os solventes misciveis com a é4gua
interagem com a enzima e provocam uma diminui¢io da atividade enzimatica. As
causas que explicam este fendmeno sdo a capacidade dos solventes hidrofébicos
de solubilizar a camada da agua que envolve a enzima. Em alguns casos, foi
possivel obter altos rendimentos em processos cataliticos com solventes misciveis
e com a vantagem de aumentar a atividade de sintese diante da hidrolise, propria
da agfo enzimatica na fase aquosa.

- sistema bifasico liquido-liquido consta de duas fases macroscdpicas formadas
pela enzima dissolvida na fase aquosa e o solvente orgénico apolar imiscivel. A
fase aquosa pode situar-se com uma capa separada em contato com a capa da fase
organica, ou bem manter-se como uma emulsfo dentro do solvente orgénico. Em
sistemas bifasicos, a reacdo enzimatica ocorre somente na fase aquosa (com a
enzima dissolvida). O substrato encontra-se dissolvido na fase orgénica e parte
para a fase aquosa para ser convertido pela enzima em produto.

- sistemas so6lido-liquido-liquido s&o aqueles em que o biocatalisador apresenta-se
na forma imobilizada. Depois da enzima ter sido imobilizada, a suspensdo aquosa
que a contém € colocada no solvente organico imiscivel para obter um sistema
trifasico de reac@o sélido-liquido-liquido. As suspensdes de enzimas imobilizadas
suspensas em solventes podem ser consideradas como sistemas bifasicos sdlido-
liquido, nos quais uma fase € formada pelo solvente orgénico e a outra por uma -
enzima sélida hidratada, protegida do contato com o solvente por uma capa de
proteina.

As propriedades fisico-quimicas exibidas por uma enzima estdo vinculadas a taxa de

agua nas interagfes as quais ajudam a manter a conformagéo da enzima cataliticamente
ativa. A enzima requer uma pequena capa hidratante que atua como um tamp#o entre a

superficie da enzima e o meio de reagdo. Baseado nisto, a biocatélise em fase orgénica €
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possivel desde que a enzima seja mantida totalmente hidratada e ativa, conservando uma
pequena propor¢do de 4gua no volume de reagfo, sempre que o meio de reago consistir de
um solvente orgénico, para que assim o microambiente da enzima n3o seja distorcido. Este
€ o principio em que se baseia a catéalise enzimatica em ambientes de baixo contetido de
agua (Illanes & Barberis, 1994).

A natureza do solvente orgénico afeta a catalise enzimética causando inativagdo da
enzima, interagindo com substratos e produtos da reacdo ou removendo a capa de dgua que
envolve a enzima. Existe um consenso em relagdo as varidveis que afetam a catélise.
enzimatica na fase organica que sdo a temperatura, pH e a agitagio. As enzimas parecem
responder sempre com a maxima expressio de sua atividade enzimatica quando o
microambiente das mesmas € mantido no pH 6timo da catilise em fase aquosa. A
velocidade de agitagdo ¢ um pardmetro que afeta aos distintos sistemas biocataliticos na
fase orgénica. Quando as moléculas da enzima encontram-se solubilizadas na fase aquosa
de um sistema bifasico imiscivel, uma intensa agitagfio favorecer4 seu transporte 4 interface
onde o contato com o solvente organico pode provocar sua inativagdo. Por outro lado,
necessita-se manter agitado o sistema para que se produza a transferéncia de substratos e

produtos entre as fases segundo seus coeficientes de partigdo (Garibay et al., 1993).
2.6.2. Regras para a Otimizacio da Biocatalise em Solventes Orgénicos

Regras para a otimizagdo de diferentes sistemas biocataliticos contendo solventes
orgénicos s&o derivados da combinag&o de dados da literatura e do logaritmo do coeficiente
de parti¢fo, log P, como uma medida quantitativa da polaridade do solvente. A biocatélise é
baixa em solventes orgénicos com log P < 2, é moderada em solventes que tenham log P
entre 2 ¢ 4, e € alta em solventes apolares que tenham um log P > 4. Os valores do log P
para os compostos s@o determinados experimentalmente usando como padrio um sistema
liquido de duas fases octanol e agua (Laane et al., 1987).

Em geral a biocatdlise em solvente orgénico baseia-se nas seguintes regras: solventes
que tenham um log P < 2 ndo sdo adequados aos sistemas biocataliticos, pois em geral estes
distorcem a interagdo agua-biocatalise, desse modo inativando ou desnaturando-a. Para

solventes com log P entre 2 e 4 ha uma menor distor¢do da camada de 4gua e afetando em
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menor intensidade a atividade enzimatica. Os com log P > 4 nfo afetam a camada de 4gua

deixando a biocatélise em estado ativo (Laane et al., 1987).
2.6.3. Estabilizantes da Atividade Enzimatica

Estabilizantes s@o anti-desnaturantes que evitam a desestabiliza¢do da enzima. Estes
podem ser os substratos da propria enzima a ser estabilizada. Como as enzimas sdo
arquitetadas naturalmente, para agir sobre o substrato, o qual devem “reconhecer”,
compreende-se que este deva ser compativel com a estrutura da enzima. Em concentracdes
abaixo de 20% os solventes orgénicos.também podem estabilizar, enquanto que em

concentragdes elevadas, geralmente desnaturam (Reguly, 2000).
2.7. Métodos Cromatograficos

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separagdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases, que estdo
em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra move-se através
dela. Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionaria, os componentes da
mistura sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes é
seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migracdes diferenciais destes
componentes (Collins ef al., 1995).

O estado fisico da fase mével separa a cromatografia em trés areas: cromatografia
gasosa, onde a fase movel é um gés, cromatografia liquida, onde a fase mével é um liquido
e cromatografia supercritica, onde a fase mével é um vapor pressurizado (Carvalho, 1993).

A cromatografia de ions € a técnica de separacdo e quantificagdo de cétions e &nions,
empregando colunas com resinas trocadoras de ions ou seus equivalentes. A detecgdo €
feita por condutibilidade elétrica. Esta técnica permite anélise de ions em solugdes aquosas,
empregando como fase movel solugdes idnicas a um valor de pH especificado para cada
caso, pois este € um dos fatores principais para o sucesso do método (Best et al., 1994).

Compostos soliveis em agua podem produzir solugdes que conduzem ou ndo a
eletricidade. Os compostos que ndo conduzem eletricidade em solugdes diluidas ou

concentradas, geralmente podem ser polares ou pouco polares. Compostos como sais,
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acidos, bases orgénicas ou inorganicas, quando dissolvidas na agua ou mesmo em solventes
fortemente polares, se solvatam, formando fons que conduzem a corrente elétrica. Os
detectores de condutividade elétrica baseiam-se na medida da condutancia das solugdes
eletroliticas efluentes das colunas analiticas ou supressoras (Ciola, 1998).

Através da amperiometria de pulso os carboidratos podem ser detectados em solucdes
de pH alto, ou seja pH acima de 11. S&o facilmente separados utilizando coluna de troca de
dnions com uma alta eficiéncia, sdo 4acidos fracos com constantes de dissociagdo em torno
de 12. O hidréxido de sddio é utilizado com fase mével com valor de pHde 11 & 14 e para
ocorrer a eluigdo dos oligossacarideos utiliza-se o acetato de sédio, o pH ¢ mantido
servindo como solugdo tamponante. O acetato de sédio é bastante utilizado pelo aumento
da forca i6nica da fase mével (Shiomi ez al., 1991).

A andlise de carboidratos com cromatografia de alta eficiéncia de troca anidnica —
HPAEC ¢ empregada com detector amperiometria pulsada (PAD) que é uma poderosa
ferramenta para anélise de carboidratos. Este ndo requer derivatizagdo com pré ou pos
coluna e ainda oferece uma alta resolugéo e sensibilidade (Ciola, 1998).

As maiores vantagens da HPAEC sdo: a velocidade de anélise, por exemplo, a analise
de monossacarideos pode ser realizada dentro de 15 minutos; com uma alta resolug&o. Esta
¢ utilizada para andlises de reagSes enzimaticas porque: as condigdes de eluigdo podem ser
ajustadas assim que se tenham os resultados; os quais sdo obtidos rapidamente; a detecgdo é
sensitiva e assim consome pequenas quantias de amostra; a condigio de eluicio,

usualmente utilizada, € a alcalina (Lee, 1996).

2.8. Avalia¢iio dos pardmetros cinéticos e influéncia do pH e temperatura na reacio e

estabilidade enzimatica

Quando uma reagdo enzimatica comeca, nota-se um aumento na concentragdo do
produto e uma diminui¢&o na concentrago do substrato até que a reagio ¢ completada ou o
ponto de equilibrio € atingido. A mudanga inicial nas concentragdes do produto ou
substrato € a velocidade de reagfo e € usualmente expressa em Unidades Internacionais
(U.L). Sendo a enzima uma proteina ela tende a perder atividade no tempo, e mais répida

serd esta perda quanto maior € a temperatura (Maugeri, 2002).
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O modulo da constante cinética K ¢ fortemente dependente da temperatura,
influenciando em conseqliéncia a atividade enzimatica. A constante K, pode ser
correlacionada com a temperatura, através da equacdo de Arrhenius:

K (T) = Ko exp (-Ea/RT) (2.1)

Onde:

K(T) = constante cinética a temperatura T

Ea = energia de ativagéo

R = constante dos gases ideais (R = 1,9872 cal/(mol.K))

Ko = constante de proporcionalidade

T = Temperatura absoluta (K)

Verifica-se  experimentalmente, que a atividade enzimatica ndo cresce
indefinidamente com a temperatura, como prevista pela equag@o de Arrhenius. A partir de
uma determinada temperatura (denominada temperatura 6tima), verifica-se um decréscimo
na atividade com o aumento de temperatura (Cabral, 1989).

A expressdo de Arrhenius se ajusta aos dados experimentais numa ampla faixa de
temperatura, sendo sugerida, como uma primeira aproximacdo para a dependéncia real da
temperatura (Santos, 2002). .

A enzima esta sujeita a desnaturacdo, o que implica na perda da atividade.
Geralmente esta desnaturagdo € irreversivel, significando perda definitiva do poder
catalisador. Esta desnaturagc@o pode ser mais ou menos rapida dependendo das condigGes do
meio. Em relacdo a temperatura, ela € mais estavel quanto mais baixa a temperatura. Por
esta razdo € aconselhdvel estocar enzimas em baixas temperaturas. Outros fatores também
influem na estabilidade da enzima como pH, concentragdo de sais, etc. O ideal € se
conhecer estas condi¢des de Gtima estabilidade ndo sé para o armazenamento do produto,
como também minimizar a perda durante um processo (Maugeri, 2002).

A estabilidade térmica € dependente das condi¢des do meio em que se encontra a
enzima, se estd imobilizada e/ou complexada a outro componente e ainda pode ser
influenciada pela prépria concentragéo de substrato (Cabral, 1989).

As enzimas, como qualquer outra proteina sofrem desnaturag@o térmica, perdendo

sua atividade parcialmente ou totalmente. Desta forma, € de grande importdncia o
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conhecimento da estabilidade térmica no projeto de reatores cataliticos (Santos, 2002).

Como toda a reagdio quimica, as reacdes enzimaticas se modificam com a
temperatura, ou seja com o aumento da temperatura ocorre o aumento da velocidade de
reagcdo em fungdo da maior energia das moléculas, o resultado destas interagdes € um perfil
com uma velocidade maxima a uma temperatura denominada de temperatura otima e em
seguida a desnaturagdo da enzima. Em relagio ao pH, observa-se o mesmo comportamento
que a temperatura; este efeito ocorre em funcdo de 3 fendmenos independentes:
desnaturagdo irreversivel das enzimas em extremos pH, em funcdo da perda da estrutura
pela ruptura; a ionizagdo do substrato ou o estado de ionizacdo da enzima. O pH no qual a
enzima atinge a sua méaxima atividade as vezes ndo coincide com o pH em que se observa a
sua maxima estabilidade (Munguia & Ramirez, 1987).

Devido ao fato da enzima possuir vérios grupos ionizaveis, mudancas no pH afetardo
o sitio catalitico e a conformagéo da enzima. Em geral, enzimas sio ativas numa faixa
limitada de pH e para cada enzima existe um Otimo ou uma faixa 6tima de atuacdo
(Maugeri, 2002).

Existe um determinado valor de pH em que a concentragio da forma ativa é maxima,
acarretando uma atividade maxima. Este pH de méxima atividade é denominado pH 6timo.
De um modo geral, o pH 6timo da invertase de leveduras situa-se entre 44 a55¢ea
temperatura 6tima entre 50 e 60°C. Quanto ao pH, nota-se um deslocamento do pH 6timo
para a enzima imobilizada, quando comparada a enzima livre (Cabral, 1989).

A enzima, como toda proteina, € composta de varios aminoécidos que possuem
grupos laterais basicos, 4cidos ou neutros, portanto a enzima pode conter grupos carregados
positivamente ou negativamente, a um dado valor de pH. Tais grupos ionizaveis sdo
freqilientemente parte do sitio ativo, j4 que o mecanismo catalitico 4cido-base esta ligado a
varias enzimas (Contiero, 1992).

Quanto a estabilidade da enzima em relagdo ao pH, esta é uma informagéo de grande
importancia para sua caracterizagdo. Entretanto, a estabilidade da enzima em relaggo ao pH
depende de outros fatores tais como: temperatura, forga idnica, concentragdo de ions
metalicos, natureza quimica do tampdo, concentragdo do substrato. e concentracdo da

enzima (Santos, 2002).
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'3. Material e Métodos

Todas as etapas desenvolvidas neste trabalho estdo apresentadas na Figura 3.1.

1° etapa

Escolha das cepas utilizadas no trabalho

v

2% etapa

Produg@o e recuperagdo das enzimas.
(itens 3.1e3.2)

v

3% etapa

Selecdo dos solventes.
(item 3.4.1)

v

4" etapa

Avaliagdo das varidveis: temperatura, pH,
sacarose, enzima, relac@o solvente/tampio e
PEG na YFOSs(%).

— <

v

5? etapa

Otimizacdo da conversdo da sacarose em
frutooligossacarideos (YFOSs) em meio
orgénico.

v

6" etapa

Otimizagdo da conversdo da sacarose em
frutooligossacarideos (YFOSs) em meio
aquoso.

v

7% etapa

Caracterizacéo das enzimas produzidas
pelas duas cepas (item 3.6)

Duas espécies de Kluyveromyces foram
selecionadas com base em resultados de
trabalhos anteriores realizados no laboratério

de Engenharia de Bioprocessos.

Realizagdo de testes de sinteses para
cada enzima, em meio orgénico, a
fim de selecionar o solvente mais
apropriado.

/

Realizagdo de planejamentos fracionarios
22, para cada microrganismo, utilizando
as enzimas nas formas livre e imobilizada.

N~

/‘
Planejamentos completos com

objetivo da otimizagdo utilizando a
enzima tanto na forma livre quanto
imobilizada.

-
/’
Repeticdo dos planejamentos das etapas
anteriores para comparar os resultados
obtidos em meio orgénico e aquoso.

~

r
Estudo da temperatura 6tima e de

estabilidade, do pH 6timo e de
estabilidade, e a determinagéo das

constantes cinéticas K, € V.
-

Figura 3.1: Fluxograma das etapas realizadas neste trabalho.
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3.1. Producido da Enzima Inulinase

Para a producdo da enzima foram selecionadas duas cepas: a ATCC 16045, pois ja
vem sendo estudada no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos - LEB, e a NRRL Y-
7571 também foi selecionada pois, segundo Kabke (2002), a producéo de inulinase a partir
desta linhagem obteve uma alta atividade enzimatica de 2660 U/mL. Além disso, estes
microrganismos pertencem ao grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) e sdo aceitos
pela FDA (Food and Drug Administration, EUA) para usos farmacéuticos e alimenticios.

Para a producfo da enzima utilizou-se primeiramente o Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus ATCC 16045 em frascos agitados durante 72 horas contendo o meio de
cultura com 14 g/l de sacarose, 10 g/l de extrato de levedura, 20 g/l de peptona, 1g/l de
K,HPO,, com o pH inicial de 3,5, a temperatura de 30°C, agitagdo de 150 rpm conforme
Kalil et al. (2001).

O outro microrganismo utilizado para a produgdo da enzima foi o Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 em frascos agitados durante 72 horas contendo o meio de cultura
14g/1 de sacarose, 10g/l de extrato de levedura, 20g/l de peptona e 1g/l de K;HPO4 pH 3,5
e temperatura de 30°C, conforme Makino (2004).

3.2. Recuperacio da enzima

Foi feita a recuperacdo do caldo fermentado com a finalidade de obter a enzima
recuperada para utiliza-la na imobilizago, no estudo da caracterizacéo e da sintese.

Para viabilizar a separacdo do sobrenadante realizou-se uma centrifuga¢do por 10
minutos na temperatura de 5°C. Ap0s a centrifuga¢do o precipitado foi descartado e a
atividade enzimatica do sobrenadante foi determinada.

Para ocorrer a precipitacdo da enzima adicionou-se etanol até concentragdo de 70%
(v/v), a 4°C ao sobrenadante, mantida uma agitagdo branda. O etanol foi mantido sob banho
de gelo e adicionado numa vazdio de 0,8 mL/min. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado contendo a enzima foi ressuspendido em tampdo fosfato 0,05M a pH 6,0 e

determinou-se a atividade enzimatica.
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3.3. Imobilizacdao da enzima inulinase

Apos a obtencdo da enzima e sua recuperagdo, preparou-se uma solugdo de gel e a
solu¢do com a enzima. Para o preparo da solugdo de gel adicionou-se 16,5 g de 4gua
destilada e 0,75g de alginato de sédio, os quais foram aquecidos para a dissolugéo total do
alginato. Em seguida, adicionou-se 12,5g de sacarose.

Depois da dissolugdo do alginato de sédio e do resfriamento da solugdo de gel,
adicionou-se a solugdo composta por 5 mL de solu¢do enzimética com a atividade pré-
estabelecida, 3,5 mL de glutaraldeido e 0,75g de carvdo ativado (Futagawa, 2002).

Para a formagdo das esferas, utilizou-se bomba peristaltica para fazer o bombeamento
do gel sobre uma solugdo de cloreto de calcio 0,2 M em tampéo acetato 0,1 M a pH 4,8
com 3,5% de glutaraldeido a 10°C, sob agitagdo.

As enzimas imobilizadas foram deixadas em tratamento na geladeira por 24horas. A
seguir, foram lavadas com 4gua destilada, e a sua ultima lavagem foi realizada em tamp#o
acetato. Em seguida, foram imersas em soluggo de cloreto de célcio 0,05 M em tamp#o

acetato, com o objetivo de manter a estrutura das enzimas.
3.4. Sintese dos Oligossacarideos

Apos a recuperagdo da enzima e imobilizagéo realizou-se a etapa da sintese para a
produgéo dos frutooligossacarideos que sdo formados por GF, (kestose), GF; (nistose) e
GF4 (1-frutosilnistose). Neste estudo foram utilizados reatores encamisados, onde foram
adicionadas a enzima imobilizada ou a livre, a solugdo de sacarose e o solvente orgénico.

A sintese foi realizada em meio orgénico para verificar se neste meio é possivel

favorecer a sintese e diminuir a hidrélise.

3.4.1. Seleciio dos Solventes para ambas as cepas em funcio da maxima conversio de

frutooligossacarideos

Os solventes utilizados foram: acetato de butila, acetato de etila, n-heptano,
ciclohexano e etanol. O critério para a selecdo destes solventes foi baseado primeiramente

na toxicidade e em segundo no log P. Assim, segundo Laane et al., (1987), com estes
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solventes as trés faixas de log P foram abrangidas. Os sistemas formados com os solventes:
acetato de etila (log P = 0,68) , acetato de butila (log P = 1,7), ciclohexano (log P = 3,2) e
n-heptano (log P = 4,0) foram sistemas bifasicos, enquanto o sistema formado com o etanol
(log P =-0,24) foi monofasico.

Foram realizadas sinteses com estes solventes e a partir dos resultados foi possivel

selecionar o solvente mais apropriado para a producdo dos frutooligossacarideos.

3.4.2. Otimizac¢ido da conversdo da sacarose em frutooligossacarideos para a cepa

Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045

3.4.2.1. Sintese em meio organico para a enzima livre

Inicialmente foi realizado para cada uma das linhagens de Kluyveromyces
marxianus, um planejamento fatorial fracionario 252 e 1 ponto central para cada variavel
independente repetido 3 vezes, totalizando 19 ensaios, onde as varidveis independentes
foram temperatura, pH, porcentagem de sacarose, enzima, relacdo solvente/tampéo e PEG,
e estas foram estudadas nos niveis —1, +1 e 0, obtendo-se como resposta a méxima
conversdo da sacarose em frutoooligossacarideos YFOSs (%) e a produtividade (g/(L.h)).

Na tabela 4.1 pode-se visualizar a matriz do planejamento fatorial 2°* com trés
repeticdes no ponto central, totalizando 19 ensaios. Os valores codificados da quinta
variavel (relagdo solvente/tampdo) foram obtidos da multiplicagdo dos sinais de trés
colunas (5 = 1.2.3), e a sexta variavel (PEG) € resultado da multiplicagéo dos sinais de
outras trés colunas (6 = 2.3.4) resultando em um planejamento de resolugéo IV. Este tipo de
planejamento € excelente para uma avaliacdo prévia das variaveis estudadas e seus efeitos
nas respostas desejadas, ja que os efeitos de 12 ordem misturam-se apenas com os de 32 e 52
ordem (de interesse prético irrelevante). Observa-se uma drastica redu¢do no nimero de
ensaios, que no caso de um esquema fatorial completo, seria igual a 64 ensaios.

Os calculos para verificar o efeito das varidveis nas respostas YFOSs e na
produtividade foram realizados com o auxilio do programa computacional Statistica versdo
5.5 (Microsoft, 1995).

Em seguida com base nesses efeitos, foram realizados planejamentos fatoriais
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corﬁpletos em funcdo da avaliagdo das varidveis estatisticamente significativas.

O solvente escolhido foi o acetato de butila o qual formou um sistema bifasico com o
tampao, tanto o substrato quanto o produto se encontravam na fase aquosa do sistema. Este
solvente, que foi selecionado anteriormente, foi utilizado em todas as etapas do trabalho.

Realizou-se primeiramente um planejamento fatorial fracionado envolvendo 6
variaveis, obtendo-se como resposta a maxima converso da sacarose em
frutooligossacarideos. Sendo que YFOSs foi definido como a méaxima conversio da
sacarose em frutooligossacarideos durante cada cinética de 12 horas que representa cada
ensaio do planejamento. As varidveis independentes foram: temperatura, pH, porcentagem
de sacarose (em relagdo ao volume total), enzima (U/mL) em relagdo ao volume total,
relagdo solvente/tampéo e o estabilizante PEG (polietileno glicol) (em porcentagem).

O PEG foi incluido no estudo a fim de verificar se este tinha alguma influéncia na
prote¢do da enzima do solvente orgénico.

A Tabela 3.1 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado. As matrizes dos
planejamentos experimentais e as respostas obtidas para cada ensaio estdo apresentadas no

capitulo de resultados.

Tabela 3.1: Valores utilizados no 1° planejamento fatorial fracionado 2%% em sistema

orgénico e enzima livre (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 30 50 40
pH (tampao fosfato) 5 7 6
Sacarose (%) 40 50 45
Enzima (U/mL) 4 8 6
Relacgio solvente/tampio (%) 25/75  50/50 40/60

PEG (%) 0 4 2
* Ponto Central .

Ap6s a analise dos efeitos das variaveis deste 1° planejamento fatorial fracionado foi

possivel selecionar 4 varidveis. Assim, foram realizados mais dois planejamentos fatoriais

fracionados (2*' com 3 repeticGes no ponto central) com o intuito de verificar o efeito da

temperatura, pH, porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa) e relagéo
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solvente/tampdo na méaxima YFOSs. A enzima foi fixada em 4U/mL e o PEG foi retirado
da reacdo pois o nivel —1 estudado foi de zero por cento de PEG.
A Tabela 3.2 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o 2°

planejamento fracionado.

Tabela 3.2: Valores utilizados no 2° planejamento fatorial fracionado 2*' em meio organico

e enzima livre (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 40 60 50
pH (tampao acetato) 3,8 5,8 4,8
Sacarose (%) 30 50 40
Relagdo solvente/tampio (%) 0/100  25/75 14/86

*Ponto Central

Realizou-se um outro planejamento fatorial fracionado para continuar o estudo das
quatro varidveis (temperatura, pH, sacarose e relagdo solvente/tampZo), enquanto que a
enzima e o PEG ja tinham sido fixados anteriormente.

A Tabela 3.3 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o 3°

planejamento fracionado.

Tabela 3.3: Valores utilizados no 32 planejamento fatorial fracionado 2*' em meio orgénico

e enzima livre (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 40 50 45
pH (tampao fosfato) 5,0 6,5 5,7
Sacarose (%) 50 80 65
Relacdo solvente/tampio (%) 0/100 25/75 14/86

*Ponto Central

As varidveis pH e porcentagem de sacarose foram selecionadas para a realizagéo de
um planejamento fatorial completo (2° ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel
independente e 1 ponto central para cada varidvel independente repetido 3 vezes) visando
otimizar YFOSs. Foram fixadas a temperatura em 45°C, a relagdo solvente/tampdo em

25/75 (%) e 4,0U/mL de enzima em relago ao volume da fase aquosa.
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A Tabela 3.4 apresenta os valores descodificados de cada nivel utilizado.

Tabela 3.4: Valores utilizados no planejamento fatorial completo em meio organico e

enzima livre (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 +1 +1,41 0*
pH (tampaio fosfato) 5,0 5,2 6,3 6,5 5,75
Sacarose (%) 40 443 65,6 70 55

*Ponto Central

3.4.2.2. Sintese em meio aquoso para a enzima livre

Visando comparar e otimizar a conversdo da sacarose em frutooligossacarideos em
meio orgénico e aquoso, realizou-se um planejamento completo (2 ensaios com 2 pontos
axiais para cada varidvel independente e 1 ponto central para cada variavel independente
repetido 3 vezes) em meio aquoso utilizando como varidveis pH e porcentagem de
sacarose (em relacdo ao volume da fase aquosa). A temperatura utilizada foi de 45°C e
4U/mL de enzima.

A Tabela 3.5 apresenta os valores reais de cada nivel utilizado.

Tabela 3.5: Valores utilizados no planejamento fatorial completo em meio aquoso e enzima
livre (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes/Niveis  -1,41 -1 +1 +1,41 0%
pH 5,0 5,2 6,3 6,5 5,75
Sacarose (%) 40 443 65,6 70 55

*Ponto Central

Realizaram-se sinteses em triplicata fixando as condigbes de 45°C de temperatura,
4U/mL de enzima em relacdo a fase aquosa, 45% de sacarose (em relagfio ao volume da

fase aquosa) e variando o pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0.

3.4.2.3. Sintese em meio orgianico para a enzima imobilizada

Foi realizado primeiramente um planejamento fatorial fracionado envolvendo 6
varidveis, obtendo-se como resposta a maxima conversio de sacarose em
frutooligossacarideos e a produtividade. As varidveis independentes foram: temperatura,

pH, porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa), enzima(U/mL), a
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'relagéo solvente/tampéo e o estabilizante PEG (polietileno glicol) em porcentagem.

A Tabela 3.6 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado.

Tabela 3.6: Valores utilizados no planejamento fatorial fracionado 2°2 em meio orgénico e

enzima imobilizada (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 30 50 40
pH (tampaio fosfato) 5 7 6
Sacarose (%) 50 70 60
Enzima (U/mL) 4 6 5
Relacio solvente/tampao (%) 25/75 50/50 40/60
PEG (%) 0 4 2

*Ponto Central

Apds a andlise dos efeitos das varidveis deste primeiro planejamento fatorial
fracionado foi possivel selecionar 4 varidveis. Assim, realizou-se um planejamento fatorial
fracionado (24'1 com 3 repeti¢cdes no ponto central) com o intuito de verificar o efeito do
pH, da porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa), da relacdo
solvente/tampZo e da enzima na YFOSs e na produtividade. A temperatura foi fixada em
40°C e o PEG foi retirado da reagdo enzimatica.

A Tabela 3.7 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o segundo

planejamento.

Tabela 3.7: Valores utilizados no planejamento fatorial fracionado 2*! em meio organico e

enzima imobilizada (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
pH (tampio acetato) 4 6 5
Sacarose (%) 50 80 65
Enzima (U/mL) 4 6 5
Relacio solvente/tampio (%) 25/75 75125 62/38

*Ponto Central

Ap6s a andlise dos efeitos das variaveis na resposta YFOSs verificou-se que a tinica
varidvel estatisticamente significativa foi a relagdo solvente/tamp&o. Por isso, realizaram-se

sinteses em triplicata, fixando as condigdes 50% de sacarose (em relagdo ao volume da
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fase aquosa), pH 4 (tampio acetato), 4 U/mL de enzima, 40°C de temperatura e variando-se

a relag@o solvente/tampao em 60/40; 70/30; 80/20 e 90/10.

3.4.2.4. Sintese em meio aquoso para a enzima imobilizada

Visando comparar e otimizar a YFOSs em meio organico e aquoso, realizou-se um
planejamento completo (2* ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel independente e 1
ponto central para cada varidvel independente repetido 3 vezes) em meio aquoso utilizando
como variaveis pH, porcentagem de sacarose (em relagfo ao volume da fase aquosa) e
enzima. A temperatura utilizada foi de 40°C.

A Tabela 3.8 apresenta os valores reais de cada nivel utilizado.

Tabela 3.8: Valores utilizados no planejamento fatorial completo em meio aquoso e enzima
imobilizada (Cepa ATCC 16045)

Variaveis Independentes / Niveis  -1,68 -1 +1 +1,68 0*

pH 3,3 4,0 6,0 - 5,0
Sacarose(%) 40 50 80 90 65
Enzima (U/mL) 33 4,0 6,0 6,7 5,0

*Ponto Central

Realizaram-se sinteses em triplicata, fixando as condigdes de 40°C de temperatura,
pH 3,5 (tamp&o acetato), 3,3 U/mL de enzima e variando a concentragio de sacarose 40, 65

e 90% (em relagdo ao volume da fase aquosa).

3.4.3. Otimizacido da conversido da sacarose em frutooligossacarideos para a cepa

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571

O mesmo procedimento experimental utilizado para a cepa ATCC 16045 na etapa de
selegdo dos solventes foi utilizado para esta linhagem de Kluyveromyces visando a
otimizagdo de YFOSs nas diversas condigdes estudadas (livre e imobilizada em sistema

organico e aquoso).

3.4.3.1. Sintese em meio organico para a enzima livre

Foi realizado primeiramente um planejamento fatorial fracionado envolvendo 6
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variaveis (26'2 com 3 repetigbes no ponto central), obtendo-se como resposta a maxima
conversdo de sacarose em frutooligossacarideos e a produtividade. As variaveis
independentes foram: temperatura, pH, porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da
fase aquosa), enzima (U/mL) em relacdo a fase aquosa, a relagdo solvente/tampZo e o
estabilizante PEG (polietileno glicol) em porcentagem.

A Tabela 3.9 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado.

Tabela 3.9: Valores utilizados no 1° planejamento fatorial fracionado para o estudo da

sintese em meio organico e enzima livre (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 30 50 40
pH (tampao fosfato) 5 7 6
Sacarose (%) 50 70 60
Enzima (U/mL) 4 8 6
Relagdo solvente/tampio (%) 25/75 50/50 40/60
PEG (%) 0 4 2

*Ponto Central

Apo6s a analise dos efeitos das varidveis deste primeiro planejamento fatorial
fracionado foi possivel selecionar 4 variaveis. Assim, realizou-se um planejamento fatorial
fracionado (2*' com 3 repeticdes no ponto centrél) para as varidveis temperatura, pH,
porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa) e a enzima (em relagéo a
fase aquosa) na YFOSs e na produtividade sendo que o PEG foi retirado da reagéo e a
relagdo solvente/tampéo foi fixada em 25/75(%).

A Tabela 3.10 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o segundo

planejamento.

Tabela 3.10: Valores utilizados no 2° planejamento fatorial fracionado 2*") em meio

orgénico e enzima livre (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 30 50 40
pH (tampaio acetato) 4 6 5
Sacarose (%) 40 60 50
Enzima (U/mL) 4 8 6

*Ponto Central
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ApOs a andlise dos efeitos das varidveis nas respostas YFOSs e produtividade foi
possivel selecionar duas varidveis. Assim, realizou-se um planejamento fatorial completo
(2% ensaios com 2 pontos axiais para cada variével independente e 1 ponto central para cada
variavel independente repetido 3 vezes). A temperatura foi fixada em 40°C, a enzima em
4U/mL (em relagdo a fase aquosa) e a relagio solvente/tampdo em 25/75%.

A Tabela 3.11 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o terceiro

planejamento.

Tabela 3.11: Valores utilizados no planejamento fatorial completo em meio orgénico e
enzima livre (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes/Niveis  -1,41 -1 +1 +1,41 0*
pH 4,0 43 5,7 6,0 5,0
Sacarose(%) 40 443 65,6 70 55

*Ponto Central

Realizaram-se sinteses em triplicata fixando as condi¢ées de 40°C de temperatura,
4U/mL de enzima (em relagéo a fase aquosa), 25/75% de relagdo solvente/tamp3o, 55% de

sacarose (em relag@o ao volume da fase aquosa) e variando o pH 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5.

3.4.3.2. Sintese em meio aquoso para a enzima livre

Visando comparar e otimizar a YFOSs em meio orginico e aquoso, realizou-se um
planejamento completo (2° ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel independente e 1
ponto central para cada variével independente repetido 3 vezes) em meio aquoso utilizando
como variaveis pH e porcentagem de sacarose (em relagio ao volume da fase aquosa). A
temperatura utilizada foi de 40°C e 4U/mL de enzima (em relagfo a fase aquosa).

A Tabela 3.12 apresenta os valores reais de cada nivel utilizado.

Tabela 3.12: Valores utilizados no planejamento fatorial completo para a enzima livre em
sistema aquoso (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 +1 +1,41 0*
pH 4,0 43 5,7 6,0 5,0
Sacarose (%) 40 443 65,6 70 55
*Ponto Central .
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Realizaram-se sinteses em triplicata fixando as condig¢Ges de 40°C de temperatura,
4U/mL de enzima (em relagdo a fase aquosa), pH 5,0 e variando a concentragdo de

sacarose de 55 e 65% (em relagdo ao volume da fase aquosa).

3.4.3.3. Sintese em meio organico para a enzima imobilizada

Foi realizado um planejamento fatorial fracionado envolvendo 6 variaveis (262 com 3
repeticdes no ponto central), obtendo-se como resposta a maxima conversdo de sacarose em
frutooligossacarideos (YFOSs) e a produtividade. As varidveis independentes foram:
temperatura, pH, porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa), enzima
(U/mL), a relagdo solvente/tampdo e o estabilizante PEG (polietileno glicol) em
porcentagem.

A Tabela 3.13 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado.

Tabela 3.13: Valores utilizados no 12 planejamento fatorial fracionado 2°% em meio

orgénico para a enzima imobilizada (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1 +1 0*
Temperatura (°C) 30 50 40
pH (tampao fosfato) 5 7 6
Sacarose (%) 50 70 60
Enzima (U/mL) 4 6 5
Relacéo solvente/tampao (%) 25/75 50/50 40/60
PEG (%) 0 4 2

*Ponto Central

Apo6s a andlise dos efeitos das varidveis deste primeiro planejamento fatorial
fracionado foi possivel selecionar 2 varidveis para a realizagdo de um planejamento fatorial
completo (2% ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel independente e 1 ponto central
para cada variavel independente repetido 3 vezes) com o intuito de verificar o efeito da
porcentagem de sacarose (emv relagc@o ao volume da fase aquosa) e da atividade enzimaética
na YFOSs e na produtividade. A temperatura 40°C, relagdo solvente/tampdo de 25/75%,
pH 5,0 e o PEG foi retirado da reagéo.

A Tabela 3.14 apresenta os valores utilizados em cada nivel estudado para o segundo

planejamento.
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Tabela 3.14: Valores utilizados no planejamento fatorial completo para a enzima
imobilizada em meio organico NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 +1 +1,41 0*
Sacarose (%) 40 45,8 74,2 80 60
Enzima (U/mL) 4,0 4.4 6,5 7,0 5,5

*Ponto Central

Realizaram-se sinteses em triplicata fixando as condigdes de 40°C de temperatura,
5,5U0/mL enzima, relagéo solvente/tampéo de 25/75%, pH 5,0 e variando a sacarose 40, 60

e 80% (em relagdo ao volume da fase aquosa).

3.4.3.4. Sintese em meio aquoso para a enzima imobilizada

Visando comparar e otimizar a YFOSs em meio orgénico e aquoso, realizou-se um
planejamento completo (2° ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel independente e 1
ponto central para cada variavel independente repetido 3 vezes) em meio aquoso utilizando
como varidveis porcentagem de sacarose (em relagdo ao volume da fase aquosa) e enzima.
A temperatura utilizada foi de 40°C e pH 5,0.

A Tabela 3.15 apresenta os valores reais de cada nivel utilizado.

Tabela 3.15: Valores utilizados no planejamento fatorial completo para a enzima em
sistema aquoso e imobilizada (NRRL Y-7571)

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 +1 +1,41 0*
Sacarose (%) 40 45,8 74,2 80 60
Enzima (U/mL) 4,0 4,4 6,5 7,0 5,5

*Ponto Central

Realizaram-se sinteses em triplicata fixando as condi¢es de 40°C de temperatura,
5,5U/mL de enzima, pH 5,0 e variando a sacarose 40; 60 ¢ 80%. Além disso, realizaram-se
outras sinteses fixando as condi¢bes de 40°C de temperatura, 60% de sacarose, pH 5,0 e

variando a enzima 4,0; 5,5 ¢ 7,0.
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3.5. Analise Cromatografica

Foi feita através de um sistema HPLC-PAD (DIONEX) com detector eletroquimico
EDA40, sistema de bombas GP50, detector de pulso amperométrico: eletrodo de ouro,
software para aquisic¢éo e processamento de dados, pré-coluna e coluna carbopac PA100. A
pré-coluna e a coluna foram conectadas em série seguindo as condi¢Ges padréo de uso.

O critério para andlise dos agucares em HPLC-PAD € a solubilidade da fase movel. A
fase movel utilizada foi NaOH 50 mM, acetato de sddio 500 mM em NaOH 50 mM. A fase

movel foi desgaseificada durante 5 minutos com nitrogénio. O fluxo do eluente 1 mL/min.
3.5.1. Identificacdo e Quantificacio das Amostras

As amostras foram retiradas em vérios intervalos de tempo, estas foram diluidas
convenientemente, para ficar numa faixa de concentragdo de 10-100 mg/L, para assim
serem identificadas e quantificadas através de um sistema de cromatografia de ions (HPLC-
PAD), este € empregado com detector amperiometria pulsada (PAD).

Utilizou-se método desenvolvido por Santos (2002) para a identificagdo e
quantificacdo dos frutooligossacarideos. Foi construida a curva de calibragdo e para a
construcdo desta curva foram preparadas solu¢Ges padrbes de: kestose, nistose e
frutosilnistose adquiridos pela companhia japonesa Wako Dako Industries, Ltd. e glicose,
frutose e sacarose da Merck. Utilizando o software PEAKNET de aquisicdo de dados

obteve-se a curva padréo para quantificacdo das amostras.
3.6. Caracterizacao da Inulinase Livre e Imobilizada

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimética e na estabilidade
térmica, a enzima foi mantida em tampéo acetato 0,IM a pH 4,8 na presenca de trés
porcentagens de solvente acetato de butila (25, 50 e 70%). Enquanto que para o estudo de
pH 6timo variou-se o tampdo. Foram estudados dois tipos de tampdes o acetato de sodio
0,IM e o fosfato de sddio 0,05M. Para o pH de estabilidade foi escolhido o tampdo que

melhores resultados apresentou no estudo do pH 6timo.
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3.6.1. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A enzima livre e imobilizada, produzida pelas duas cepas Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus ATCC 16045 e Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, foi incubada
em tampao acetato 0,1M a pH 4,8 na presenca de trés porcentagens de solvente acetato de
butila 25, 50 e 70%, a diferentes temperaturas (30 — 700C) determinando-se a atividade

enzimatica.
3.6.2. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da inulinase livre e imobilizada foi testada incubando a enzima
em tampao acetato 0,1 M a pH 4,8 na presenga de trés porcentagens de solvente acetato de
butila 25, 50 e 70%, em diferentes temperaturas (50 — 65°C). As amostras foram retiradas
em determinados intervalos de tempo, para as medidas. O estudo foi interrompido quando
foi verificada a perda de mais de 50% da sua atividade enzimatica inicial. A partir dos
valores obtidos pode-se calcular as constantes de desativagdo térmica, a meia-vida e a
energia de desnaturagéo térmica para as diferentes temperaturas.

Graficando-se In v/vo em fungéo do tempo determina-se o valor de Kd, para cada
temperatura. Sendo Kd (constante de desativagdo da enzima) fungfio da temperatura
segundo a equacéo de Arrhenius de forma que pode-se determinar a Ed (energia de ativacdo
para reacdo de desativagdo). Para a determinagdo de Ed, grafica-se In Kd x 1/T (K),
obtendo-se uma reta correspondente a equagio de Arrhenius:

and=an-——£'—:i 3.1
RT

Sendo:

Kd = constante de desativac¢io da enzima

K = constante de proporcionalidade

Ed = energia de desativagdo enzimatica

R = constante dos gases ideais (1,987cal/(mol.K))
T = temperatura absoluta (K)

Costuma-se expressar a estabilidade térmica em termos de meia vida, a qual €
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definida como sendo o tempo necessario para perder 50% da sua atividade inicial, ou seja
v/ivo =0,5.
O tempo de meia vida (t;2) pode ser relacionado a constante de desativagdo Kd,
através da equacéo abaixo:
—1n(0,5)

" Kd G-2)

~
N~

3.6.3. Efeito do pH na atividade enzimatica

A enzima livre e imobilizada, produzida pelas duas cepas, foi incubada em diferentes
tampdes: acetato de sddio 0,1M pH (3,6 — 5,6) e fosfato de sédio 0,05M pH (5,0- 8,0), na
presenga de trés porcentagens de solvente acetato de butila 25, 50 e 70% a 50°C. Em

seguida determinou-se a atividade enzimatica pelo método DNS.
3.6.4. Estabilidade com o pH

A estabilidade da inulinase livre e imobilizada foi testada incubando a enzima no
. tampao selecionado, a partir do estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, na presenga
das trés porcentagens de solvente, durante um periodo de 24 horas a 50°C, determinando-se

as atividades enzimaticas de tempos em tempos pelo método DNS, com tamp#o acetato de
sédio 0,1M pH 4,8 a 50°C.

3.6.5. Determinacio de K, € Vinax

A determinag@o dos pardmetros cinéticos Kn € Vma, na presenca das trés
porcentagens de solvente, foram realizadas medindo-se a atividade enzimética em tamp@o
acetato de sédio 0,1M pH 4,8 em diferentes concentragdes de sacarose. As concentragdes

(g/L) de sacarose utilizadas foram: 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 35.
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3.7. Métodos Analiticos
3.7.1. Determinacio de atividade enzimatica para enzima livre

A determinagio de atividade foi realizada pela medida da velocidade inicial da
produgdo dos agucares liberados em condigdes controladas. O método consistiu na
utilizagdo de um mini-reator encamisado sob agitagdo e controle da temperatura a 50°C,
utilizou-se para isso um banho termostatizado Tecnal TE-184.

Ao reator foram adicionados 9 mL de solugdo de sacarose 2% em tamp#o acetato de
sodio 0,1M pH 4,8 e ImL de solugio enzimética convenientemente diluida. Foram retiradas
amostras de 1,0 mL nos intervalos de tempo 2, 4, 6, 8 e 10 minutos e determinou-se a

concentragéo de agiicares redutores pelo método do DNS.
3.7.2. Determinacio de atividade enzimatica para enzima imobilizada

Ao reator foram adicionados 9 mL de solugéo de sacarose 2% em tampdo acetato de
sédio 0,1M pH 4,8 e ImL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 1mL de
agua). Foram retiradas amostras de 1,0 mL nos intervalos de tempo 5, 10, 15, 20 e 25
minutos e determinou-se a concentragfo de aglicares redutores pelo método do DNS.

Uma unidade por mL de solu¢éio enzimética (U/mL) é definida como sendo a

capacidade da enzima liberar 1pumol/mL de frutose por minuto.
3.7.3. Aciicares Redutores Totais

A andlise de agucares redutores totais foi realizada pelo método do 4acido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), modificado por Costa (1986).
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4. Resultados da Otimizacdo da Conversio da Sacarose em

Frutooligossacarideos

4.1. Selecao dos solventes

As sinteses foram realizadas por 24 horas em reatores encamisados, e em cada uma
foi utilizada 60% de sacarose, 5,0 U/ml de enzima, 40% de solvente orgéanico e temperatura
de 50°C.

Cepa Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045

A partir dos resultados pode-se escolher o solvente acetato de butila (CsH;205), pois
foi o que apresentou maior convers@io da sacarose em frutooligossacarideos, 3,9% na 82
hora de sintese, enquanto que com o ciclohexano foi de 3,1% na 72 hora, com o n-heptano
foi de 2,9% na 6% hora, com o acetato de etila foi de 2,6% na 82 hora de sintese e com o
etanol foi de 0,2% na 7* hora, indicando a inativagio da enzima conforme pode ser

observado na Figura 4.1.

6 -

—— Acetato de Butila
Acetato de Etila
—— Ciclohexano

---8--- n-Heptano
—+— Etanol

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (horas)

Figura 4.1: Conversdo da sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) em meio orgénico
utilizando ciclohexano, acetato de etila, acetato de butila, n-heptano e etanol

(Sistema Orgéanico com Enzima Livre - Cepa 16045).
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Cepa Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571

A partir dos resultados pode-se escolher o solvente acetato de butila (C¢H;202), pois
foi o que apresentou maior conversdio da sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) de
6,5%, enquanto que o acetato de etila foi de 5,2%, o ciclohexano foi de 4,4% e o n-heptano

de 4,9% conforme na Figura 4.2 .

8 -
—— Acetato de Butila
Acetato de Hila
6 - ——a— Ciclohexano
g o — .8 - —n-Heptano
B4 -
O
TR
>
2
0

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (horas)

Figura 4.2: Conversdo da sacarose em frutooligossacarideos YFOSs em meio orgénico
utilizando ciclohexano, acetato de etila, acetato de butila e n-heptano (Sistema

Orgénico com Enzima Livre - Cepa 7571).
4.2. Otimizacédo da conversio da sacarose em frutooligossacarideos
4.2.1. Cepa Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045

4.2.1.1. Sistema Organico com Enzima Livre

Utilizando o solvente acetato de butila, o qual foi selecionado nos testes preliminares,
foi realizado o primeiro planejamento que foi um fracionario para avaliar o efeito das 6
varidveis (temperatura, pH, porcentagem de sacarose, enzima (U/mL), a relagdo
solvente/tampdo (em porcentagem) e o estabilizante PEG (polietileno glicol) em
porcentagem. A resposta avaliada foi definida como a maxima conversdo da sacarose em

frutooligossacarideos YFOSs (%).
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Através dos 19 ensaios realizados observa-se que a conversio variou de 1,0% a 7,2%

de acordo com as condi¢Ges da sintese, isto mostra a importancia de estabelecer condigdes

adequadas na sintese de frutooligossacarideos. Os melhores resultados atingidos foram nos

ensaios 2 e 6, com temperatura de 50°C, pH igual a 5, enzima de 4 U/mL, porcentagem de

sacarose em relagdo ao volume total (fase aquosa + fase orgénica) do reator no ensaio 2 foi

de 40% e no 6 de 50%, relagéo solvente/ tampdo (em porcentagem) no ensaio 2 de 50/50 e
no 6 de 25/75 e porcentagem de PEG no ensaio 2 de 0% e no 6 de 4%. A Tabela 4.1

apresenta a matriz do planejamento 2°2 com a resposta YFOSs.

Tabela 4.1: Matriz do planejamento experimental 2°? e a resposta YFOSs (Sistema

Orgénico com enzima livre — Cepa 16045)

Ensai T H Sacarose Enzima  Solvente/ PEG YFOSs

nsalos — oq) p (%) (UmL) Tampio (%) (%)
1 30 (-1 5(-1) 40(-1) 4 (-1) 25/75(-1) 0(-1) 3,8
2 50(+1) 5(-1) 40(-1) 4 (-1 50/50(+1) 0(-1) 5,8
3 30 (-1 7(1) 40(-1) 4 (-1) 50/50(+1) 4(+1) 2,5
4 50(+1) 7(1) 40(-1) 4 (-1 25/75(-1) 4(+1) 2,8
5 30(-1) 5(-1) 50(1) 4 (-1) 50/50(+1) 4(+1) 1,4
6 50(+1) 5(-1) 50(1) 4 (-1) 25/75(-1) 4(+1) 7,2
7 30(-1) 7(1) 50(1) 4 (-1) 25/75(-1) 0(-1) 1,4
8 50(+1) 7(1) 50(1) 4 (-1) 50/50(+1) 0(-1) 3,0
9 30(-1) 5(-1) 40(-1) 8 (D 25/75(-1) 4(+1) 4,1
10 50(+1) 5(-1) 40(-1) 8 (D) 50/50(+1) 4(+1) 3,6
11 30(-1) 7(1) 40(-1) 8 (1) 50/50(+1) 0(-1) 1,1
12 50(+1) 7(1) 40(-1) 8 (D 25/75(-1) 0(-1) 43
13 30(-1) 5(-1) 50(1) 8 (D) 50/50(+1) 0(-1) 2,0
14 50(+1) 5(-1) 50(1) g (D) 25/75(-1) 0(-1) 3,8
15 30(-1) 7(1) 50(1) 8 (1) 25/75(-1) 4(+1) 1,0
16 50(+1) 7(1) 50(1) 8 (1) 50/50(+1) 4(+1) 2,5
17 40(0) 6(0) 45(0) 6 (0) 40/60(0) 2(0) 2,97
18 40(0) 6(0) 45(0) 6 (0) 40/60(0) 2(0) 2,96
19 40(0) 6(0) 45(0) 6 (0) 40/60(0) 2(0) 2,98

A Figura 4.3 (a e b) permite uma melhor visualizagdo da conversdo da sacarose em

frutooligossacarideos ao longo das 12 horas de sintese nos 19 ensaios do planejamento

fatorial.

41



YFOSs(%)

~——ae@—Ensaio 1
~—&—Ensaio 2
ey ENsaio 3
— -3 - —Ensaio 4
——— Ensaio 5
---ji} - -Ensaio 6
———tp——Ensaio 7
e ENs 20 8

Ensaio 9

-.-9---Ensaio 0

—&—Ensaio 1

.
Tempo (horas)

(a)

Tempo (horas)

—aA—Ensaio 2
—J—Ensaio B
—¥—Ensaio 14
—e—Ensaio B
—+—Ensaio B
—8—Ensaio 7

—=— Ensaio B

—o—Ensaio ©

(b)

Figura 4.3: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os ensaios
de 1 a 11 (a) e os ensaios de 12 a 19 (b) do primeiro planejamento fatorial

(Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 16045).

A Tabela 4.2 apresenta os efeitos das varidveis, sendo que as 6 varidveis
apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre a conversdo. A temperatura foi o
efeito mais significativo estatisticamente e além disso foi o tinico efeito positivo, mostrando

que um incremento na temperatura (30°C para 50°C) conduziu a uma maior conversdo em

frutooligossacarideos.
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As outras cinco varidveis apresentaram efeitos negativos na conversio em
frutooligossacarideos. O efeito do PEG foi muito baixo indicando que n#io ha necessidade
de ser colocado na reagdo enzimética ja que a faixa estudada foi de zero a 4 por cento.
Assim pode-se verificar que o PEG néo teve nenhuma influéncia na protegio da enzima do
solvente orgénico.

O pH, a sacarose e a relagdo solvente/tampéo apresentaram efeitos negativos, ou seja
um incremento nestas 3 varidveis levaram a um decréscimo na conversdo, por isso suas
faixas foram mantidas em valores menores no préximo planejamento.

A atividade enzimatica mais adequada para a sintese indicou que deve ser fixada no
menor valor, 4 U/mL nos ensaios posteriores. Valores superiores ndo mostraram
incremento na conversio. '

A temperatura, o pH, a porcentagem de sacarose e a relagdo solvente/tampao foram
selecionadas e estudadas utilizando um planejamento fatorial fracionado 2*' com 3

repeticdes no ponto central.

Tabela 4.2: Estimativa dos efeitos para a conversdio da sacarose em frutooligossacarideos

(Sistema orgénico com enzima livre - Cepa 16045)

Efeito Desvio t2) Valor p Lim. Conf. Lim. Conf.

Padrio -95% +95%
Média 3,15 0,002 1374,43 0,000001 3,14 3,16
Temperatura (°C)* 1,96 0,005 393,50 0,000006 1,94 1,98
pH* -1,64 0,005 -328,50 0,000009 -1,66 -1,62
Sacarose (%)* -0,74 0,005 -148,00 0,000046 -0,76 -0,72
Enzima (U/mL)* -0,70 0,005 -140,50 0,000051 -0,72 -0,68
Solvente/Tampao(%)* -0,80 0,005 -161,00 0,000039 -0,82 -0,78
PEG (%)* -0,03 0,005 -7,00 0,019804 -0,05 -0,01

*fatores estatisticamente significativos

Resultados do Segundo Planejamento Fatorial

Os resultados deste planejamento mostraram que a conversdo da sacarose em
frutooligossacarideos foi abaixo dos valores obtidos no primeiro planejamento. Isto por

causa da mudanga do tampdo de fosfato para o acetato. No entanto, foi til para melhor
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definir o procedimento de sintese. A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento 2*!

com a resposta YFOSs.

Tabela 4.3: Matriz do planejamento experimental 2*! e resultados de YFOSs (Sistema
Organico com enzima livre — Cepa 16045)

Ensaios oT pH Sacarose  Solvente/Tampiao YFOSs

O (%) (%) (%)
1 40(-1) 3,8(-1) 30(-1) 0/100(-1) 2,5
2 60(+1)  3,8(-1)  30(-1) 25/75(+1) 2,0
3 40(-1)  5,8(+1) 30(-1) 25/75(+1) 33
4 60(+1)  5,8(+1) 30(-1) 0/100(-1) . 2,8
5 40(-1) 3,8(-1) 50(+1) 25/75(+1) 2,8
6 60(+1)  3,8(-1) 50(+1) 0/100(-1) 3,0
7 40(-1)  5,8(+1) 50(+1) 0/100(-1) 4,3
8 60(+1)  5,8(+1) 50(+1) 25/75(+1) 2,8
9 50(0) 4,8(0) 40(0) 14/86(0) 2,6
10 50(0) 4,8(0) 40(0) 14/86(0) 2,7
11 50(0) 4,8(0) 40(0) 14/86(0) 2,5

A Figura 4.4 permite uma melhor visualizagdo da conversdo da sacarose em
frutooligossacarideos ao longo das 12 horas de sintese nos 11 ensaios do planejamento

fatorial.

«--@---Ensaio 1
---Q---Ensaio 2
5 4 —a&—Ensaio 3
—fi—Ensaio 4
—8—Enszio 5
— -© . —Ensaio 6
———+——Ensaio 7
—a——Ensaio 8
e Ensaio 9
——&——Ensaio 10
B | —&—Ensaio 1l

4 6
Tempo (horas) 8 J

Figura 4.4: Acompanhamento da conversdo da sacarose em frutooligossacarideos ao longo
das 12 horas de sintese para os 11 ensaios do segundo planejamento fatorial

(Sistema Orgéanico com enzima livre — Cepa 16045).
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Resultados do Terceiro Planejamento Fatorial

Os melhores resultados de YFOSs atingidos ocorreram nos ensaios 1 a 4, com
temperatura de 40°C e 50°C, pH igual a 5,0 e 6,5, sacarose em 50% e a relagdo
solvente/tamp#o foi de 0/100 e 25/75. A Tabela 4.4 apresenta a matriz do planejamento 2*

! com as respostas YFOSs e produtividade.

Tabela 4.4:Matriz do planejamento experimental 2*' e resultados de YFOSs e

produtividade (Sistema Organico com enzima livre — Cepa 16045)

Ensaios T pH Sacarose Solvente/Tampao YFOSs  Produtividade
(Y] (%) (%) () (g/(L.h)
1 40(-1) 5,0(-1) 50(-1) 0/100(-1) 11,0 6,2
2 50(+1) 5,0(-1) 50(-1) 25/75(+1) 10,2 12,5
3 40(-1) 6,5(+1) 50(-1) 25/75(+1) 10,2 5,8
4 50(+1) 6,5(+1) 50(-1) 0/100(-1) 10,4 5,8
5 40(-1) 5,0(-1) 80(+1) 25/75(+1) 8,1 6,6
6 50(+1) 5,0(-1) 80(+1) 0/100(-1) 7,5 6,6
7 40(-1) 6,5(+1)  80(+1) 0/100(-1) 53 4,4
8 50(+1) 6,5(+1)  80(+1) 25/75(+1) 6,5 8,8
9 45(0) 5,7(0) 65(0) 14/86(0) 9,8 6,3
10 45(0) 5,7(0) 65(0) 14/86(0) 9,5 6,1
11 45(0) 5,7(0) 65(0) 14/86(0) 9,6 6,3

A Figura 4.5 permite uma melhor visualizagdo da conversdo da sacarose em
frutooligossacarideos ao longo das 10 horas de sintese nos 11 ensaios do planejamento

fatorial.
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Figura 4.5: Acompanhamento da conversdo da sacarose em frutooligossacarideos ao longo
das 10 horas de sintese para os 11 ensaios do terceiro planejamento fatorial

(Sistema Orgéanico com enzima livre — Cepa 16045).

A Tabela 4.5 apresenta os efeitos das variaveis sobre YFOSs (%) e produtividade.
Dentro das faixas estudadas apenas 2 apresentaram efeitos estatisticamente significativos
sobre a converso da sacarose em frutooligossacarideos. O pH e a porcentagem de sacarose
foram significativas mostrando que um incremento nos seus valores provocam a
diminui¢do dos frutooligossacarideos, por isso no préximo planejamento a faixa da
porcentagem de sacarose foi diminuida e o valor do pH foi mantido em 5,0.

O efeito da temperatura na conversio da sacarose em frutooligossacarideos foi baixo
e ndo foi estatisticamente significativo, mostrando que dentro da faixa estudada (40 a 50°C)
este pardmetro ndo afeta a conversio em frutooligossacarideos. Este dado € muito
interessante para informagGes da robustez do processo quando se deseja implementar um
controle de temperatura numa produgéo industrial.

Para a conversdo da sacarose em frutooligossacarideos a relagdo solvente/tamp&o néo
apresentou efeito estatisticamente significativo. No entanto, verifica-se que o tempo que se

atinge os niveis méaximos de conversdo variam conforme as condigdes dos ensaios, ou seja
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afeta a produtividade do processo.

Para a produtividade verifica-se que as 4 varidveis apresentam efeitos
estatisticamente significativos sobre esta resposta. O pH e a porcentagem de sacarose,
mostraram também efeito negativo como na conversio da sacarose em
frutooligossacarideos, por isso no préximo planejamento a faixa da porcentagem de
sacarose foi estudada em valores inferiores.

Quanto ao efeito da temperatura sobre a produtividade, 0 mesmo comportamento em
relacdo a conversd@o da sacarose em frutooligossacarideos foi observado. Assim, a
temperatura de sintese foi fixada em 45°C para os ensaios realizados no planejamento
completo.

No caso da relagdo solvente/tamp@o, como descrito acima, o solvente orgénico
acelerou a conversio como pode ser observado na Tabela 4.5 dos efeitos para a

produtividade, por isso foi fixada a relacéo solvente/tampdo em 25/75.

Tabela 4.5: Estimativa dos efeitos para a conversdo da sacarose em frutooligossacarideos

YFOSs e para a produtividade (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa

16045)
YFOSs Produtividade
(%) (g/(L.h))
. Desvio . Desvio
Efeito Padrio t(2) Valorp Efeito padrio t(2) Valorp
Média 89* 0,056 158,21 0,00004 6,88* 0,037 185,8 0,00002
Temperatura(°’C) -,0075 0,132 -0,056 0,960 2,65* 0,086 30,5 0,0010
pH -1,05* 0,132 -798 0,015 -1,75*% 0,086 -20,1 0,0024
Sacarose (%) -3,59* 0,132 -27,15 0,0013 -1,00* 0,086 -11,5 0,0073

Solvente/Tampdo 0,22 0,132 1,67 0,235 2,70* 0,086 31,0 0,0010

*fatores estatisticamente significativos

Resultados do Quarto Planejamento Fatorial

Assim, apés os 3 planejamentos fracionarios anteriores um planejamento completo
foi realizado para o pH (5,0 a 6,5) e sacarose (40 a 70%) para a otimiza¢do dos YFOSs
sendo que as condi¢Ges de enzima foram de 4U/mL, a temperatura de 45°C, a relagéo

solvente/tamp&o em 25/75%.
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Na Tabela 4.6 encontram-se os resultados para a conversdo que ocorreram nos

ensaios 9,10 e 11,0u seja nos 3 pontos centrais com o pH em 35,7 e a sacarose em 55%.

Tabela 4.6: Resultados do planejamento fatorial no estudo do pH e da sacarose (%)

na resposta YFOSs (Sistema Organico com enzima livre — Cepa 16045)

Ensaios pH Sacarose (%) YFOSs (%)
1 5,2(-1) 44.3(-1) 8,4
2 6,3(+1) 44.3(-1) 9,3
3 5,2(-1) 65,6(1) 9,6
4 6,3(+1) 65,6(1) 83
5 5,0(-1,41) 55(0) 9,3
6 6,5(+1,41) 55(0) 11,4
7 5,7(0) 40(-1,41) 8,5
8 5,7(0) 70(+1,41) 7,2
9 5,7(0) 55(0) 13,2
10 5,7(0) 55(0) 13,5
11 5,7(0) 55(0) 13,9

A Figura 4.6 permite uma melhor visualizagio da conversdo da sacarose em

frutooligossacarideos ao longo das 12 horas de sintese nos 11 ensaios do quarto

planejamento fatorial completo.
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YFOSs (%)
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o | —+— Ensaio 7
——#— Ensaio 8

Ensaio 9
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Figura 4.6: Acompanhamento da conversdo da sacarose em frutooligossacarideos ao longo

das 12 horas de sintese nos 11 ensaios do planejamento completo (Sistema

Organico com enzima livre — Cepa 16045).
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Na Figura 4.7 encontram-se os valores de conversdo de sacarose e produgdo de
glicose e frutose durante as 12 horas de sintese referentes ao décimo primeiro ensaio do
planejamento completo, ou seja um dos pontos centrais o que apresentou maior conversdo
em frutooligossacarideos de 14%. A concentragdo de glicose se manteve acima da
concentracdo da frutose em funcdo de que esta foi utilizada na formagdo dos

frutooligossacarideos, ou seja foi transferida para a sacarose produzindo assim os

frutooligossacarideos.
600
y — - & - =Glicose (gL)
500 - —=a— Frutose (g/L)
~——— Sacarose (g/L)
400 -
o
k)
300 4
AL A
200 . - SN
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,- —— . ~
100 4 ) K3 A
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Tempo (horas)

Figura 4.7: Concentragdes de glicose, frutose e sacarose (g/L) correspondentes a sintese de
12 horas do ensaio 11 do quarto planejamento fatorial completo (Sistema

Organico com enzima livre — Cepa 16045).

Analisando-se a Tabela 4.7 de andlise de varidncia (ANOVA) verifica-se que o
coeficiente de correlagdio € de 0,95, e que o F calculado é bastante superior ao F tabelado
para 5% de significancia. Assim foi possivel obter o modelo quadratico codificado
(equagdo 4.1) que representa o comportamento da converséo em frutooligossacarideos em
porcentagem, utilizando 4U/mL de enzima, uma relagdo solvente/tampdo de 25/75(%) e
temperatura de 45°C, dentro de uma determinada faixa estudada de pH (5,0 a 6,5) e
porcentagem de sacarose (40 a 70%) em relagdo a fase aquosa. Os pardmetros
estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados a falta de
ajuste. O modelo ¢ adequado para descrever a superficie de resposta de conversdo em

frutooligossacarideos (YFOSs), apresentado pela equagéo 4.1.
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YFOSs (%) =13,53 - 1,63 pH2 -2,89 (%sacarose)2 4.1)

Tabela 4.7: Analise de varidncia para a conversdo em frutooligossacarideos (Sistema

Orgénico com enzima livre — Cepa 16045)

Somas de Grausde Quadrados

Quadrados liberdade  Médios T caiculado

Fontes de Variacao

Regressao 50,84 2 25,42 42,01
Residuos 4,84 8 0,605

Falta de ajuste 4,60 6

Erro puro 0,24 2

Total 55,68 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro

Foos,2;8 = 4,46

Coeficiente de correlagéo: R = 0,95

Apbs as andlises estatisticas, o modelo para a conversdo em frutooligossacarideos foi
entdo utilizado para construir a superficie de resposta. Através da analise da Figura 4.8 (a)
superficie de resposta e (b) curvas de contorno verifica-se que, a convers@o da sacarose em
frutooligossacarideos atingiu a produgfo maxima ao redor de 14% onde tanto os valores

para a porcentagem de sacarose quanto para o pH encontram-se no ponto central.

Sacatose (%}

pH

(a) (b)

Figura 4.8: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a conversao da sacarose

em frutooligossacarideos em fungdo do pH e da porcentagem de sacarose em relagdo a fase

aquosa (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 16045).
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4.2.1.2. Sistema Aquoso com Enzima Livre

Objetivando a comparagdo da sintese em meio organico € aquoso € com base nos
resultados anteriores, foi realizado um planejamento completo igual ao da Tabela 4.6,

porém sem adi¢do do solvente. Os resultados se encontram na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Resultados do planejamento fatorial no estudo do pH e da sacarose nas

respostas YFOSs e produtividade (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa

16045).
YFOSS.(%) 12:::;::) Pr0(.i. DesYio
Ensaios pH Sacarose YFOSs predito do Prod. predita relativo
(%) (%) pelo YFOSs (g/(L.h)) pelo da
(V)
modelo (%) modelo Prod.(%)
1 52(1) 443(-1) 95 9,8 -3,1 8,5 9,0 -6,7
2 6,3(+1) 443(1) 107 11,0 -2,8 7,8 8,0 -3,4
3 52(1) 656(H1) 85 8,4 0,4 6,3 6,6 -5,8
4 6,3(+1) 656(+1) 9,6 9,6 -0,6 6,3 5,6 10,0
5 5,0(-1,41) 55(0) 9,3 9,3 -0,5 8,3 7,6 7,9
6 6,5(+1,41) 55(0) 11,0 11,0 -0,4 6,1 6,2 -2,0
7 5,75(0) 40(-1,41) 10,6 10,2 36 103 9,4 7,9
8 575(0) 70(+1,41) 8,2 83 -1,4 5,8 6,0 -5,0
9 5,75 (0) 55 (0) 10,4 10,2 1,9 5,8 5,6 34
10 5,75 (0) 55 (0) 10,0 10,2 -2,0 54 5,6 -3,7
11 5,75 (0) 55 (0) 10,5 10,2 2,8 5,7 5,6 1,7

Sendo Prod. = Produtividade

A Figura 4.9 permite uma melhor visualiiagﬁo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 4.9:Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11 ensaios
do planejamento fatorial completo (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa

16045).

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regresséo de um
modelo de 22 ordem e verificar a validade dos mesmos através da analise de varidncia
(ANOVA) que est4 apresentada na Tabela 4.9. Verificou-se que para o modelo codificado,
o coeficiente de correlagdo foi de 0,96 e 0,95 e que o F calculado € 8 e 3,3 vezes superior
ao F tabelado para 5% de significAncia para as respostas YFOSs e produtividade,
respectivamente. Assim foi possivel obter os modelos quadraticos codificados (equagdes
4.2 e 4.3) que representam o comportamento de YFOSs e da produtividade em meio
aquoso, utilizando 4U/mL de atividade enzimatica, e 45°C de temperatura, dentro de uma
determinada faixa estudada de pH e porcentagem de sacarose. Os pardmetros
estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados a falta de
ajuste. Os modelos sdo adequados para descrever as superficies de resposta de YFOSs e

produtividade apresentados pelas equagdes 4.2 ¢ 4.3.
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Tabela 4.9: Anélise de variancia para YFOSs e produtividade (Sistema aquoso com enzima

livre — Cepa 16045)

Somas de Graus de Quadrados F calculado
Fontes de Quadrados liberdade Médios
variacao YFOSs Pr.oduti- YFOSs Pr-oduti- YFOSs Pr.oduti— YFOSs Pr.oduti-

vidade vidade vidade vidade

Regressao 7,8 22,2 3 4 2,6 5,5 35,0 15,0
Residuos 0,5 2,2 7 6 0,07 0,36
Falta de 0,4 2,1 5 4
Erro 0,1 0,1 2 2
Total 8,4 24,4 10 10
Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
YFOSs: Foos,37 =4,35  Coeficiente de correlagio: R = 0,96

Produtividade: Fggos,46=4,53 Coeficiente de correlagio: R = 0,95

YFOSs(%) = 10,2 +0,6 pH — 0,67(%sacarose)-0,47 (Yosacarose)’ 4.2)

Produtividade(g/(L.h)) = 5,6—0,5pH+0,67(pH)2—1,2(%sacarose)+1,1 (Yesacarose)’ 4.3)

Verificou-se que os valores preditos pelo modelo codificado foram bastante coerentes
com os experimentais e os desvios individuais de cada ensaio sdo menores que 10%. Isto ja
era de se esperar pelos resultados obtidos na ANOVA.

O modelo para YFOSs e para a produtividade foram utilizados para construir as
superficies de resposta e as curvas de contorno (Figura 4.10 e Figura 4.11). Verifica-se que,
os valores maximos obtidos para YFOSs correspondem a concentragéo de sacarose na faixa
entre 40 a 50% enquanto que o aumento do pH indicou um aumento na conversdo em
frutooligossacarideos. Para melhor verificar este efeito do pH, realizaram-se testes em

triplicata nos valores superiores aos estudados e iguais a 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0.
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Figura 4.10: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a YFOSs (%) em fungéo

do pH e da sacarose (%)(Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa 16045).
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Figura 4.11: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a produtividade em fungéo

do pH e da sacarose (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa 16045).

Assim 4 sinteses em triplicata (o, B, x)? utilizando condi¢des diferentes para o pH
tampdo fosfato 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0, foram realizadas a temperatura 45°C, 45% de sacarose,
4U/mL de enzima.

Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD”, segundo O*Mahony, (1986) baseado na
diferenca entre as médias para verificar se existe diferenga significativa entre as condigdes
estudadas. A Tabela 4.10 apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio

padrio referentes a cada tratamento e a Figura 4.12 apresenta os resultados de YFOSs e
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produtividade em fungdo do pH utilizando o tampdo fosfato de sédio para uma melhor

visualizagéo.

Tabela 4.10: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

ensaio (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa 16045).

Ensaios YFOSs(%) Mé dia™ Desvio Produtividade Meédia™ Desvio

Padriao (g/(L.h)) Padrio
1a. (6,5)* 12,7 13,9
1B (6,5)* 11,6 11,9° 0,7 13,1 13,4° 0,4
1%, (6,5)* 11,4 13,2
20 (7,0)* 4,8 5,2
2B (7,0)* 5,1 52° 0,4 5,7 5,7° 0,5
2 (7,0)* 5,7 6,3
3a (7,5)* 7,3 7,8 .
3B (7,5)* 8,0 7,7° 0,3 9,3 8,7° 0,7
3y (7,5)* 7,8 8,9
40 (8,0)* 7,0 3,7
4B (8,0)* 6,5 6,9 0,4 3,8 3,98 0,2
4y (8,0)* 7,3 42
a, B, x: Séo as triplicatas
* Valores de pH

"Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p< 0,05) pelo teste de Tukey. '

o —&— YFOSs (%)
j 12 4 —B— Produtividade (g/(L.h))
= @
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Figura 4.12: Valores médios de YFOSs (%) e produtividade (g/(L.h)) em fungdo do pH
utilizando tamp&o fosfato de sodio (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa
16045).

55



Verificou-se através do teste de Tukey que existe diferenca estatisticamente
significativa entre os pHs versus YFOSs a ndo ser entre os pHs 7,5 e 8 que néo verificou-se
diferenca significativa.

Por outro lado em relagdo a resposta produtividade verificou-se diferenca
estatisticamente significativa a 5% de significancia entre todos os pHs. O pH ideal para a
sintese foi 6,5, para ambas as respostas, acima deste valor ocorreu um decréscimo em

ambas as respostas.

4.2.1.3. Sistema Organico com Enzima Imobilizada

Primeiro Planejamento Fatorial Fracionado (26'2)

A mesma metodologia anterior para otimizar o processo para a enzima livre foi
adotada para a enzima imobilizada em meio organico. Foi realizado primeiramente um
planejamento fraciondrio para avaliar o efeito das 6 varidveis (temperatura, pH,
porcentagem de sacarose, enzima (U/mL), a relag@o solvente/tampéo (%) e o estabilizante
PEG (%), nas respostas YFOSs e produtividade.

A Tabela 4.11 apresenta a matriz do planejamento 252 com as respostas YFOSs e
produtividade.

Pode-se observar que dentre os 19 ensaios realizados em condigdes distintas a YFOSs
variou de 9,4 a 15,2% de acordo com as condigdes da sintese. Verificou-se que a converséo
de 15,2% foi atingida no ensaio 6, com temperatura de 50°C, pH igual a 5, enzima de 4

U/mL, 70% de sacarose, relagdo solvente/ tampdo de 25/75 e 4% de PEG.
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Tabela 4.11: Matriz do planejamento e as respostas YFOSs e produtividade (Sistema

Orgénico com enzima imobilizada — Cepa 16045).

Sacarose Enzima  Solvente/ PEG YFOSs P‘:;?i(lgtel-
(%) . (U/mL) tampao (%) (%) (g/(L.h))
30(-D) 5¢-1) 50C1)  4(I)  25/75¢D) 0CD) 118 150
S0(HD) 5(-1) S0(1)  4(-1)  S50/50(+1) O(-1) 135 165
30-) 7(1)  S0(1)  4(-1)  S050(+1) 4(+1) 1.6 7.6
S0(+1) 7(1)  50(-1)  4(-1)  2575(-1) 4(+1) 109 93
30-1) 5-1)  70(1)  4(-1)  S050(+1) 4(+1) 146 172
SO(HD) 5(-1)  70(1)  4(-1)  25/75(-1) 4(+1) 152 13.0
30(-1) 7)) 70(1) 41 2575¢-1) OC-1) 113 201
SO+D) 7(1)  70(1) A1) S0/50(+1) O(-1) 124 147
30(-1) 5-1) 50-1)  6(1)  25/75(-1) 4(+1) 113 9,5
10 50(+1) 5¢-1) 50-1)  6(1)  S0/50(+1) 4(+1) 115 9,8
11 30¢-1) 7(1) S0-1)  6(1)  S0/50(+1) 0¢1) 122 157
12 50(+1) 7(1) S0C-1)  6(1)  2575¢1) OCl) 94 123
13 30(-1) 5-1)  70(1)  6(1)  50/50+1) 0¢-1) 137 160
14 50(+D) 5(-1)  70(1)  6(1)  2575¢-1) OC1) 106 127
15 30-1) 7(1)  701)  6(1)  2575(-1) 4(+1) 126 112
16 50+1) 7(1)  70(1) 6(1)  50/50(+1) 4(+1) 13.8 158
17 400) 6(0) 60(0)  5(0)  40/6000) 2(0) 125  12.8
18 4000) 6(0) 60(0) 5(0) 40/60(0) 2(0) 12,7 13,2
19 40(0) 6(0) 60(0) 5(0) 40/60(0) 2(0) 11,5 11,4

Ensaios T (°C) pH

O QGO A N AW =

A Figura 4.13 (a e b) permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12

horas de sintese nos 19 ensaios do planejamento fatorial.

18 - Ensaio 1
~————Ensaio 2
—a— Ensaio 3
~——8——Ensaio 4
—}—Ensaio 5
———8——Ensaio 6
e Ensaio 7
‘ ——-A—Ensaio.a
---A---Ensaio 9

—&——Ensaio 0

10 12

4 6 8
Tempo (horas)

(a)

57



~—t— Ensaio 11
—8—Ensaio 2
—a&—Ensaio B
—A—Ensaio ¥
—jli—Ensaio
—e—Ensaio B
—6—Ensaio 7
—¥—Ensaio B
Ensaio B

Tempo (horas)

(b)
Figura 4.13: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os ensaios
de 1 a 10 (a) e os ensaios de 11 a 19 (b) do primeiro planejamento fatorial

(Sistema Orgénico com enzima imobilizada — Cepa 16045).

A Tabela 4.12 apresenta os efeitos das varidveis sendo que a porcentagem de sacarose
apresentou efeito estatisticamente significativo a 5% de significancia e positivo, indicando
que ao passar de 50 para 70% de sacarose ocorreu um aumento nas respostas YFOSs e na
produtividade, por isso a faixa estudada foi deslocada para niveis superiores que foram de
50 a 80%. Enquanto que o PEG ndo foi estatisticamente significativo para a conversdo da
sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) e teve um efeito negativo e significativo para a
produtividade indicando que sua presenga néo favoreceu nenhuma das respostas desejadas,
podendo ser eliminado da reagfo, ja que o nivel —1 estudado correspondia a zero por cento
de PEG.

O efeito da temperatura ndo foi estatisticamente significativo, por isso foi fixada em
40°C na continuidade dos estudos. O pH foi estatisticamente significativo a 10% de
significincia apresentando efeito negativo indicando que ao passar de 5 para 7 ocorreu uma
diminui¢so na conversio YFOSs, por isso os niveis de estudo foram deslocados para niveis
inferiores de 4 a 6.

A faixa da sacarose foi deslocada para valores superiores, enquanto que a

concentragdo da enzima apesar de ndo ter sido estatisticamente significativa, sua faixa foi
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mantida a mesma pois poderia nfo haver enzima suficiente para atuar na sacarose. A

relagdo solvente/tamp@o apresentou efeito significativo a 6% de significancia e positivo,

indicando que ao passar de 25/75 para 50/50 ocorreu um aumento na conversio YFOSs

por isso sua faixa estudada foi deslocada para niveis superiores que foram de 25/75 a 75/25.

Tabela 4.12: Estimativa dos efeitos para YFOSs e produtividade (Sistema Orgénico com

enzima imobilizada — Cepa 16045)

YFOSs(%) Produtividade(g/(L.h))

Efeito 1‘3:;:’:(’) 12 VAT preito [1))3:;3 t) Yalor

Média 123 0,15 81,24 00001 133 021 6094 0,0002
Temperatura °C) -02 032 0,69 0559 -1,0 047 212 0,166
pH 09% 032 292 0099 -03 047 -077 0521
Sacarose (%) 1,5* 0,32 451 0045 31* 047 657 0,022
Enzima (U/mL)  -0,8 0,32 238 0139 -13 047 273 0112
Solvente/Tampdo 12** 0,32 3,82 0062 12 047 266 0116
PEG 08 0,32 252 0,127 37* 047 774 0,016

“fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

** fatores estatisticamente significativos (0,05<p<0,10)

Assim, o pH, a porcentagem de sacarose, a enzima (U/mL) e a relacdo

solvente/tampdo foram selecionadas e estudadas utilizando um planejamento fatorial

fracionado 2*"! com 3 repeti¢des no ponto central.

Resultados do segundo planejamento fatorial fracionado (24'1)

A Tabela 4.13 apresenta a matriz do planejamento 2! com as respostas YFOSs e

produtividade. Pode-se observar que os resultados atingidos foram melhores que os do

planejamento 252,
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Tabéla 4.13: Matriz do planejamento experimental 2*' e resultados de YFOSs e

produtividade (Sistema Organico com enzima imobilizada — Cepa 16045).

. Sacarose Enzima Solvente/ YFOSs Produtividade
Ensaios pH

(%) (U/mL) Tampio (%) (%) (g/(L.h))
1 4-1) 50(-1) 4(-1) 25/75(-1) 16,9 8,5
2 6(+1)  50(-1) 4-1)  75125(+1) 17,5 14,9
3 4-1)  80(+1) 4-1)  75125(+1) 19,5 40,2
4 6(+1)  80(+1) 4(-1) 25/75¢-1) 16,9 13,3
5 4-1) 50(-1) 6(+1)  75/25(+1) 192 24,7
6 6(+1)  50(-1) 6(+1)  25/75¢-1) 17,5 14,4
7 4-1)  80(+1) 6(+1)  25/75(-1) 17,6 17,7
8 6(+1)  80(+1) 6(+1)  75125(+1) 18,8 25,4
9 5(0) 65(0) 5(0) 62/38(0) 17,6 28,1
10 5(0) 65(0) 5(0) 62/38(0) 17,2 28,3
11 5(0) 65(0) 5(0) 62/38(0) 16,7 27,6

A Figura 4.14 permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial.
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Figura 4.14: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11
ensaios do terceiro planejamento fatorial (Sistema Orginico com enzima

imobilizada — Cepa 16045).
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A Tabela 4.14 apresenta os efeitos das varidveis sobre a YFOSs e produtividade.
Dentro das faixas estudadas apenas a relagdo solvente/tampdo apresentou -efeito
estatisticamente significativo e positivo na resposta YFOSs, indicando que um incremento
nos seus valores provocou o aumento da convers3o. Enquanto que na resposta
produtividade todas as varidveis foram estatisticamente significativas.

O pH néo foi estatisticamente significativo para YFOSs e teve um efeito negativo e
significativo para a produtividade por isso foi fixado na condigéo inferior pH 4, a qual
apresentou menor risco de contaminag¢do microbiana.

A porcentagem de sacarose e a enzima (U/mL) ndo foram estatisticamente
significativas para YFOSs e tiveram efeito positivo e significativo para a produtividade,
mas foram fixadas na condigdo inferior de 50% de sacarose e 4 U/mL em fun¢io do menor

custo.

Tabela 4.14: Estimativa dos efeitos para YFOSs e produtividade (Sistema organico com

enzima imobilizada — Cepa 16045)

YFOSs(%) Produtividade (g/(L.h))
Efeito Il’):;:;()) t(2) Valor p Efeito ll))ae ;:;; t(2) Valorp
Média 17,8 0,13 134,60 0,00005 22,1 0,12 180,77 0,00003
pH | -0,6 031 -2,00 0,182 -57* 028 -20,1 0,002
Sacarose(%) 0,4 0,31 1,28 0,328 8,5* 0,28 29,62 0,001
Enzima (U/mL) 0,6 0,31 1,80 0,198 1,3* 0,28 4,51 0,045

Solvente/Tampdo(%) 1,5* 0,31 4,86 0,039 12,8* 028 44,71 0,0005

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Assim 4 sinteses em triplicata (o, B, ), utilizando condigdes diferentes da relagéio
solvente/tampd@o (60/40; 70/30; 80/20 e 90/10), foram realizadas a temperatura 40°C, pH 4,
50% de sacarose e 4U/mL de enzima.

Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” para a diferenga entre médias para
verificar se existe diferenca significativa entre as condi¢des estudadas. A Tabela 4.15
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrio referentes a cada

ensaio ¢ a Figura 4.15 apresenta os resultados obtidos para melhor visualizagio. Tanto a
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resposta de YFOSs como a produtividade foram favorecidas pelo aumento da relagio
solvente/tampdo até 75/25 e sofreram uma queda apés este valor.
Tabela 4.15: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrio referentes a cada

ensaio (Sistema Orgénico com enzima imobilizada — Cepa 16045).

Ensaios  YFOSs(%) Média™" l’,’:g:;‘(’) P ”zg;'(;m‘l‘)’;‘de Média"™* 1‘,):;;’:(’)
1o, (60/40)* 11,0 71
1B (60/40)* 91 10,1° 096 58 6.4° 0,6
1y (60/40)* 103 6,5
20 (70/30)* 14,0 12,1
2B (70/30)F 122 12,60 12 9,7 10,5¢ 1,4
2 (7030 11,7 9,7
(75/25)** 17,5 15,0
(75/25)** 19,5 18,7° 1,0 402 26,60 127
(75/25)** 19.2 247
30 (8020 16,6 13,6
3B (80/20)* 173 16,8 038 14,8 141 06
3y (8020 16,6 14.0
40 (90/10)* 8,0 10,4
48 (90/10)* 7.1 730 062 8,5 9,0° 1
4y (90/10)* 6,8 8.3

o, B, %: Sdo as triplicatas

*  Relagdo solvente/tampdo (%) -

™ Resultados dos ensaios 2, 3 e 5 do planejamento 2*' com uma relagéo solvente/tampao de 75/25 (%).

*** Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p< 0,05) pelo

teste de Tukey.
30 -
—&— YFOSs (%)
= 2
j —&— Produtividade (g/(L.h))
x
%" §, 20 -+
~ @
£4
EE ]
s >
2 104
-™
C
5 -
0 , . . , , \
60 65 70 75 80 85 9%
Solvente (%)

Figura 4.15: Valores médios de solvente (%) versus YFOSs (%) e produtividade (g/(L.h)),

(Sistema Orgéanico com enzima imobilizada — Cepa 16045).

62



Para YFOSs(%), verificou-se através do teste de Tukey que existe diferenca
estatisticamente significativa entre as relagdes solvente/tampdo com exce¢do das relagdes
de 75/25 e 80/20(%) em que ndo existiu diferenca a 5% de significAncia. Na resposta
produtividade também verificou-se que entre as relagdes solvente/tampéo de 75/25 e 80/20
ndo existiu diferenga estatisticamente significativa a 5% de significAncia. A relagdo
solvente/tampédo ideal para a sintese foi de 75/25(%), para ambas as respostas, acima ou

abaixo deste valor ocorreu um decréscimo tanto na produtividade quanto em YFOSs.

4.2.1.4. Sistema Aquoso com Enzima Imobilizada

Na Tabela 4.16 encontram-se os resultados do planejamento fatorial no estudo do
pH, da sacarose e da enzima nas respostas maxima conversio da sacarose em
frutooligossacarideos (YFOSs) e na produtividade.

Tabela 4.16:Resultados do planejamento fatorial no estudo do pH, da porcentagem de
sacarose € da enzima nas respostas YFOSs e produtividade, (Sistema Aquoso

com enzima imobilizada — Cepa 16045).

YFOSs Prod.
. (%)  Desvio (g/(L.h)) Desvio
Ensaios pH Sac;rose El?/zu;a Yl*;?Ss predito YFOSs l/)r]:)i predito prod.
(%) (U/mL) (%) pelo (%) (g( .h)) pelo (%)
modelo modelo
1 4 (-1) 50 (-1) 4(-1) 11,5 10,6 7,8 6,3 9,0 -42,9
2 6(+1) 50(-1) 4(-1) 13,7 12,0 12,4 10,8 7,8 27,8
3 4(-1) 80(+1) 4(-1) 15,7 12,6 19,7 15,3 13,4 12,4
4 6(+1) 80(+1) 4(-1) 14,9 14,0 6,0 19,8 20,6 -4,0
5 4(-1) 50(-1) 6(+1) 81 7,6 6,2 53 5,2 1,9
6 6(+1) 50(-1) 6(+1) 8,7 9,0 34 5,4 8,0 -48,1
7 4(-1) 80(+1) 6(+1) 10,1 9,6 5,0 7,8 9,6 -23,1
8 6(+1)  80(+1) 6(+1) 11,2 11,0 1,8 24,9 20,8 16,5
9 3,3(-1,68)  65(0) 5(0) 2,0 4,3 -113,3 3,2 1.8 43,8
10 6(1)* 65(0) 5(0) 6,5 7,6 -16,9 5,2 8,5 -63,5
11 5(0) 40(-1,68) 5(0) 11,0 11,9 -8,6 3,8 2,4 35,7

12 5(0)  90(+1,68)  5(0) 13,9 15,3 -10,1 15,4 16,9 -9,7
13 5(0) 65(0) 3,3¢-168) 12,4 15,3 -23,4 19,8 20,2 -2,1

14 500)  650) 6,7+1,68 10,7 103 4,1 17,6 172 23
15 50)  650)  5(0) 7,7 7.7 0,0 6,3 6,0 4,8
16 50)  650)  50) 8,8 77 125 7,0 6,0 14,3
17 50)  650) 500 7,9 7,7 2,5 6,4 6,0 6,3

Sendo Prod. = Produtividade .
* Nao foi possivel utilizar o nivel +1,68 para o pH utilizando o tamp#o fosfato, pois sua faixa ndo permite.
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A maior conversdo de sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) ocorreu no ensaio
3 com o pH (tamp3o acetato) em 4,0, 80% de sacarose e 4 U/mL de atividade enzimaética e
a maior produtividade ocorreu no ensaio 8 com o pH 6,0, 80% de sacarose € 6 U/mL de
atividade enzimatica conforme pode se observar na tabela acima.

A Figura 4.16 (a e b) permite uma melhor visualizagdo de YFOSs(%) ao longo das 12

horas de sintese.

—~— Ensaio 1
—&— Ensaio 2
—&— Ensaio 3
—&— Ensaio 4

@ | —%— Ensaio 5

YFOSs(%)

A | —e— Ensaio 6
—+—Ensaio 7
—a— Ensaio 8

—&— Ensaio 9

—a— Ensaio 10
—&— Ensaio 11
—— Ensaio 12
~3— Ensaio 13
—e— Ensaio 14
—&— Ensaio 15
©| —— Ensaio 16
—==— Ensaio 17

Tempo (horas)

(b)
Figura 4.16: Acompanhamento de YFOSs (%) ao longo das 12 horas de sintese para os

ensaios 1 ao 8 (a) e do ensaio 9 ao 17 (b) dos ensaios do planejamento fatorial

completo, (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 16045)

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressdo de um
modelo de 2° ordem e verificar a validade dos mesmos através da andlise de varidncia

(ANOVA). Analisando-se a Tabela 4.17 (ANOVA) para as respostas YFOSs (%) e
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produtividade (g/L.h) para o modelo codificado, verifica-se que o coeficiente de correlagdo
¢ de 0,90 e 0,95; e que o F calculado € 2,3 e 3,9 vezes superior ao F tabelado 5% de
significancia, respectivamente. Assim foi possivel obter os modelos quadraticos
codificados (equagdes 4.4 e 4.5) que representam o comportamento de YFOSs e da
produtividade em meio aquoso, utilizando 40°C de temperatura, dentro de uma
determinada faixa estudada de pH, de porcentagem de sacarose e de enzima. Os pardmetros
estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados & falta de
ajuste. O modelo € adequado para descrever a superficie de resposta de YFOSs e da

produtividade representados pelas equagdes 4.4 ¢ 4.5.

Tabela 4.17: Anélise de varidncia para YFOSs(%) e produtividade (g/(L.h)) (Sistema

aquoso com enzima imobilizada — Cepa 16045)

Soma de Graus de Quadrados F calculado
Fontes de Quadrados liberdade Médios
varia¢ao Produti- Produti- Produti- Produti-
T wross e YFOss ot YFOss vidade YT yidade
Regressio 153,4  662,5 6 7 25,5 94,6 7,6 12,8
Residuos 334 66,1 10 9 3,3 7,3
Falta de ajuste 32,7 65,8 8 7
Erro Puro 0,68 0,33 2 2
Total 186,9  728,7 16 16
Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
YFOSs: Foos,6:10= 3,22 Coeficiente de correlagfio: R = 0,90

Produtividade: Foos,70=3,29  Coeficiente de correlagio: R = 0,95
YFOSs(%) = 7,7 +0,7 pH 0,8 (pH)* +1,0 (%sacarose)+2,1 (%sacarose)® —1,5 (enzima)
+1,8(enzima)> 4.4)

Produtividade(g/L.h) = 6,0 +2,5 pH +4,3 (Y%sacarose)+1,3 (Yosacarose)” —0,9 (enzima)
+4,5(enzima)’ +2,1*pH*(%sacarose) +1,0*pH*enzima ' (4.5)
Obteve-se as superficies de resposta para YFOSs (%) e para a produtividade (Figura
4.17 e Figura 4.18) j& que as equagdes foram validadas através da Anova. Analisando-se as
superficies verifica-se que as condigdes de 3,3 U/mL de enzima e pH igual a 5,5 foram as
mais adequadas para os valores 6timos das duas respostas. No entanto para a variavel
sacarose (%) os valores maximos obtidos para a resposta YFOSs(%), estdo tanto nas

concentragdes minimas quanto maximas estudadas e os valores minimos para as
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concentragdes entre 60 e 70%.
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Figura 4.17: Superficies de resposta e curvas de contorno para YFOSs(%) em fungéo do pH

e da sacarose (%) (a) e (b), do pH e da enzima (c) e (d) e em fungéo da sacarose

e da enzima (e) e (f), (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 16045).
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Figura 4.18: Superficies de resposta e curvas de contorno para a produtividade em fung¢éo
da sacarose e do pH (a) e (b), em fungfio da enzima e do pH (c) e (d) e enzima e

da sacarose (e) e (f), (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 16045).
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Assim para validar experimentalmente estes resultados, realizaram-se 3 sinteses em
triplicata (o, B, %), utilizando condi¢es diferentes para a porcentagem de sacarose(40; 65 e
90) realizadas a temperatura de 40°C, pH 5,5 (tamp#o acetato), 3,3U/mL de atividade
enzimatica.

Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” baseado na diferenca entre médias para
verificar se existe diferenga significativa entre as condigdes estudadas. A Tabela 4.18
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padriio referentes a cada

tratamento.

Tabela 4.18: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrio referentes aos

ensaios realizados (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 16045).

Ensaios YFOSs(%) Média” 11):5:::) P r‘;‘g‘;‘(tL“_’l‘l‘)‘;‘de Média™ 11)):3:::)
10(40)* 11,3 6,1
1B(40)* 10,0 11,0 0,9 4,6 5,4¢ 0,7
1%(40)* 11,9 5,5
20, (65)* 8,5 8,9
2B (65)* 8,0 8,0° 0,4 9,0 8,8° 0,2
2y (65)* 7,7 8,5
30,(90)* 15,4 16,9
3B(90)* 15,9 15,3° 0,6 16,5 16,3 0,7
3%(90)* 14,7 15,5

o, B, x: s#o as triplicatas

" % de sacarose

""Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p< 0,05) pelo teste de Tukey.

Verificou-se através do teste de Tukey que existe diferenca estatisticamente
significativa entre as porcentagens de sacarose tanto na resposta YFOSs(%) quanto na
produtividade. A porcentagem de sacarose ideal para a sintese foi de 90%, abaixo deste
valor ocorreu um decréscimo nas duas respostas. Estes resultados sio importantes para
validar as superficies de resposta obtidas.

Utilizando como substrato 90% de sacarose e enzima imobilizada a maxima YFOSs
obtida foi de 15,3% enquanto que utilizando como substrato 55% de sacarose e enzima
livre obteve-se a méxima de 13,5%. Comparando estas duas YFOSs obtidas pode-se

observar que nfo se justifica a utilizagfo desta alta porcentagem de sacarose de 90% em
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fungfio da dificuldade operacional de uma solucdo com alta viscosidade, além da

dificuldade da dissolucdo da sacarose e seu alto custo.
4.2.2. Cepa Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571

4.2.2.1. Sistema Orgénico com Enzima Livre

Primeiro Planejamento Fatorial Fracionado (26’2)

Utilizando enzima livre em meio organico, foi realizado primeiramente um
planejamento fraciondrio para avaliar o efeito das 6 variaveis (temperatura, pH,
porcentagem de sacarose, atividade enzimatica (U/mL), a relagéo solvente/tampédo (%) e o
estabilizante PEG (%), nas respostas YFOSs e produtividade.

A Tabela 4.19 apresenta a matriz do planejamento 2% com as respostas YFOSs e
produtividade.

Pode-se observar que dentre os 19 ensaios realizados a YFOSs (%) variou de 7,8 a
11,8% de acordo com as condigdes da sintese.

Tabela 4.19: Matriz do planejamento e as respostas YFOSs (%) e produtividade (g/(L.h))
(Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).

Sacarose Enzima Solvente/ PEG YFOSs Produtividade
(%) (UmL) tampido (%) (%) (g/(L.h))

Ensaios T (°C) pH

1 30(-1) 5¢-1) 50(-1)  4(1) 25/75(-1) 0(1) 118 7,2
2 50(+1) 5(-1)  50(-1) 4¢-1)  50/50(+1) 0(-1) 104 8,5
3 30(¢-1) 7(1)  50(-1) 4(-1)  50/50(+1) 4(+1) 9,0 5,5
4 50(+1) 7(1)  50(-1) 4(-1)  25/75(-1) 4(+1) 9,0 7,7
5 30(-1) 5¢-1) 70(1) 4(-1)  50/50(+1) 4(+1) 10,1 8,7
6  50(+1) 5(-1) 70(1) 4(-1)  25/75(-1) 4(+1) 11,0 12,7
7 30¢-1) (1)  70(1) 4(-1)  25/75¢-1) 0(-1) 88 10,3
8  50(+1) 7(1)  70(1) 4(-1)  50/50(+1) 0(-1) 7.8 6,9
9  30(-1) 5-1) 50(-1) 8(1)  25/75(-1) 4(+1) 102 6,5
10 50(+1) 5(¢-1)  50(-1) 8(1)  50/50(+1) 4(+1) 115 9,4
11 30¢-1) 7(1)  50(-1) 8(1)  50/50(+1) 0(-1) 9,3 7,9
12 50(+1) 7(1)  50(-1) 8(1)  25/75(-1) 0(-1) 102 8,7
13 30¢-1) 5(-1) 70(1) 8(1)  50/50(+1) 0(-1) 103 12,1
14 50(+1) 5(-1)  70(1) 8(1)  25/75(-1) 0(-1) 9,7 16,8
15 30(-1) 7(1)  70(1) 8(1)  25/75(-1) 4(+1) 9,5 8,5
16 50(+1) 7(1)  70(1) 8(1)  50/50(+1) 4(+1) 9,9 17,8
17 4000) 6(0)  60(0) 6(0)  40/60(0) 2(0) 10,5 15,4
18 40(0) 6(0)  60(0) 6(0)  40/60(0) 2(0) 11,4 17,3
19 4000) 6(0)  60(0) 6(0)  40/60(0) 2(0) 11,6 17,8
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A Figura 4.19 (a e b) permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12

horas de sintese nos 19 ensaios do planejamento fatorial.
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Figura 4.19: Acompanhamento de YFOSs (%) ao longo das 12 horas de sintese para os
ensaios de 1 a 10 (a) e os ensaios de 11 a 19 (b) do primeiro planejamento

fatorial (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).

A Tabela 4.20 apresenta os efeitos das variaveis sendo que o pH apresentou efeito
negativo e estatisticamente significativo a 5% de significancia, indicando que ao passar de
5 para 7 ocorreu um uma diminui¢8io na conversdo YFOSs, por isso os niveis de estudo

foram deslocados para niveis inferiores de 4 4 6. -
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O efeito da temperatura foi positivo e estatisticamente significativo a 5% de
significancia para a produtividade, mas sua faixa ndio foi ampliada pois aumentar a
temperatura mais do que 50°C provoca uma répida desnatura¢io da enzima, por isso sua
faixa foi mantida a mesma.

A porcentagem de sacarose apresentou efeito positivo e estatisticamente significativo
a 5% de significancia também para a produtividade, indicando que ao passar de 50 para
70% de sacarose ocorreu um aumento nesta resposta, enquanto que para YFOSs a sacarose
ndo apresentou efeito significativo. Para avaliar seu efeito em funco de diminuir custos a
faixa foi deslocada para niveis inferiores. Para o PEG o efeito sobre as respostas analisadas
ndo foi estatisticamente significativo ou seja sua presenga nfo favoreceu nenhuma das
respostas desejadas, podendo ser eliminado da reagdio, j4 que o nivel —1 estudado
correspondia a zero por cento de PEG.

A relagdo solvente/tampdo ndo foi estatisticamente significativo, por isso foi fixada
em 25/75 (%). O efeito da enzima ndo foi estatisticamente significativo, assim sua faixa foi
mantida a mesma. Esta varidvel foi mantida no estudo j& que a melhor porcentagem de

sacarose ainda nio tinha sido determinada.

Tabela 4.20: Estimativa dos efeitos para YFOSs e produtividade (Sistema orgénico com

enzima livre — Cepa 7571)

YFOSs(%) Produtividade(g/(L.h))

Efeito 11,):3::(’) t2) Valor p Efeito }1,):3::(’) t2) Va[:”
Média 10,1 0,13 73,03 0,0001 10,8 0,29 37,42 0,0007
Temperatura (°C) 0,04 0,30 0,14 0,89 2,7* 0,63 4,33 0,049
pH -1,4* 030 -476 0,04 -1,0 0,63 -1,70 0,23
Sacarose (%) -0,5 0,30 -1,75 0,22 4,0+ 063 6,42 0,023
Enzima (U/mL) 0,3 0,30 1,15 0,36 2,5 0,63 4,01 0,056
Solvente/Tampio -0,2 030 -0,71 0,55 -0,2 0,63 -0,30 0,78
PEG 0,2 030 080 050 -02 0,63 -0,34 0,76

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05)
Assim, o pH, a porcentagem de sacarose, a enzima (U/mL) e a temperatura foram
. oye . . . 4-1
selecionadas e estudadas utilizando um planejamento fatorial fracionado 2*' com 3

repeti¢des no ponto central.
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Segundo planejamento fatorial fracionado (2*)

A Tabela 4.21 apresenta a matriz do planejamento 2*' com as respostas YFOSs e
produtividade. Pode-se observar que os melhores resultados atingidos para YFOSs foram

nos ensaios 3 € 4, com pH 6, 40% de sacarose, 8 e 4 U/mL de enzima e 30 e 50°C de

temperatura.

Tabela 4.21: Matriz do planejamento experimental 2*! e resultados de YFOSs e

produtividade (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).

. o Sacarose Enzima YFOSs Produtividade
Ensaios T(C)  pH (%) (UmL) (%) (g/(L.h)
1 30(-1) 4(-1) 40(-1) 4(-1) 12,2 12.4
2 S0(+1)  4(-1) 40(-1) 8(+1) 12,9 5,3
3 30(-1)  6(+1) 40(-1) 8(+1) 17,0 6.6
4 50(+1)  6(+1) 40(-1) 4(-1) 17,1 8,9
5 30(-1)  4(1) 60(+1) 8(+1) 13.4 13,6
6 50(+1) 4(-1) 60(+1) 4(-1) 12,9 20,1
7 30¢-1) 6(+1)  60(+1) 4(-1) 15.2 9,3
8  S0+1) 6(+1)  60(+1) 8(+1) 13,3 7.8
9 400)  5(0) 50(0) 6(0) 14,5 7.3
10 4000)  5(0) 50(0) 6(0) 13.4 7.0
11 40(0) 5(0) 50(0) 6(0) 13,3 6,7

A Figura 4.20 permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial.

—O—Ensaio 1
——— Ensaio 2
—e—Ensaio 3
——Ensaio 4

—a—Ensaio 5

% | —@—Ensaio 6

—@—Ensaio 7

——=—Ensaio 8

¥ | —o—Ensaio 9
—&—Ensaio 0

—0O—Ensaio 1

4 6 8
Tempo (horas)

Figura 4.20: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11

ensaios (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).
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A Tabela 4.22 apresenta os efeitos das varidveis sobre a YFOSs e produtividade. O
pH apresentou efeito estatisticamente significativo e positivo na resposta YFOSs e
significativo e negativo na produtividade em funcfio disso sua faixa foi mantida a mesma.
Estes efeitos significam que houve um aumento na conversio da sacarose em
frutooligossacarideos (YFOSs), mas num tempo maior.

A porcentagem de sacarose apresentou efeito estatisticamente significativo e positivo,
indicando que o incremento nos seus valores provocou o aumento na produtividade, por
isso os niveis de estudo foram deslocados para niveis superiores.

A enzima foi estatisticamente significativa e negativa por isso foi fixada na condig&o
inferior 4 U/mL. A temperatura ndo foi estatisticamente significativa dentro da faixa

estudada por isso foi fixada a 40°C.

Tabela 4.22: Estimativa dos efeitos para YFOSs e produtividade (Sistema organico com

enzima livre — Cepa 7571)

YFOSs(%) Produtividade (g/(L.h))
Efeito I]’):(::;?) t(2) Valorp Efeito ll’)aesrz;(()) t(2) Valorp
Média 14,1 0,18 74,70 10,0001 9,5 0,10 94,41 0,0001
T(C) -0,4 0,44 -090 0,46 0,06 0,23 0,26 0,81
pH 2,8% 0,44 6,28 0,02 -4,7* 0,23  -19,77 0,002
Sacarose (%) -1,0 0,44 246 0,13 4,4* 0,23 18,57 0,002

Enzima (U/mL) -0,2 044 041 0,71 -4,3* 0,23 -18,29 0,002

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05).

Assim, o pH e a porcentagem de sacarose foram selecionadas e estudadas utilizando
um planejamento fatorial completo (2> ensaios com 2 pontos axiais para cada variavel

independente e 1 ponto central para cada variavel independente repetido 3 vezes).
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Terceiro planejamento fatorial completo

Na Tabela 4.23 encontram-se os resultados do planejamento fatorial no estudo do pH
e da porcentagem de sacarose nas respostas maéxima conversdio da sacarose em

frutooligossacarideos (YFOSs) e na produtividade.

Tabela 4.23: Resultados do planejamento fatorial no estudo do pH e da porcentagem de
sacarose nas respostas YFOSs e produtividade (Sistema Orgénico com enzima

livre — Cepa 7571).

Ensaios  pH Sac::l/rose YIZOSS Ypredito i()le:‘glsos Prod. Ypredito l;is:(;?
(%) (%)  YFOSs (%) (g/(L.h)) Prod. (%)

1 4,3(-1) 44,3(-1) 6,2 6,8 -9,7 4,2 4,6 -9,5
2 5,7(+1) 44,3(-1) 7,5 10,6 -41,3 4,0 4,6 -15,0
3 4,3(-1) 65,6(1) 52 6,8 -30,8 3,0 7,2 -140,0
4 5,7(+1) 65,6(1) 8,1 10,6 -30,9 5,4 7,2 -33,3
5 4(-141)  55(0) 9,2 9,9 -7,8 8,8 6,7 23,5
6 6(+1,41)  55(0) 17,3 15,3 11,7 7,8 6,7 13,6
7 5(0) 40¢-1,41) 45 4,8 7,7 3,1 3,3 -6,8
8 5(0) 70(+1,41) 9,1 4,8 46,7 10,4 7,0 32,9
9 5(0) 55(0) 12,8 12,6 1,6 12,1 12,7 -5,0
10 5(0) 55(0) 13,5 12,6 6,7 12,5 12,7 -1,6
11 5(0) 55(0) 14,1 12,6 10,6 13,3 12,7 4,5

Sendo Prod. = Produtividade

A maior conversgo de sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) ocorreu no ensaio
6 com o pH (tampédo acetato) em 6,0 ¢ 55% de sacarose e as maiores produtividades
ocorreram nos pontos centrais com o pH 5,0 e 55% de sacarose conforme pode se observar

na tabela acima.

A Figura 4.21 permite uma melhor visualizagéo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 4.21: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11

ensaios do planejamento fatorial completo (Sistema Orgénico com enzima livre
—Cepa 7571).

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressio de um
modelo de 2¢ ordem e verificar a validade do modelo de YFOSs em fun¢do das variaveis
estudadas através da analise de varidncia (ANOVA).

Analisando-se a Tabela 4.24 (ANOVA) para as respostas YFOSs e produtividade.
Para o modelo codificado, verifica-se que os coeficientes de correlago sdo 0,85 e 0,86, ¢ 0
F calculado € 2,5 e 1,6 vezes superior ao F tabelado para 5% de significancia, para YFOSs
e produtividade, respectivamente. Assim foi possivel obter os modelos quadréticos
codificados (equagdes 4.6 ¢ 4.7) que representam o comportamento de YFOSs(%) e
produtividade em meio orgénico com enzima livre, utilizando 40°C de temperatura, 4
U/mL de enzima e 25/75 (%) de relagdo solvente/tampdo dentro de uma determinada faixa
estudada de pH e de porcentagem de sacarose. Os pardmetros estatisticamente n#o
significativos foram eliminados do modelo e adicionados a falta de ajuste. Os modelos s&o
adequados para descrever as superficies de resposta tanto de YFOSs(%) quanto da

produtividade (Figura 4.22 e Figura 4.23).
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Tabela 4.24: Anélise de variancia para YFOSs e produtividade (g/(L.h)) (Sistema organico

com enzima livre — Cepa 7571)

Somas de Graus de Quadrados F calculado
Fontes de Quadrados liberdade Médios ¢
variacao YFOSs Pr.odutl- YFOSs Pr.odutl- YFOSs Pl'.Odlltl- YFOSs Pl"Odlltl-
vidade vidade vidade vidade

Regressao 123,6 118,4 2 3 61,8 39,4 11,1 7,2
Residuos 445 38,2 8 7 5,5 5,4
Faltade 43 ¢ 375 6 5
ajuste
Erro Puro 0,84 0,75 2 2
Total 168,1 156,6 10 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro

YFOSs: Foos.23 =4,46  Coeficiente de correlagdo: R = 0,85

Produtividade: Foos.37=4,35  Coeficiente de correlagdo: R = 0,86

YFOSs(%) = 12,6 +1,9 pH -3,9 (%sacarose)’ (4.6)

Produtividade(g/(L.h)) = 12,7 -3,0(pH)* +1,3(%sacarose)-3,8(%sacarose)’ 4.7)

O modelo para YFOSs (%) e para a produtividade foram utilizados para construir as
superficies de resposta e as curvas de contorno (Figura 4.22 e Figura 4.23). Verifica-se que,
os valores maximos obtidos para YFOSs (%) correspondem a concentragdo de sacarose em
55% enquanto que o aumento do pH indica um aumento em YFOSs (%). Para melhor
verificar este efeito do pH, realizaram-se testes em triplicata nos valores superiores aos
estudados e iguais a 6,0; 6,5; 7,0 € 7,5.

(] 0,000
[ 1500
1 3,000
4500
6,000
7,500
B 9,000
[ 10,500
8 12,000
B8 13,500
I above

Sacarose(%)

4,0 45 5,0 5,5 6,0

pH
(b)

Figura 4.22: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a YFOSs (%) em fungfo

do pH e da sacarose (%), (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).
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Figura 4.23: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a produtividade em fung#o

do pH e da sacarose (%), (Sistema Organico com enzima livre — Cepa 7571).

Assim sinteses em triplicata (., B, %), utilizando condi¢es diferentes para o pH (6,0;
6,5; 7,0 e 7,5) foram realizadas a temperatura 40°C, 4U/mL de enzima, relagdo
solvente/tampdo de 25/75 (%) e 55% de sacarose. Realizou-se o teste de Tukey do tipo
“HSD” baseado na diferenga entre médias para verificar se existe diferenca significativa

entre as condi¢Oes estudadas. A Tabela 4.25 apresenta os valores de YFOSs, produtividade,

médias e desvio padrio referentes a cada tratamento.

Tabela 4.25: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padréo referentes a cada

ensaio (Sistema Orgénico com enzima livre — Cepa 7571).

. YFOSs . .+ Desvio Produtividade , 1. *+ Desvio
Ensaios (%) Média Padrio (/(L.h) Média Padrio
1a(6,0)* 16,8 7,2
1B8(6,0)* 17,8 16,7° 1,1 8,5 7,6 0,8
14(6,00* 15,6 7,0
200 (6,5)* 14,7 6,2
2B (6,5)* 142 14,0° 0,7 6,2 6,0° 0,3
2y (6,5)* 13,2 5,6
30(7,0)* 8,5 4,9
3B(7,00+ 7,0 7,4° 0,9 4,0 4,2 0,6
3x(7,00* 68 3,6
40(7,5)* 5,6 3,0
4B(7,5* 5,0 5,5 0,4 2,8 3,0f 0,2
44(75)* 59 3,3

o, B, x: sdo as triplicatas, * pH, “"Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna
diferem significativamente entre si (p< 0,05) pelo teste de Tukey.
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Verificou-se através do teste de Tukey que existe diferenga estatisticamente
significativa entre os pHs tanto para YFOSs como para a produtividade, a nfio ser entre os
pHs 7,0 e 7,5 que nédo verificou-se diferenca estatisticamente significativa.

O pH ideal para YFOSs (%) foi 6,0, e para a produtividade foi 5,0. Assim, é
interessante um estudo de custo para a aplicagdo industrial em trabalhos futuros para se

definir o pH de processo.

4.2.2.2. Sistema Aquoso com Enzima Livre da Cepa 7571

Baseado nos resultados anteriores foi realizado um planejamento completo no estudo
do pH e da sacarose para a enzima livre em meio aquoso. Na Tabela 4.26 encontram-se os
resultados do planejamento fatorial no estudo do pH e da porcentagem de sacarose nas
respostas maxima conversdo da sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) e na

produtividade.

Tabela 4.26: Resultados do planejamento fatorial no estudo do pH e da porcentagem de
sacarose nas respostas YFOSs (%) e produtividade (Sistema Aquoso com

enzima livre — Cepa 7571).

YFOSs(%)  Desvio

. Sacarose YFOSs . . Produtividade
Ensaios pH (%) (%) predito pelo relativo (g/(L.h))
modelo (%)
1 4,3 (-1) 443 (-1) 2,8 6,4 -128,5 1,0
2 5,7 (+1) 443 (-1) 4,7 6,4 -36,1 53
3 4,3 (-1) 65,6 (+1) 11,4 14,0 -22,8 7,3
4 57(+1) 65,6 (+1) 15,2 14,0 7,8 10,0
5 4,0(-1,41) 55 (0) 13,4 11,1 17,1 17,8
6 6,0 (+1,41)  55(0) 12,1 11,1 8,2 7,0
7 5,0 (0) 40 (-1,41) 7,0 4,0 42,8 2,5
8 500 70(+1,41) 150 14,7 2,0 11,1
9 5,0 (0) 55 (0) 14,9 14,4 3,3 12,8
10 5,0 (0) 55 (0) 14,5 14,4 0,7 13,7
11 5,0 (0) 55 (0) 13,7 14,4 -5,1 13,0

As maiores conversdes de sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) ocorreram nos

ensaios 4, 8 e nos pontos centrais e a maior produtividade ocorreu no ensaio 5 com o pH
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4,0 e 55% de sacarose. Pode-se observar, na tabela acima, que dependendo da porcentagem
de sacarose e do pH a YFOSs pode variar de 2,8 a 15,2%.

Pode-se observar que no ensaio 1 obteve-se um alto desvio relativo em fungo da
menor YFOSs obtida.

A Figura 4.24 permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese dos 11 ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 4.24: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11
ensaios do planejamento fatorial completo (Sistema Aquoso com enzima livre —
Cepa 7571).

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressio de um
modelo de 2% ordem e verificar a validade dos mesmos através da andlise de varidncia
(ANOVA), que esta apresentada na Tabela 4.27. Verifica-se que para o modelo codificado,
o coeficiente de correlagdo ¢ de 0,89, e que o F calculado € 2 vezes superior ao F tabelado
para 5% de significAncia. Assim foi possivel obter o modelo quadritico codificado
(equag@o 4.8) que representa o comportamento de YFOSs (%) em meio aquoso, utilizando
4U/mL de enzima, e 40°C de temperatura, dentro de uma determinada faixa estudada de
pH e porcentagem de sacarose. Os pardmetros estatisticamente ndo significativos foram
eliminados do modelo e adicionados 4 falta de ajuste. O modelo € adequado para descrever

a superficie de resposta de YFOSs (%).
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YFOSs(%) = 14,37 —1,64(pH)2 + 3,8 (Yosacarose)-2,51 (%sacarose)2 4.3)

Tabela 4.27: Anélise de varidncia para YFOSs para sistema aquoso com enzima livre —

Cepa 7571

Fontes de Soma de Grausde Quadrados F
variacio Quadrados liberdade Médios calculado
Regressao 155,62 3 51,87 9,05
Residuos 40,14 7 5,73

Falta de ajuste 39,4 5

Erro puro 0,74 2

Total 195,7 10
Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
Foos, 37 = 4,35

Coeficiente de correlagdo: R = 0,89

O modelo para YFOSs (%) foi utilizado para construir a superficie de resposta e a
curva de contorno (Figura 4.25). Verifica-se que, os valores maximos obtidos para YFOSs
(%) correspondem a pH 5,0 e uma faixa de concentragdo de sacarose entre 55 a 70%. Para

validar estes resultados, realizaram-se testes em triplicata fixando o pH em 5,0 e a sacarose
foi estudada em 55 e 65%.

1 1,000
[ 3,000
5,000

WasS03N
% Sacarose

(a) (b)

Figura 4.25: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a YFOSs (%) em fungédo

do pH e da sacarose (%), (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa 7571).
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Assim 2 sinteses em triplicata (o, B, y),utilizando 55 e 65% de sacarose € pH 5,0,
foram realizadas a temperatura 40°C e 4U/mL de atividade enzimatica.

Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” baseado na diferencga entre médias para
verificar se existe diferenca significativa entre as condi¢des estudadas. A Tabela 4.28
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padréo referentes a cada

tratamento.

Tabela 4.28: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

ensaio (Sistema Aquoso com enzima livre — Cepa 7571).

. YFOSs , 1. *+ Desvio Produtividade , 1.+ Desvio
Ensaios (%) Média Padrio (g/(L-h)) Média Padrio
1la (55)* 12,8 11,5
1B (55)* 11,9 12,8° 1,0 11,2 11,58 0,3
1y (55)* 13,9 11,9
20 (65)* 16,0 10,8
2B (65)* 16,8 15,2 2,0 10,7 10,0° 1,2
2y (65)* 13,0 8,6

o, B, x: sdo as triplicatas

* Valores de porcentagem de sacarose

*"Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p<
0,05) pelo teste de Tukey.

Verificou-se através do teste de Tukey que nfo existe diferenca estatisticamente
significativa entre as porcentagens de sacarose tanto na resposta YFOSs quanto na
produtividade.

A porcentagem de sacarose ideal foi de 55% ja que nio existe diferenca entdo esta

foi selecionada pelo menor custo.

4.2.2.3. Sistema Organico com Enzima Imobilizada

Primeiro Planejamento Fatorial Fracionado (26'2)

Utilizando enzima imobilizada em meio orgénico, foi realizado primeiramente um
planejamento fracionério para avaliar o efeito das 6 varidveis (temperatura, pH,
porcentagem de sacarose, enzima (U/mL), a relagdo solvente/tampdo (%) e o estabilizante

PEG (%), nas respostas YFOSs e produtividade.'
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| A Tabela 4.29 apresenta a matriz do planejamento 2%2 com as respostas YFOSs e
produtividade.

Pode-se observar que dentre os 19 ensaios realizados a YFOSs variou de 1,0 a 13,0%

de acordo com as condi¢bes da sintese. Verificou-se que a producgo de 13,0% foi atingida

no ensaio 14, com temperatura de 50°C, pH igual a 5, atividade enzimatica de 6 U/mL, 70%

de sacarose, relagdo solvente/ tampdo de 25/75 e 0% de PEG.

Tabela 4.29: Matriz do planejamento.e as respostas YFOSs e produtividade (Sistema

Orgénico com enzima imobilizada — Cepa 7571).

YFOSs Produti-

Sacarose Enzima Solvente/ PEG (%) vidade

Ensaios T (°C) pH (%) (U/mL) tampio (%)

(g/(L.h))
1 30D 5(1) 50(-1) 4(-1) 2575(-1) O(-1) 6,1 8,0
2 50(+1) 5(-1) 50(-1)  4(-1) 50/50(+1) O(-1) 272 1,8
3 30(-1) 7(1) S0(-1)  4(1) 50/50(+1) 4(+1) 3.4 2,0
4 50(+1) 7(1) S50(-1)  4(-1) 25/75(-1) 4(+1) 29 3,7
5  30¢-1) 5¢-1) 70(1)  4(1) 50/50(+1) 4(+1) 3.2 2,7
6  S0+1) 5(-1) 70(1)  4(-1) 25/75(-1) 4(+1) 56 4,8
7 30¢-1) 7)) 70(1)  4(-1) 25/75(-1) O¢-1) 7.1 6,3
8  50(+1) 7(1) 70(1)  4(-1) 50/50(+1) O(-1) 5.3 4,8
9 30(-1) 5¢1) 50¢-1) 6() 25/75-1) 4(+1) 1,0 0,6
10 50+1) 5¢-1) 50(-1)  6(1) 50/50(+1) 4(+1) 32 1,7
11 30¢1) 7(1) S0¢-1)  6(1) 50/50(+1) O(-1) 3.6 1,5
12 50(+1) 7(1) 50(-1)  6(1) 25/75(-1) O(-1) 89 4,3
13 30¢-1) 5¢-1) 70(1)  6(1) 50/50(+1) O(-1) 109 7.8
14 50(+1) 5¢-1) 70(1)  6(1) 25/75(-1) 0O(-1) 13,0 16,0
15 30(-1) 7(1) 701y  6(1) 25/75(-1) 4(+1) 89 5,1
16  S0(+1) 7(1) 70(1)  6(1) 50/50(+1) 4(+1) 1,8 3,1
17 40(0) 6(0) 60(0)  5(0)  40/60(0) 2(0) 68 10,7
18 40(0) 6(0) 60(0)  5(0) 40/60(0) 2(0) 73 10,6
19  40(0) 6(0) 60(0)  5(0)  40/60(0) 2(0) 7.3 11,4

A Figura 4.26 (a e b) permite uma melhor visualizagdo de YFOSs ao longo das 12

horas de sintese nos 19 ensaios do planejamento fatorial.
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Figura 4.26: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os ensaios

de 1 a 10 (a) e os ensaios de 11 a 19 (b) do primeiro planejamento fatorial

(Sistema Organico com enzima imobilizada — Cepa 7571).

A Tabela 4.30 apresenta os efeitos das variaveis sendo que o efeito da temperatura
nio foi estatisticamente significativo, por isso foi fixada em 40°C. O pH ndo foi
estatisticamente significativo para a conversio da sacarose em frutooligossacarideos
(YFOSs) e teve um efeito negativo e significativo para a produtividade por isso foi fixado
na condigfo inferior pH 5, a qual apresentou menor risco de contaminagéo microbiana.

A porcentagem de sacarose apresentou efeito positivo e estatisticamente significativo

a 5% de significancia, indicando que ao passar de 50 para 70% de sacarose ocorreu um

{3



aumento nas respostas YFOSs e na produtividade, por isso a faixa estudada foi deslocada
para niveis superiores até 80%.

A enzima apresentou efeito estatisticamente significativo e positivo, indicando que
um incremento nos seus valores provoca o aumento na conversdo YFOSs, por isso os niveis
de estudo foram deslocados para niveis superiores até¢ 7 U/mL.

A relacdio solvente/tampao apresentou efeito estatisticamente significativo e negativo
na conversdo YFOSs e na produtividade, por isso foi fixada na condigéo inferior 25/75(%).

Enquanto que o PEG apresentou efeito negativo e estatisticamente significativo tanto
para a conversdo da sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) quanto para a
produtividade indicando que sua presenca n&o favoreceu nenhuma das respostas desejadas,
podendo ser eliminado da reagdo, ja que o nivel -1 estudado correspondia a zero por cento
de PEG.

Tabela 4.30: Estimativa dos efeitos para YFOSs e produtividade para sistema orgénico com

enzima imobilizada — Cepa 7571

YFOSs(%) Produtividade(e/(L.h))
Efeito I?:;:;’) t(2) Val:m' Efeito ::;:’;‘; () valor
Média 57 005 9604 00001 566 0097 5824 0,0002
Temperatura °C) -0,16 0,13 -122 0344 078 021 3,68 0,066
pH 042 013 322 0084 -157* 021 -7,44 0,017
Sacarose (%) 305% 013 2346 00018 337* 021 1593 0,0039

Enzima (U/mL) 1,94 0,13 14,9 0,0044 0,75 0,21 3,56 0,0704
Solvente/Tampio -2,47* 0,13  -19,01 0,0027 -2,93* 021 -13,86 0,0051
PEG 23,37 0,13 -2592 0,0014 -3,36* 021 -15,89 0,0039

*fatores estatisticamente significativos (p<0,05)

Assim, a porcentagem de sacarose e a enzima (U/mL) foram selecionadas e estudadas
utilizando um planejamento fatorial completo (2% ensaios com 2 pontos axiais para cada

variavel independente e 1 ponto central para cada variavel independente repetido 3 vezes).
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Planejamento fatorial completo

Na Tabela 4.31 encontram-se os resultados do planejamento fatorial no estudo da
porcentagem de sacarose e da enzima nas respostas maxima conversdo da sacarose em

frutooligossacarideos (YFOSs) e na produtividade.

Tabela 4.31: Resultados do planejamento fatorial no estudo da porcentagem de sacarose e
da enzima nas respostas YFOSs e produtividade (Sistema Organico com enzima

imobilizada — Cepa 7571).

Produti-

Ensaios I(‘ZI‘J‘/ZI:;*; Sa:f/“:;’se Yf;g)ss Ypredito D(‘f,j:)“’ vidade Ypredito D(";,j:)“’
(@/(Lh))

1 44(10) 458CD) 76 17 539 88 02 42
2 6511) 458(-1) 88 97  -102 95 44 540
3 44(1) 741(1) 59 11,7 983 11,1 197 -774
4 65t1) TAI() 85 97  -141 54 149 1757
5 4¢-141) 600) 139 81 410 143 06 331
6 7(+L4l) 60(0) 54 53 27 43 28 350
7 550) 40(-141) 174 148 149 55 106  -933
8  550) 80(+141) 179 148 172 366 255 304
9 550) 600) 166 174  -48 241 260 19
10 550) 600) 182 174 44 287 260 94
11 550) 600) 173 174 06 249 260 44

A maior conversé@o de sacarose em frutooligossacarideos (YFOSs) ocorreu no ensaio
10 com 60% de sacarose e 5,5U/mL de enzima e a maior produtividade ocorreu no ensaio 8
com 80% de sacarose e 5,5U/mL de enzima conforme pode se observar na tabela acima.

A Figura 4.27 permite uma melhor visualizaggo de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 4.27: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11
ensaios do planejamento fatorial completo (Sistema Orgénico com enzima

imobilizada — Cepa 7571).

Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressdo de um
modelo de 22 ordem e verificar a validade dos mesmos através da andlise de varidncia
(ANOVA).

Analisando-se a Tabela 4.32 (ANOVA) para YFOSs e para a produtividade para o
modelo codificado, verifica-se que o coeficiente de correlagdo € de 0,78 € 0,82, e que o F
calculado é 1,2 e 1,0 vezes superior ao F tabelado para 10% de significdncia,
respectivamente. Assim foi possivel obter os modelos quadréticos codificado (equagdes 4.9
e 4.10) que representam o comportamento de YFOSs(%) em meio orgénico, utilizando
40°C de temperatura, pH igual a 5 e 25/75 (%) de relagéo solvente/tampéo dentro de uma
determinada faixa estudada de porcentagem de sacarose e de enzima (U/mL). Os
parimetros estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados a
falta de ajuste. Os modelos para YFOSs(%) e para a produtividade n&o foram tdo
adequados quanto os outros modelos obtidos nos demais planejamentos realizados durante
este trabalho, no entanto os maiores valores de YFOSs e produtividade foram obtidos nos
pontos centrais, onde se tem menor erro e reprodugdo. Portanto, para a validagg@o destes

resultados foram realizados 3 ensaios em triplicata para confirmag&o do resultado.
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Tabela 4.32: Anélise de varidncia para YFOSs e para a produtividade para sistema organico

com enzima imobilizada — Cepa 7571

Somas de Graus de Quadrados F calculado
Fontes de Quadrados liberdade Meédios
variacao Produti- Produti- Produti- Produti-
YT YFOSs T e YFOSs e YFOSs { e YFOSs e

Regressio 171,8 833,3 3 4 57,3 208,3 3,84 3,31
Residuos 104,4 377,0 7 6 14,9 62,8
Faltade o35 345 5 4
ajuste .
Erro Puro 1,21 11,91 2 2
Total 276,2 12104 10 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro

YFOSs: Fooo,37=3,07 Coeficiente de correlagdo: R = 0,78

Produtividade: Fgoo.46=3,18 Coeficiente de correlagdo: R = 0,82

YFOSs(%) = 17,4 —1,0 (atividade enzimatica)-5,4 (atividade enzimatica)’ —
1,3(sacarose)’ (4.9)

Produtividade(g/(L.h)) = 26 —2,4(atividade enzimatica)-9,97(atividade enzimatica)’
+5,26(%sacarose)-4,0(sacarose)” (4.10)

Os modelos para YFOSs (%) e para a produtividade foram utilizados para construir as
superficies de resposta e as curvas de contorno (Figura 4.28 e Figura 4.29). Verifica-se que,
os valores méaximos obtidos para YFOSs (%) correspondem a atividade enzimética na faixa
de 5,5 U/mL e a sacarose ndo influenciou na conversio. Para melhor verificar o efeito da

porcentagem de sacarose, realizaram-se testes em triplicata nos valores de sacarose iguais a
40; 60 e 80% de sacarose.
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Figura 4.28: Superficies de resposta para a YFOSs (%) (a) e curvas de contorno para a
Yros(%) em fungdo da enzima (U/mL) e da sacarose (%), (Sistema Orgénico

com enzima imobilizada — Cepa 7571).
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Figura 4.29: Superficies de resposta (a) e curvas de contorno para a produtividade em

fungdio da enzima (U/mL) e da sacarose (%), (Sistema Orgénico com enzima
imobilizada — Cepa 7571).

Assim sinteses em triplicata (o, B, %), utilizando condi¢des diferentes para a
porcentagem de sacarose (40; 60 e 80%) foram realizadas a temperatura 40°C, 5,5 U/mL de
enzima, pH 5,0 e relagfo solvente/tampéo de 25/75 (%).
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Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” baseado na diferenca entre médias para
verificar se existe diferenca significativa entre as condi¢des estudadas. A Tabela 4.33
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias ¢ desvio padrdo referentes a cada

tratamento.

Tabela 4.33: Valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

ensaio (Sistema Orgénico com enzima imobilizada — Cepa 7571).

. YFOSs , .. *+ Desvio Produtividade , 3. ++ Desvio
Ensaios (%) Média Padrio (g/(L-h) Meédia Padrio
10(40)* 15,2 6,4
1B(40)* 13,9 13,8° 1,4 53 5,6° 0,7
1y (40)* 12,4 5,1
2a (60)* 18,5 29,6
2B (60)* 19,0 18,2° 0,9 26,7 27,8¢ 1,5
2y (60)* 17,2 27,1
30(80)* 11,0 15,6
3B(80)* 11,5 11,5% 0,5 14,4 15,5¢ 1,1
3%(80)* 12,0 16,7

o, B, y: sdo as triplicatas

* porcentagem de sacarose

""Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p< 0,05) pelo teste de Tukey.

Verificou-se através do teste de Tukey que existe diferenca estatisticamente
significativa a 5% de significancia entre a porcentagem de 60 com a de 40 e 80% na
resposta YFOSs enquanto que na resposta produtividade existe diferencga estatisticamente
significativa entre as trés porcentagens de sacarose.

A porcentagem de sacarose ideal para a sintese foi de 60%, para ambas as respostas,

abaixo ou acima deste valor ocorreu um decréscimo nas duas respostas
4.2.3. Sistema Aquoso com Enzima Imobilizada da Cepa 7571

Na Tabela 4.34 encontram-se os resultados do planejamento fatorial no estudo da
porcentagem de sacarose e da enzima nas respostas méxima conversdo da sacarose em

frutooligossacarideos (YFOSs) e na produtividade.
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Tabela 4.34: Resultados do planejamento fatorial no estudo da porcentagem de sacarose e

da enzima nas respostas YFOSs e produtividade, (Sistema Aquoso com enzima

imobilizada — Cepa 7571).

Ensaios

Enzima Sacarose YFOSs Ypredito Desvio Produti- Ypredito Desvio

(U/mL) (%) (%) YFOSs (%) vidade Produt. (%)
1 4,4(-1) 45,8(-1) 9,5 10,5 -10,0 4,1 54 -31,5
2 6,5(+1) 45,8(-1) 10,3 11,8 -14,5 4,8 5,6 -16,5
3 4,4(-1) 74,1(1) 11,5 12,0 -4,3 10,9 10,2 6,1
4 6,5(+1) 74,1(1) 6,8 7,9 -15,4 6,5 5,4 17,7
5 4(-1,41)  60(0) 16,5 15,9 3,5 11,9 11,1 6,3
6 7(+1,41)  60(0) 15,4 13,9 9,4 7,9 7,9 0,6
7 5,5(0) 40(-1,41) 8,3 6,9 16,4 3,6 2,2 39,1
8 5,5(0) 80(+1,41) 5,9 5,2 11,1 4,1 54 -32,6
9 5,5(0) 60(0) 8.8 9,3 53 85 9,5 -11,8
10 5,5(0) 60(0) 9,3 9,3 0,3 9,1 9,5 -4.4
11 5,5(0) 60(0) 9,7 9,3 4,4 10,2 9,5 6,9

A Figura 4.30 permite uma melhor visualizagio de YFOSs ao longo das 12 horas de

sintese nos 11 ensaios do planejamento fatorial completo.
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Figura 4.30: Acompanhamento de YFOSs ao longo das 12 horas de sintese para os 11

ensaios do planejamento fatorial completo (Sistema Aquoso com enzima
imobilizada — Cepa 7571).
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Através dos resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressdo de um
modelo de 2¢ ordem e verificar a validade dos mesmos através da analise de varidncia
(ANOVA).

Analisando-se a Tabela 4.35 (ANOVA) para as respostas YFOSs e produtividade
para o modelo codificado, verifica-se que o coeficiente de correlagfo é de 0,95 e 0,94; e
que o F calculado € 3,0 e 3,7 vezes superior ao F tabelado para 10% de significancia,
respectivamente. Assim foi possivel obter os modelos quadraticos codificados (equagdes
4.11 e 4.12) que representam o comportamento de YFOSs (%) e da produtividade em meio
aquoso, utilizando 40°C de temperatura e pH 5,0 dentro de uma determinada faixa
estudada de porcentagem de sacarose e de enzima (U/mL). Os pardmetros estatisticamente
ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados a falta de ajuste. O modelo é

adequado para descrever as superficies de resposta de YFOSs (%) e da produtividade.

Tabela 4.35: Andlise de varidncia para YFOSs e produtividade para sistema aquoso com

enzima imobilizada — Cepa 7571

Somas de Graus de Quadrados F calculado
Fontes de Quadrados liberdade Médios
variacao YFOSs Pl‘.Odlltl- YFOSs Pr.odutl— YFOSs Pl‘.Odlltl- YFOSs Pr.odutl-
vidade vidade vidade vidade
Regressao 96 78,4 5 4 19,2 19,6 10 11,7
Residuos 9,6 10,0 5 6 1,9 1,67
Faltade o, 8,5 3 4
aiuste
Erro Puro 0,40 1,5 2 2
Total 105,6 88,4 10 10
Residuos = Falta de Ajuste + Erro Puro
YFOSs: Fooo.5.s =3,45  Coeficiente de correlagdo: R = 0,95

Produtividade: Fogo.46=3,18 Coeficiente de correlagio: R = 0,94

YFOSs(%) = 9,27 —0,7 (enzima)+2,85 (enzima)* —0,6* (%sacarose)—1,6(% Sacarose)* —

1,37*(enzima)*(% sacarose) (4.11)

Produtividade(g/(L.h)) = 9,5 —1,17 (enzima)+1,15 (%sacarose)—2,86 (%sacarose)2 -
1,27* (enzima)*(%sacarose) (4.12)
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O modelo para YFOSs e para a produtividade foram utilizados para construir as
superficies de resposta e as curvas de contorno (Figura 4.31 e Figura 4.32). Verifica-se que,
os valores maximos obtidos correspondem a sacarose na faixa de 60 a 70%. Para melhor
verificar este efeito da sacarose e da enzima, realizaram-se testes em triplicata nos valores
de 40; 60 e 80% de sacarose com enzima de 5,5U/mL. Além disso, realizaram-se outros

testes em triplicata nos valores de 4,0; 5,5 e 7,0U/mL com 60% de sacarose para melhor
verificar o efeito da enzima.
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Figura 4.31: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a YFOSs (%) em fungdo

da enzima e da sacarose(%), (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa
7571).
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Figura 4.32: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno para a produtividade em fungéo

da enzima e da sacarose(%), (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa
7571).
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Assim sinteses em triplicata (o, B, %), utilizando condi¢Ges diferentes para a
porcentagem de sacarose (40; 60 e 80%) foram realizadas a temperatura 40°C,pH 5,0 € 5,5
U/mL de enzima.

Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” baseado na diferenga entre médias para
verificar se existe diferenca significativa entre as condi¢Ges estudadas. A Tabela 4.36
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

tratamento.

Tabela 4.36: Valores de YFOSs_ produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

ensaio (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 7571).

. YFOSs . 1. *+ Desvio Produtividade , 1. *  Desvio
Ensaios (%) Média Padrio (/(L.h)) Média Padrio
10(40)* 10,7 4,9
18(40)* 11,4 10,6* 0,8 6,0 5,1° 0,7
1%(40)* 9,7 4,6
20 (60)* 13,5 12,8
2B (60)* 12,8 12,6 0,9 13,2 12,8¢ 0,4
2y (60)* 11,7 12,4
30(80)* 6,8 5,8 :
3B(80)* 55 6,5° 0,9 4,2 52° 0,9
3¢ (80)* 7,3 5,7

o, B, x: sdo as triplicatas
porcentagem de sacarose

**Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p< 0,05)
pelo teste de Tukey.

A maxima YFOSs obtida foi utilizando 60% de sacarose, mas como através do teste
de Tukey pode-se verificar que ndo existe diferenca estatisticamente significativa a 5% de
significancia entre a porcentagem de sacarose de 40 e 60 entfo a opgdo selecionada foi a de
40% por menor custo, mas por outro lado terd menor produtividade nesta porcentagem,
pois para esta resposta existe diferenca estatisticamente significativa entre 40 e 60%.

Além disso, realizaram-se outras sinteses em triplicata (o, B, %), utilizando condigbes
diferentes para a enzima (4,0; 5,5 e 7,0U/mL), estas foram realizadas a temperatura 40°C,
pH 5,0 e 60% de sacarose.
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Realizou-se o teste de Tukey do tipo “HSD” baseado na diferenga entre médias para
verificar se existe diferenca significativa entre as condi¢cdes estudadas. A Tabela 4.37
apresenta os valores de YFOSs, produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

tratamento.

Tabela 4.37: Valores de YFOSs_ produtividade, médias e desvio padrdo referentes a cada

ensaio (Sistema Aquoso com enzima imobilizada — Cepa 7571).

. YFOSs , ..+ Desvio Produtividade , .. ++ Desvio
Ensaios (%) Média Padriio (/(L.h)) Média Padrio
10(4,0)* 17,0 9,7
18(4,0)* 15,9 16,8° 0,9 9,9 10,2° 0,7
1¢(4,0)* 17,7 11,1
2a (5,5)* 10,2 9,8
2B (5,5)* 11,8 10,6 1,0 11,6 10,5¢ 0,9
2y (5,5)* 9,8 10,2
3a(7,0)* 12,8 10,1
3B(7,0)* 13,5 12,6° 0,9 9,5 9,5 0,5
3x(7,0)* 11,6 9,0

o, B, x: sdo as triplicatas
* enzima

**Médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p< 0,05) pelo teste de Tukey.

Verificou-se através do teste de Tukey que ndo existe diferenca estatisticamente
significativa entre 5,5 e 7,0U/mL para YFOSs mas existe diferenca entre 4U/mL, e as
outras condi¢des. Enquanto que para a produtividade néo existe diferen¢a estatisticamente |
significativa entre as condigdes estudadas.

A atividade enzimatica ideal para a sintese foi a de 4U/mL, para ambas as respostas,

por ter apresentado maior YFOSs e menor custo.

Para os diferentes tipos de sistemas estudados as maximas YFOSs(%) foram as
seguintes:

Para a cepa ATCC 16045 utilizando a enzima na forma livre a maxima YFOSs obtida
foi de 13,5 e 11,9%, nos sistemas organico e aquoso, respectivamente. Enquanto que para a

enzima na forma imobilizada os resultados foram os seguintes: 18,7 e 15,3, sistema
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orgénico e aquoso, respectivamente.

Para a cepa NRRL Y-7571 utilizando a enzima na forma livre a méaxima YFOSs
obtida foi de 16,7 e 15,2%, nos sistemas orgénico e aquoso, respectivamente. Enquanto que
para a enzima na forma imobilizada os resultados foram os seguintes: 18,2 e 16,8, sistema
orgénico e aquoso, respectivamente.

Estas maximas conversdes da sacarose em frutooligossacarideos YFOSs (%) obtidas
neste trabalho tanto a partir da cepa 16045 quanto da NRRL Y-7571 sédo suficientes para
serem adicionadas em um alimento.

Santos (2002) verificou que a inulinase apresentava uma ag@io hidrolitica, além
daquela de transfrutosilagéo.

A conversdo da sacarose em frutooligossacarideos em meio orgénico, a partir das
cepas ATCC 16045 e NRRL Y-7571, apresentou 0 mesmo mecanismo de conversdo que
em meio aquoso. Apesar do meio orgénico ser responsdvel por mudar o equilibrio da
reacdo em diregdo a hidrdlise reversa, esta condigdo ndo foi suficiente para aumentar
significativamente a reagdo de sintese pois a atividade hidrolitica da enzima foi mais
significativa que a de transferéncia.

A sacarose atuou tanto como doadora quanto aceptora, verificou-se a formagéo de
glicose, frutose, kestose, nistose e 1-fructosilnistose, sendo que a produgéo deste ltimo foi
minima. A inulinase obtida por ambas as cepas apresentou 0 mesmo comportamento, ou
seja a enzima apresentou tanto a¢go hidrolitica quanto de transferéncia, mas vale ressaltar
que a hidrolitica atuou de maneira mais significativa, mas ambas atuaram simultaneamente
durante um determinado tempo da cinética, ocorrendo a formagdo de glicose, frutose,
kestose, nistose e 1-fructosilnistose.

Na literatura utilizando-se solventes orgénicos na sintese de frutooligossacarideos a
partir de leveduras, a produgdo maxima obtida pelos autores Somiari & Bielecki (1998) foi
de 3,1% e 12,1% utilizando-se SDS (Lauril Sulfato de Sédio).

Em meio aquoso a produgo de frutooligossacarideos a partir da sacarose, obtida por
Somiari & Bielecki, (1995), foi de 4,8% depois de 24 horas de reagdo. Os
frutooligossacarideos foram obtidos a partir da enzima B-D-frutofuranosidase obtida da

Novo Nordisk Ferment Ltd.
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Na literatura pode-se observar que as maximas produgdes de frutooligossacarideos
sio obtidas na maior parte a partir de fungos como por exemplo o microrganismo
Aspergillus, o qual é bem mais trabalhoso e dispendioso devido a dificuldade de processo
por ser um fungo filamentoso e pela enzima ser intracelular, enquanto neste trabalho a
produgdo foi realizada a partir de uma levedura Kluyveromyces a qual apresenta vantagens
em relagdio ao Aspergilllus, pois ela ¢ um microrganismo de fécil manipulagdo e esta
produz diretamente a enzima desejada. Além disso, a inulinase em forma imobilizada pode
ser reutilizada diversas vezes, sem prejuizo da sua ag8o, a unica desvantagem € o menor
rendimento quando comparado com o Aspergillus, o qual apresenta um rendimento de em
média 40%.
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5. Resultados da Caracterizacido da enzima livre para as cepas

Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571

5.1. Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

Os resultados obtidos da atividade enzimatica na presenga do solvente orgénico, (25,
50 e 70%) acetato de butila, a diferentes temperaturas de 30 a 70°C estéo apresentados na
Tabela 5.2 e na Figura 5.1.

Na Figura 5.1(a) podemos observar que a enzima para a cepa ATCC 16045
apresentou atividade maxima na temperatura de 55°C independente da porcentagem de
solvente utilizada. Para temperaturas acima de 55°C a enzima perde rapidamente a
atividade devido a desnaturagdo. Enquanto que para a NRRL Y-7571 (Figura 5.1b) a
atividade méaxima foi na temperatura de 50°C independente da porcentagem de solvente
utilizada, acima desta a enzima perde rapidamente a atividade.

Santos (2002), obteve com a inulinase de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
ATCC 16045 um maximo de atividade a 63°C em meio aquoso, para temperaturas acima de
63°C a enzima perdia rapidamente a atividade. Segundo Schneider citado por Santos
(2002), trabalhando com a inulinase de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 obteve um
méximo de atividade a 55°C.

Varios estudos de temperatura 6tima foram realizados com outros microrganismos
conforme pode se observar na Tabela 5.1, sendo que para todas as referéncias o estudo da

temperatura 6tima foi realizado em meio aquoso.
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Tabela 5.1: Valores obtidos de temperatura 6tima por outros autores para enzimas de

diferentes cepas

A - . Temperatura A . ~
Género Espécie/ Variedade Otima (°C) Referéncia  Observacoes
marxianus NRRL Y-7571 65 Makino (2001) Inulinase livre
. . Kushi et al, Inulinase
marxianus var. bulgaricus. 55 (2000) extracelular
marxianus var. bulgaricus Barranco et .
Kluyveromyces CDBB-L-278 60 al., (2001) Inulinase
Zittan &
fragilis e Cdndida espécie 45a55 Bagsvaerd, Inulinase
(1981)
niger ATCC 20611 50-60 Ii’,r ?%?rgngag';t Bﬁu;f(’gsr: o
Jjaponicus; 60 Ch??gggeé)al.,
Aspergillus Sficuum 60 Baligtaiht()flzgf)l) Inulinase livre
R Frutosiltrans-
Niger 50 e55 LalH (z;glgoit ferase e
’ invertase
Barthomeuf e?
rugulosum 55 al., (1991)
Penicillium pullulans 55 Jungetal,  Frutosiltrans-
g (1989) ferase
Aureobasidium ,
Bacillus stearothermophilus KP 60 Kato et )
F . 1289 al.,(1999)
usarium Kaur et al ;
Arthrobacter Oxysporum 35a45 (1992) ” Inulinase
) 50 Kanget al., Endo-
(1998) inulinase

5.1.1. Determinacio da Energia de Ativacao

Utilizando a equago de Arrhenius, na forma linearizada, determinou-se a energia de
ativagdo. Na Tabela 5.3 estdo apresentados os dados experimentais utilizados para a
determinacdo da Ea (energia de ativag8o) para a enzima livre na presenca de 25, 50 e 70%
de solvente. Para o calculo da Ea, construiu-se o grafico In(A) em fung@o do inverso da
temperatura, que representa a forma linearizada de Arrhenius conforme pode se observar na

Figura 5.2.
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Segundo Makino (2001) a energia de ativagio necesséria foi de 8,9 Kcal/mol,
utilizando a NRRL Y-7571 e a sacarose como substrato, mas em meio aquoso.

A energia de ativagdo obtida por (Ettalibi & Baratti, 2001) foi de 29,4 KJ/mol para a
inulinase livre, a qual foi obtida a partir do Aspergillus ficuum.

Santos (2002) obteve uma energia de ativag@o de 16,4 Kcal/mol em meio aquoso,
para a ATCC 16045 e utilizando como substrato a sacarose. Conforme pode se observar na
Tabela 5.4 a energia de ativag8o necessaria na presenga de solvente acetato de butila € de

praticamente o dobro da energia em relagfo ao aquoso para as duas cepas.

Tabela 5.2: Atividade enzimatica em fungio da temperatura, para a inulinase livre, das duas

cepas, na presenca de 25, 50 e 70% de acetato de butila

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
Temperatura (°C) Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)
25%  50%  70%  25% 50% 70%
30 1,6 4,1 5,4 1,7 1,9 2,6
35 2,6 4,5 4,9 2,0 2,1 2,9
40 53 7,9 8,2 0,7 4,0 54
45 3,4 9,7 13,8 6,1 54 7,5
50 13,1 27,5 16,7 14,0 185 15,2
55 34,2 54,2 25,9 3,7 13,7 10,7
60 21,8 5,7 6,3 3,3 4,5 6,2
65 8,9 4.4 4,9 3,5 5,5 33
70 9,6 1,0 1,6 3,4 0,4 5,4

—8-—25% Solvente
—4—50% Solvente
~———70% Solvente

—&— aquoso*

w
b=

—8—25% Solvente | | =14

I
S

—&— 50%Solvente

—=— 70%Solvente

[
=]

=)

Atividade enzimatica (U/mL)
w
=

=

35 40 45 50 S5 60 65 70 30 35 40 4 50 55 60 65 70
Temperatura (°C) Temperatura(°C)

(a) (b)

w
=3

*Santos (2002)
Figura 5.1: Efeito da temperatura na atividade da inulinase livre na presenca de acetato de
butila (a) Cepa ATCC 16045 e (b) Cepa NRRL Y-7571.
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Tabela 5.3: Atividade enzimatica da inulinase livre, das duas cepas, na presenca de 25; 50

e 70% de solvente, em fungéo da temperatura

TCC) T® Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
A(U/mL) VUTXK) In(A) A(U/mL) UTXK) In(A)
30 303 1,6 3,30.10° 0,4 1,7 3,30.10° 0,5
35 308 2,6 3,24.10° 0,9 2,0 3,24.10% 0,7
25% 40 313 53 3,19.10° 1,6 - - -
Solvente 45 318 - - - 6,1 3,14.10° 1,8
50 323 13,1 3,09.10° 25 14,0  3,09.10% 26
55 328 342  3,0410° 35 - - -
30 303 4,17  3,30.10° 14 1,9 3,30.10° 0,6
35 308 4,5 3,24.10° 1,5 2,1 324.10° 0,7
50% 40 313 7,9 3,19.10° 2,0 4,0 3,19.10° 1,4
Solvente 45 318 - - - 5.4 3,14.10° 1,7
50 323 27,5 3,09.10% 33 - - -
55 328 542  3,0410° 39 - - -
30 303 5,4 3,30.107 1,7 - - -
0% 35 308 4,9 3,24.10:2 1,6 2.9 3,24.10:2 1,0
Sotvente 20 313 8,2 3,19.10_3 2,1 5.4 3,19.10 . 1,7
45 318 13,8  3,14.10 2,6 7.5 3,14.10° 2,0
50 323 16,7  3,09.10° 28 152 3,09.10° 27
509 o 25% Solvente 3 1 o 25% Solvente
4.0 »  50% Solvente 2,5 4 s  50% Solvente
R A 70% Solvente 2 4 A 70% Solente
E 3,0 { ‘é s ]
2,0 |
01 05 - ©
0,0 +— T r T ! 0 T - . \
0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034
1T 1IT(K)
(@) (b)

Figura 5.2: Efeito da temperatura na atividade enzimética da inulinase livre na presenca de

A partir das trés equagdes abaixo determinaram-se as energias de ativag@o (Ea).
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solvente (25; 50 e 70%), para o célculo da energia de ativagdo para a cepa (a)
ATCC 16045 e (b)NRRL Y-7571.



Para a Cepa ATCC 16045
In (A)=-11758 (1/T) + 39,19 R*= 0,98 para 25% de solvente

In (A)=-10757 (1/T) + 36,631 R?=0,96 para 50% de solvente
In (A) =-6366,9 (1/T) + 22,508 R*=0,90 para 70% de solvente

Para a Cepa NRRL Y-7571
In (A) =-9959,6 (1/T) + 33,24 R*=0,95 para 25% de solvente
In (A) =-6990,4 (1/T) + 23,63 R%=0,94 para 50% de solvente
In (A)=-10076 (1/T) + 33,789  R*=0,98 para 70% de solvente

Os valores das energias de ativagdo na presenga de 25; 50 e 70% de solvente estdo na

tabela abaixo.

Tabela 5.4: Valores de energia de ativag@o na presenga de 25, 50 e 70% de solvente para as

duas cepas
Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
Ea (Kcal/mol) Ea (Kcal/mol)
Aquoso 16,4* 8,9%*
25% Solvente 23,3 19,7
50% Solvente 21,3 13,8
70% Solvente 12,6 20,0

*Santos (2002) em meio aquoso utilizando 0 mesmo microrganismo.
**Makino (2001) em meio aquoso utilizando 0 mesmo microrganismo

5.2. Estabilidade Térmica para enzima livre

Os resultados obtidos da atividade enzimética da inulinase, na presenga das trés
porcentagens de solvente orgénico, em fun¢iio do tempo de incubagdo em diferentes
temperaturas de 50 a 65°C, para a enzima livre estdo apresentados na Tabela 5.5 a Tabela
5.17. Estas mostram o decaimento da atividade enzimatica com o tempo, a diferentes

temperaturas.
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Tabela 5.5: Estabilidade a temperatura de 50°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%.

Tempo - 2'5% solvente .5.0% Solvente '7.0% Solvente
(min) A(t[']v/ﬁi‘;e In (A/Ao) ‘L‘(%V/:gi‘;e In (A/Ao) A(tI‘JV/:gi‘;e In (A/A0)
0 15,5 0 17,7 0 19.9 0
25 14,5 -0,06 17.4 20,01 19.2 -0,03
40 13.6 0,12 16,5 20,07 18.8 -0,05
60 14,1 20,09 16,8 -0,05 17.7 20,11
120 12,7 20,19 153 20,14 180  -0,10
145 13,0 0,17 15.0 20,16 174 013
190 12,6 2020 13.4 2027 164 0,19
240 12,0 025 13,8 -0.24 172 0,14
480 9,2 0,51 10,7 -0.49 13,1 2041
545 8.9 0,54 8,7 -0.70 12,8 -0.44
700 7.8 -0,68 6.5 20,99 10.8 0,61
780 8.3 0,62 6,0 21,07 11,5 -0,54
1380 4.4 1125 4.8 41,29 56 -1.26
1420 3.9 1138 4.1 -145 52 -1.34
1450 3,5 11,48 42 1143 4.0 41,60
1470 37 11,43 3.9 -1,49 33 -1.79

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.6: Estabilidade a temperatura de 50°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracgdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo — 2§°/do solvente - 50(;’/odSolvente n 7(()1%dSolvente
. ividade tivida tividade
(min) (U/mL) In (A/Ao0) e (U/mL) In (A/Ao) (U/mL) In (A/A0)
0 6,8 0 8,2 0 24,8 0
60 - - - - 22,2 -0,11
80 - - - - 20,3 -0,20
120 - - 5,8 -0,34 - -
130 - - - - 21,5 -0,14
150 5,6 -0,20 - - 19,2 -0,25
160 5,5 -0,22 5,5 -0,40 - -
180 53 -0,26 - - - -
250 - - 4,6 -0,58 14,6 -0,53
340 42 -0,50 - - - -
360 4,0 -0,54 - - - -
380 3,9 -0,56 - - - -
420 3,8 -0,60 - - - -
1420 - - - - 5,5 -1,50
1860 - - - - 4,8 -1,64
1950 - - - - 4,1 -1,80
2970 - - 1,1 -1,99 - -
3040 - - 1,0 2,12 - -
3145 - - 0,9 -2,17 - -
4285 - - 0,8 -2,23 1,5 -2,77
4535 - - 0,8 -2,28 -

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.7: Estabilidade a temperatura de 52,5°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo n 23"/:; Solvente I Sg"/:,i Solvente . 70(;%dSOIVIe;nt(;/ -
. tividade tividade tividade Ln
(min) (U/mL) In(A/Ao) (U/mL) In(A/Ao) (U/mL) 0)

0 16 0 16,5 0 22,1 0
30 15,5 -0,03 16,0 -0,03 21,3 -0,03
90 13,1 -0,19 9.8 -0,51 15,6 -0,34
140 12,5 -0,24 7,5 -0,78 11,2 -0,67
210 6,8 -0,85 3,5 -1,53 4,0 -1,70
240 6,3 -0,93 3,7 -1,48 4.4 -1,59
270 4,6 -1,24 2,8 -1,74 32 -1,93
300 3,3 -1,57 2,6 - -1,83 2,1 -2,35

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.8: Estabilidade a temperatura de 52,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo .2.5% Solvente : 5-0% Solvente . ?0°A> Solvente
(min) *“(%V/:gi‘;e In(A/Ao) A;{;;gi‘;e In(A/Ao) 1"(%7‘;‘:;‘;" Ln(A/Ao)
0 3.8 0 12,7 0 17.8 0
30 i - 72 0,57 12.8 20,32
45 ] ] 6.4 -0.68 A )
60 42 074 . 57 -0.80 8.0 20,80
75 3.8 -0.83 i ) i .
90 3.5 -0.92 3.7 122 7.2 20,90
120 2.8 114 3.1 -1.40 6.1 1106
150 2.6 121 2.9 -1.48 43 142
180 : - i ) 2.8 -1.84
240 1,5 1,75 ] 3 i )
300 0.9 228 ] ] ] ]

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.9: Estabilidade a temperatura de 55°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo : 2.5% Solvente : 59°A> Solvente : 7‘0% Solvente
(min) A(%V/:g;‘)le In(A/Ao) A(%Vligi‘;e In(A/Ao) ﬁ%jﬁi‘;e In(A/Ao)

0 10,1 0 10,9 0 11,2 0
60 8,4 -0,18 8,7 -0,22 9,8 -0,13
110 5,5 -0,59 5,8 -0,62 7,7 -0,36
145 34 -1,07 52 -0,74 6,5 -0,53
200 2,2 -1,52 - - 2,3 -1,56
240 0,9 -2,32 - - 1,0 -2,37
390 0,4 -3,11 0,3 -3,56 0,3 - -3,38

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.10: Estabilidade a temperatura de 57,5°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo .2.5% Solvente .5.0% Solvente '7.0% Solvente

(min) "‘(%V/:i‘;e In(A/Ao) ﬁ%jﬁi‘;e In(A/Ao) A(%V/'Ig;‘;e In(A/Ao)
0 15.5 0 14.8 0 15.6 0
5 13.4 20,14 12,7 0,15 14.4 20,08
10 12,1 024 10.7 -0.32 13.4 -0.15
12 103 20,40 A ) A .
15 9.6 047 ; ] ; .
17 8.7 -0.57 8,5 20,55 9.2 -0,53
22 43 1128 5.9 20.90 5.4 -1,05
30 3 -1,64 3.0 21,57 3 -1.65
32 2.0 22,00 i ) i ;
37 1.8 211 2.1 11,95 1.6 225

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.11: Estabilidade a temperatura de 57,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo .2.5% Solvente . §0°A Solvente : 7.0% Solvente

(min) A(%V/;gi‘)‘e In(A/Aoc) A(%v/::ge In(A/Ao) ‘i‘l‘}jﬁ;‘;e In(A/Ao)
0 6,0 0 ' 7,6 0 33,5 0
5 5,8 -0,04 3,5 -0,78 18,8 -0,57
10 53 -0,13 2,5 -1,11 - -
15 4,9 -0,20 1,8 -1,44 6,9 -1,57
17 - - 1,2 -1,85 6,5 -1,64
18 4,5 -0,30 - - - -
20 - - 0,9 2,14 5,2 -1,86
25 4,1 -0,38 0,7 -2,40 4,3 -2,05
30 - - - - 2,8 -2,45
40 - - - - 1,5 -3,10

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.12: Estabilidade a temperatura de 60°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo .2.5% Solvente -5.0% Solvente -7‘0% Solvente
(min) A(%V/:g;‘;e In(A/Ao) A(%Vligi‘)le In(A/Ao) ﬁ%jﬁi‘;e In(A/Ao)
0 15,2 0 14,8 0 9.9 0
5 6,8 20,80 55 -0,98 43 -0,83
8 5.0 21,10 i . i .
12 45 122 43 1,23 2.4 -1,40
20 2.6 1,77 1.6 2.18 12 -2.09
25 1.7 2,15 0.9 22,70 1.0 229
37 0.4 352 0.4 3.43 03 344

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.13: Estabilidade a temperatura de 60°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo ,2_5% Solvente _5_0% Solvente ‘7.0% Solvente

(min) A(%‘;:gi‘;e In(A/Ao) A(%‘;;:;lge In(A/Ao) A(t[lj‘;;ﬁi(;e In(A/Ao)
0 9,0 0 10,4 0 3,6 0
2 - - 2,4 -1,47 24 0,42
4 52 -0,55 1,2 2,16 : g
6 5,0 -0,59 - - 1,1 -1,20
8 4.6 -0,67 0,8 -2,56 0,9 -1,40
10 43 -0,74 - - 0,6 -1,80
12 - - 0,7 -2,70 0,4 2,21
15 3,8 -0,87 - - i .
16 - - 0,5 -3,03 0,4 2,21
20 - - - - 0.2 2,90

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.14: Estabilidade a temperatura de 62,5°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo .2.5% Solvente -5.0% Solvente .7.0% Solvente
(min) ‘A‘(‘I'jv/:i‘;e In(A/Ao) A(%V/ﬁi‘;e In(A/Ao) A(tI‘JV/::;‘f)le In(A/Ao)
0 15.5 0 14.9 0 19.9 0
1,68¢-02 123 023 13.6 20,09 17.9 20,10
8.33¢-02 9.7 -0.46 132 20,12 17.2 20,14
0,466 76 071 10.1 -0.39 123 -0.48
3 6.3 -0.89 A . ] i
4 53 11,07 ] i ] ]
5 43 127 56 -0,98 9,5 073
6 : : 4.1 -1.29 53 1132
8 ; ; : : 1.8 2.35
10 ] ; ; ] 12 277

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.15: Estabilidade a temperatura de 62,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracGes de solvente 25, 50 e 70%

Tempo _2.5% Solvente .5'0% Solvente .7.0% Solvente
(min) A(%V/ﬁ;‘;e In(A/Ao) A&V/ﬁi‘;e In(A/Ao) A(tl‘]‘;:gi‘;e In(A/Ao)
0o - 35,0 0 12,1 0 16,5 0
2 11,5 -1,11 5,9 -0,72 6,3 -0,96
4 3,4 -2,31 1,8 -1,87 1,9 -2,16
6 1,7 -2,98 - - - -

8 1,1 -3,42 0,6 -2,95 0,3 -3,96
10 0,7 -3,83 0,5 -3,12 0,2 -4,31
12 0,4 -4,43 0,3 -3,51 0,2 -4,45
15 - - - - 0,06 -5,50

Solvente: Acetato de Butila
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Tabela 5.16: Estabilidade a temperatura de 65°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

25% Solvente

50% Solvente

70% Solvente

Tempo

(min) A(%V/ﬁi‘;e In(A/Ao) “(%‘;:gi‘;e In(A/Ao) ‘i%v/;ﬁ;‘;e In(A/Ao)
0 173 0 15,3 0 14,3 0
0,166 142 20,19 133 0,14 12,6 20,12
1 10,5 20,49 6,5 -0.85 4. 122
2 8,2 0,74 i . . .
3 6.4 -0,98 . i ; ;
4 5.6 11 2,6 11,75 1,9 11,97
5 4.6 1132 i ; i .
6 ; 0,8 2,86 1,0 2,62
7 23 2,02 i i : .
8 - ; 0,5 3,29 0,6 3,06
10 03 4,05 0.2 4,19 0.1 4,55

Solvente: Acetato de Butila

Tabela 5.17: Estabilidade a temperatura de 65°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente 25, 50 e 70%

25% Solvente

50% Solvente

70% Solvente

Tempo — idade Atividade Atividade
(min) (U/mL) In(A/Ao0) (U/mL) In(A/A0) (U/mL) In(A/Ao0)
0 14,7 0 23,9 0 12,8 0
2 6,2 -0,85 4,5 -1,67 0,4 -3,36
3 5.4 -1,00 . ; 0,5 324
4 3,6 1,41 3,4 1,95 - -
5 2,3 -1,86 2,1 2,43 0,2 -4,16
6 - ; 12 22,96 0,06 -5,32
8 - - 0,5 3,74 0,05 -5,40

Solvente: Acetato de Butila
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Através dos resultados encontrados para a temperatura de estabilidade para inulinase
recuperada e livre de Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571 observou-
se que a temperatura em que a enzima permaneceu por mais tempo estavel foi a de 50°C
independente da porcentagem de solvente utilizada.

Santos (2002) trabalhando com ATCC 16045 e Makino (2001) com a NRRL Y-7571,
ambas em sistema aquoso também encontraram 50°C como .a temperatura de maior
estabilidade. Ongen-Baysel et al., (1994), também verificaram que a inulinase de
Aspergilus niger apresentava uma estabilidade méaxima a 50°C.

A atividade decaiu rapidamente em temperaturas superiores a 60°C segundo Cheng et
al., (1996) para a enzima produzida pelo Aspergillus japonicus.

A faixa da temperatura de maior estabilidade encontrada para a inulinase a partir do
Penicillium rugulosum foi de 4 a 30°C (Barthomeuf et al., 1991). Enquanto que a faixa
encontrada para a endo-inulinase a partir do Arthrobacter sp foi de 30 a 40°C segundo
Kang et al.,(1998).

5.2.1. Determinacio da Energia de Ativacio para a reaciao de desnaturacio (Ed)

Os dados obtidos experimentalmente foram graficados em In A/Ao vs tempo e desses
graficos, obteve-se um valor de Kd (desativag@o térmica) para cada temperatura, como
mostra a Tabela 5.18. Com estes valores, graficou-se o In Kd em fungéo de 1/T (K) para o
calculo de Ed (energia de ativagdo para a reagdo de desnaturagdo), mostrado na Figura 5.3
(a) para a Cepa ATCC 16045 e (b) Cepa NRRL Y-7571.

In Kd = In Kdo - Ed/RT (5.1)

Utilizou-se este procedimento para as trés porcentagens de solvente.

A partir da inclinagdo da reta da Figura 5.3 obtém-se o valor de Ed para cada
porcentagem de solvente apresentados na Tabela 5.19. Pode-se observar que para as 3
porcentagens de solvente estudadas o valor de Ed € praticamente igual, com uma variagéo
que esta dentro do erro experimental para sua determinagéo.

A express@o para determinar os valores de Kd é:
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Kd (teorico) = Kdo * exp(-Ed/RT), sendo T = temperatura em Kelvin.

Os valores dos tempos de meia vida (min) foram calculados de acordo com a equagéo

5.2, para as temperaturas estudadas, como mostram as Tabela 5.20 e Tabela 5.21.
ti2= -In0,5/Kd (5.2)

Para a cepa ATCC 16045 utilizando a enzima livre, as meias vida obtidas na
temperatura de 50°C (323,1K) foram de 12,8; 11,5 e 11,5 horas para 25; 50 e 70% de
solvente, respectivamente. Utilizando a mesma enzima, mas em meio aquoso, Santos
(2002) obteve meia vida de 240 horas. Através dos resultados pode-se observar que a
presenga do solvente organico faz com que o tempo de meia vida se reduza
significativamente.

Para a cepa NRRL Y-7571 utilizando a enzima livre, os tempos de meia vida obtidos
na temperatura de 50°C foram de 7,7; 23,1 e 16,5 horas para 25; 50 ¢ 70% de solvente,
respectivamente. Enquanto que Makino (2001) utilizando a mesma cepa, mas em meio
aquoso obteve um tempo de meia vida de 7,7 horas. Através dos resultados pode-se
observar que para esta cepa mesmo com a presenga do solvente organico o tempo de meia-
vida obtido foi maior.

O tempo de meia-vida obtido por Kato et al, (1999), foi de 10 minutos na
temperatura de 69°C e no pH 7,0 utilizando a inulinase a partir do Bacillus
stearothermophilus KP 1289.

Conforme pode se observar na Figura 5.4 na presenca de 25 € 50 e 70% de solvente,
utilizando enzima livre, os valores de Kd tedricos e experimentais foram ajustados
adequadamente com excecdo das temperaturas de 62,5 e 65°C por serem as temperaturas
mais altas trabalhadas em que ocorreu uma rapida desnaturag@o e por serem mais dificeis

de trabalhar na presenca do solvente orgéanico.
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Tabela 5.18: Valores de Kd em fung¢do da temperatura para 25, 50 ¢ 70% de acetato de

butila
Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
T(CC) T(K) Kd experi- I/T(K) LnKd Kd experi- VT(K) InKd
mental mental

50 323,1 9.10°  3,09.10° -7,0 1,5.10°  3,09.10° -6,5
52,5 3256 5,1.10° 3,07.10° -52 6,8.10%  3,07.10° -4,9
55 328,1 8,7.10° 3,05.10° -47

. ) i .
Sozlie/;te 575 3306 642.10° 302107 27  163.10° 302.10° -41
60 333,1 8,6.10° 3,010° 24 295.10° 3,0.10° -35
62,5 3356 2,1.100 298.10° -1,5 3,08.107 2,98.10° -1,1
65 3381 35100 295107 -1,0 42.107  2,95.10° -0,8
50 323,1 1.10°  3,09.10° -69 5.10%  3,09.10° -7,6
52,5 325,66 6,7.10° 3,07.10% 5,0 82.10%  3,07.10° -4,8
50 55 3281 95.10° 3,05.10° -4,6 - - -
Sol e;te 57,5 330,6 5,4.10% 3,02.10° 29 9.4.10°%  3,02.10° 2,3
otV 60 333,1 9,010 3,0.10° 24 9,8.10%  3,0.10° .23
62,5 335,66 2,6.100 2,98.10° -1,3 2,6.10"7  298.10° -1,3
65 3381 4,0.10" 295.10° -0,9 3,6.107  2,95.10° -1,0
50 323,1 1.10°  3,09.10° -69 7.10°  3,09.10° -72
52,5 325,66 8,1.10° 3,07.10° -48 9,5.10°  3,07.10° -4,6
0% 55 328,1 9,7.10° 3,05.10° -46 - - -
Solvente 575 330.6 6,3.10%  3,02.10° -2,7 75.10%  3,02.10° -2,5

60 333,1 87.10% 3,010° 24 14.10' 3,010° -1,9
62,5 3356 4,1.100 298.10° 08 36107 298.10° -1,0
65 3381 4,0.10" 29510° -0,9 4,0.10" 295103 -0,9

Tabela 5.19: Valores de Ed em fung¢&o da porcentagem de solvente estudada

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571

% de solvente

Ed (Kcal/mol) Ed (Kcal/mol)
25 84,3 78,3
50 84,1 88,2
70 85,1 87,5
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Figura 5.3: Grafico linearizado para a equagéo de Arrhenius para a Cepa (a) ATCC 16045 e
(b) NRRL Y-7571.

Tabela 5.20: Valores de Kd e meia vida, tedricos e experimentais, estimados para enzima

livre na presenca de 25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) - Cepa ATCC

16045
T(K) Kd tesrico 12 (M0 Kd tiz (min)
teorico experimental experimental
323,1 14.10° 495,0 0,9.10” 770,1
3256  3,8.10° 182,4 5,1.10° 135,9
s50, 3281 10,2.107 67,9 8,7.10° 79,6
° -3 -3
Solvente 3300 27,0.10_3 25,6 64,2.10° 10,8
333,1 70,8.10 9.8 86,3.10 8,0
3356 182.10° 38 212,3.10° 3,2
338,1  466.10° 1,5 355,4.107 1,9
323,1 1,5.10° 462,0 1.10° 693,1
3256  4,2.10° 165,4 6,7.107 103,4
s00n 3281 11,2.10‘2 61,5 9,5.10'33 73,0
Solvente 3306 29,9.10’3 232 54,4.10'3 12,7
333,1  78,1.10° 8.8 90,6.10° 7,6
3356  201.10° 3,4 268,6.10° 2,6
338,1 511,4.10° 1,3 406,3.10° 1,7
323,1 1,6.10° 433,2 1.107 693,1
3256  4,5.10° 154,0 8,1.10° 85,5
200 3281 12,4.10:2 55,9 9,7.10‘?3 71,4
Solvente 3300 33,2.103 20,8 63,4.10_3 10,9
333,1 87,8.10° 7.9 87,6.10 8,0
3356 228,9.10° 3,0 410,6.10° 1,6
338,1 0,588 1,1 402,5.10° 1,7

112



Tabela 5.21: Valores de Kd e meia vida, tedricos e experimentais, estimados para enzima

livre na presenga de 25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) - Cepa NRRL

113

Y-7571
T Kd t12 (min) Kd ti2 (min)
(K) o h X )
tedrico teorico experimental experimental
323,1 1,5.107 462 1,5.107 462
325,6 3,7.10° 187,3 6,8.10° 101,9
25%  330,6 2,3.107 30,0 1,6.10° 42,5
Solvente 333,1 5,6.107 12,2 2,9.102 23,5
3356 1,3.10° 5,0 3,0.10" 2,2
338,1 3,2.10" 2,1 42.10" 1,6
323,1 1,3.107 525 5.10" 1386
3256 3,8.10° 182,3 8,2.10° 84,5
50%  330,6 29.10° 23,9 9,4.107 7.3
Solvente 333,1 8,1.107 8,5 9,8.10 7,0
3356 22.10° 3,1 2,6.10™ 2,6
338,1 0,5853 1,1 3,6.10° 1,9
323,1 10,0016 433,1 7.10" 990
325,6  0,0046 150,6 9,5.10° 73,0
70%  330,6 0,0356 19,4 7,5.107 9,1
Solvente 333,1 0,0966 7,1 1,4.10™ 5,0
3356  0,2586 2,6 3,6.10™ 1,9
338,1 0,6822 1,0 4,0.10™ 1,7
0,5 0,8 1
—— tedrico
04 ——tedrico 06 | —B— experimental
—8— experimental
0,3 -
S o4
0,2
50 525 S5 15(7% ) 60 625 65 00 5"0 5:5 - TS(Z CS) o o o
(@) ()
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Figura 5.4: Grafico do Kd tedrico e experimental versus temperatura para as porcentagens
de solvente para a cepa ATCC 16045 (a) 25, (b) 50 e (c) 70%; para a cepa
NRRL Y-7571 (d)25, (e) 50 e (f) 70%.

5.2.2. Determinac¢io do pH 6timo da enzima livre

Os resultados das atividades enzimaticas da inulinase recuperada em fun¢do do pH,
para enzima livre em tamp#o acetato de sodio 0,1M pH (3,6 — 5,6) e fosfato de sodio 0,05M
pH (5,5- 8,0), na presenga de 25, 50 € 70% de solvente, estdo apresentados na Tabela 5.22
na Figura 5.5.

Tanto para a cepa ATCC 16045 quanto para a NRRL Y-7571 podemos verificar que
a méxima atividade para a enzima livre, independente da porcentagem de solvente
utilizada, foi obtida no pH 4,8 utilizando o tamp&o acetato de sédio 0,1 M enquanto que

utilizando o fosfato de sédio a maxima atividade foi obtida no pH 6,0 (Figura 5.5).
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Viérios estudos de pH 6timo foram realizados a partir de outros microrganismos

conforme pode se observar na Tabela 5.23.

Tabela 5.22: Atividade enzimética da inulinase recuperada, das duas cepas, em fung¢do do
pH, para enzima livre em tamp3o acetato de sédio 0,1M e fosfato de sdédio

0,05M na presenca de 25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila)

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
pH 25% 50% 70% 25% 50% 70%
Solvente Solvente Solvente Solvente Solvente Solvente

3,6 0,5 1,4 1,4 0,6 2,2 1,8

Tampio 4,0 1,3 2,2 3,8 2,5 4,6 5,0
acetato de 4,4 6,6 34 4,8 3,7 6,4 7,7
sédio 4,8 9,2 11,1 10,9 6,9 10,1 9,0
5,2 3,1 5,4 8,7 5,2 8,4 7,9

5,6 2,2 3,5 3,5 2,8 3,5 3,1

5,5 0,2 1,5 5,1 1,0 2,4 5,1

Tampio 6,0 2,3 4,5 6,6 4,5 4,6 7,0
fosfatode 7,0 0,5 1,1 0,3 2,6 0,8 0,5
sédio 7,5 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3
8,0 0,03 0,06 0,1 0,06 0,05 0,08

12 —e— 25% Solvente

—&— 25% Solvente —=— 50% Solvente
—a&— 70% Solvente
—&— 50% Solvente

©

—&— 70% Solvente

Atividade (UimL)
o

Atividade (U/mL)
(=}

w

- . . , o
3,6 4 4,4 4,8 52 5,6 36 4 44 48 52 56

pH pH

(a) (©)
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Figura 5.5: Atividade enziméatica da inulinase livre em fung@o do pH, para a cepa ATCC

16045 em (a) tampdo acetato de sddio 0,1M e (b) em fosfato de sddio 0,05M; e
para a cepa NRRL Y-7571 em (c) tampédo acetato de sédio 0,IM e (d) em
fosfato de sodio 0,05M.

Tabela 5.23: Valores de pH 6timo obtidos por outros autores para diferentes

microrganismos
Microrganismo pH Otimo Referéncia Observagoes
Kluyveromyces marxianus NRRL 4,5 Makino (2001) Inulinase livre
Y-7571
Kluyveromyces marxianus var. . Inulinase
buigaricus 47 Kushi et al., (2000) extracelular
Aspergillus ficuum 4,7 Ettalibi & Baratti, (2001) Inulinase livre
Aspergillus japonicus; 5,4 Cheng et al., (1996) Enzima livre
Kluyveromyces marxianus 5,0 Vitolo citado por Santos Inulinase

(2002)

Bacillus subtilis 5,0 Cheetham et al., (1989)  Frutosiltransferase
Kluyveromyces marxianus var. . .
bulgaricus ATCC 16045 4,8 Santos (2002) Inulinase livre |
Aspergillus niger ATCC 20611 5,0-6,0 Hirayama et al., (1989)  B-frutofuranosidase
Aureobasidium pullulans 5,5 Jung et al., (1989) frutosiltransferase
Kluyveromyces fragilis e Candida 3,5-5,5  Zittan & Bagsvaerd (1981) inulinases
Penicillium rugulosum 5,5-5,6 Barthomeuf et al., (1991) inulinase
Aspergillus niger 58 L'Hocine et al, (2000)  frutosiltransferase
Bacilus stearothermophilus KP 6,1 Kato et al,, (1999) inulinase
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5.2.3. Estabilidade com o pH

Os resultados das atividades enzimaticas, na presen¢a do tampdo acetato de sédio
0,IM em diferentes valores de pH e de porcentagens de solvente, estdo apresentados nas
Tabela 5.24 e Tabela 5.25 e na Figura 5.6.

Através dos resultados pode-se concluir que a inulinase na forma livre a partir da
cepa ATCC 16045, na presenga de 25, 50 e 70% de solvente, apresenta uma maior
estabilidade nos pHs 4,4; 4,8 e 4,4, respectivamente. Enquanto que para a cepa NRRL Y-
7571 pode-se concluir que a inulinase apresenta uma maior estabilidade nos pHs 4,4; 4,4 e
4,0, respectivamente.

A maior estabilidade obtida por Santos (2002) foi no pH 4,8 para a inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 na forma livre em meio aquoso
com 30 horas de incubagdo. Barthomeuf ez al., (1991), encontraram para a inulinase de
Penicillium rugulosum uma maior estabilidade no pH 4,0 até 6,5 com 24 horas de
incubagéo.

A maior estabilidade obtida por Makino (2001) foi na faixa de pH de 4 a 6, para a
inulinase obtida a partir da NRRL Y-7571 na forma livre em meio aquoso apés 2 horas de
incubagdo a 50°C.

Estudando as propriedades da inulinase, a partir do Aspergillus niger, Ongen et al.,
(1994) obtiveram a faixa de 5 a 6 para o pH de maior estabilidade. Enquanto que para a
inulinase a partir do Penicillium rugulosum foi de 4,0 a 6,5 (Barthomeuf et al., 1991).

Para a frutosiltranferase e invertase a partir do Aspergillus niger foi de 4,5 a 11,0
(L'Hocine et al., 2000). A faixa de pH de maior estabilidade encontrado para a endo-

inulinase a partir do Arthrobacter sp foi de 5,0 a 10,5 segundo Kang et al.,(1998).
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Tabela 5.24: Valores das atividades enzimaticas versus os pHs estudados na presenca de

25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) utilizando enzima livre - Cepa

ATCC 16045
Tempo(h) pH4,0 pH44 pH48 pHS,2 pHS,6

0 8.1 8.1 8.1 8.1 8.1
. 1 73 71 72 7.9 76
S 0213 e/; " 2 6.5 57 6.4 5.1 3.6
6 50 48 47 3.0 0.4
24 3.0 3.7 1.8 0.3 02
0 92 9.2 9.2 9.2 9.2
1 8.7 75 9.2 8.6 7.7

0 2 b b b 2
50513 e/; " 2 73 6.6 9.0 8.1 6.4
6 6.2 53 71 28 0.5
24 23 1.7 34 1.1 0.3
0 72 72 72 72 72
1 6.8 58 6.1 6.0 4.9

(1) b 2 b 2 2
50713 ;l " 2 6.6 3.6 22 42 1.3
6 38 3.0 2.0 1.9 0.4
24 1.6 21 1.4 0.6 0.2

Tabela 5.25: Valores das atividades enziméticas versus os pHs estudados na presenga de

25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) utilizando enzima livre - Cepa

NRRL Y-7571
Tempo (h) pH4,0 pH 4,4 pH 4,8 pHS5,2 pHS,6

0 8.5 8.5 35 85 3.5
1 56 8.0 75 58 6.7

1) b H 2 b b
o .2 36 8.0 53 37 56
6 28 6.8 50 3.0 43
24 1.5 45 37 13 2.4
0 72 7.2 7.2 72 72
1 53 75 6.9 5.1 3.8

[1) b 2 bl b b
e 2 3,7 5.3 46 45 15
6 1.9 3.4 38 4.8 1.5
24 0,074 1.5 1.0 0.2 0,05
0 78 7.8 7.8 7.8 738
1 8.6 36 6.4 42 13

0 b b b b 2
S 2 5.4 8,3 6.7 43 08
olve 6 8,0 3,0 2,2 1,9 0,2
24 49 25 1.9 1.5 0.4
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Figura 5.6: Atividade enzimatica em fungéio do tempo e do pH da inulinase livre para a
cepa ATCC 16045 na presenca de (2)25%, (b)50% e (c)70% e para a NRRL Y-
7571 (d) 25, (e)50 e (f) 70% de solvente.
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5.2.4.

Determinacio de K, € Vipax

Na Tabela 5.26 e na Figura 5.7 estdo apresentados os valores das atividades

enzimaticas (U/mL), utilizando a enzima na forma livre na presenga de 25, 50 e 70% de

solvente, utilizando uma faixa de concentragéo de substrato sacarose de 0,5 a 35g/L.

Para

Ap6s a obtengdo dos dados experimentais foram determinadas as constantes cinéticas.

a determinagdo dos pardmetros utilizou-se o método grafico de Lineweaver-Burk,

considerando a equagéo a seguir:

. *[S
y = o 18] (5.3)
Km +[S]
Através da linearizagdo da equagéo temos:
1_Km,1 1 (5.4)
V Ve S Vs

Graficando-se 1/[S] versus 1/v, conforme a Figura 5.8, obtem-se K, € Viax.

Varios estudos para a determinag@o de Ky, € Vmax foram realizados a partir de outros

microrganismos conforme pode se observar na Tabela 5.28.

Tabel

a 5.26: Atividades enzimaticas (U/mL), na presenga das trés porcentagens de

solvente, em fun¢&o da concentragéo de sacarose [S]

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
S S Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)
(g/L) (mol/L) 25% 50% 70% 25% 50% 70%
solvente solvente solvente solvente solvente solvente
0,5 0,001 1,1 0,6 0,4 0,6 0,8 0,4
0,75 0,002 1,2 0,6 0,2 0,9 1,5 0,5
1 0,002 1,7 0,6 0,5 1,5 1,8 1,2
1,5 0,004 2,4 0,8 0,7 1,9 2,1 1,8
2 0,005 2,8 0,6 0,4 2,5 2,9 3,7
3 0,008 1,6 1,0 1,2 2,9 3,5 4,2
4 0,011 3,8 1,6 3,5 3,5 6,2 4,5
5 0,014 4,7 1,8 6,3 42 7,1 7,6
10 0,029 8.8 7,7 7,5 5,8 9,8 9,8
15 0,043 9,0 8,8 8,3 6,8 11,6 12,1
20 0,058 8,6 10,0 8,8 7,4 12,8 12,7
25 0,073 9,1 9,1 8,5 7,2 13,5 12,5
30 0,087 8,6 8,5 82 7,9 13,9 13,2
35 0,102 8,5 7,6 8,0 8,2 13,4 12,5
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Figura 5.7: Atividade enzimética da inulinase livre a T = 50°C, na presen¢a das trés

porcentagens de solvente, em funcéo da concentragdo de substrato (a) para a

cepa ATCC 16045 e (b) para a cepa NRRL Y-7571.

& 25% Solvente

O 50% Solvente

4 70% Solvente

& 25% Solvente
0 50% Solvente|

A  70% Solvente|

0,0 +— . . . . 0,0 1 : . . ,
0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 800
18] 18]
(@ (b)

Figura 5.8: Grafico linearizado para determinagéo dos pardmetros cinéticos Km € Vmsx para

25, 50 e 70% de solvente (a) para a cepa ATCC 16045 e (b) para a cepa NRRL

Y-7571.

Pelas equacdes do grafico linearizado, obtem-se os valores de Kn € Vmax. AsS

equagdes foram as seguintes:

Para a cepa ATCC 16045
1/v=0,0015 (1/[S]) + 0,0937 com R*= 0,99 para 25% de solvente
1/v = 0,0049 (1/[S]) + 0,0288 com R*=0,98 para 50% de solvente
1/v = 10,0055 (1/[S]) + 0,0421 com R*=0,98 para 70% de solvente
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Para a cepa NRRL Y-7571

1/v=0,0023 (1/[S]) + 0,0882 com R?*=0,99 para 25% de solvente

1/v=0,0018 (1/[S]) + 0,0471 com R%=0,99 para 50% de solvente

1/v=0,0023 (1/[S]) + 0,0284 com R?=0,98 para 70% de solvente

Os valores de Ky, € Vinax para as porcentagens de solvente estudadas encontram-se na
Tabela 5.27.

Tabela 5.27: Pardmetros cinéticos Ky, € Vmax para as trés porcentagens de solvente

estudadas
Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
Kn (M) Vpax(mol/(minL))  Kn (M) Ve (mol/(min.L))
25% de solvente 0,016 10,6 0,026 11,3
50% de solvente 0,17 34,7 0,038 21,2
70% de solvente 0,13 23,7 0,08 35,2
Aquoso* 0,0389 126,8.10° - -

*Santos (2002) utilizando o mesmo microrganismo

Tabela 5.28:Valores obtidos de Ky, € Vmax por outros autores em meio aquoso

Microrganismo Kun Vmax Referéncia Observacoes

Kluyveromyces marxianus 20,4 769,2 . .

NRRL Y 7571 umol/ml umol/min Makino (2001) inulinase

Aspergillus ficuum. 006M  192Umg ~ CHeNPl& Barat -

Kluyveromyces marxianus 4,58 i Kushi et al., inulinase

var. bulgaricus mg/ml (2000) extracelular

Bacillus subtilis 0,7M ) Cheetham et al.,  Frutosiltrans-
1989 ferase

Aspergillus niger ATCC 0.29M i Hirayama, et al., B-frutofurano-

20611. ’ 1989 sidase

Kluyveromyces marxianus 0.15 M 250 Barranco-Florido )

var. bulgaricus CDBB-L-278 ’ pumol/min et al., 2001

Aureobasidium pullulans. 330/ 130g/(Lh)  Jung et al., 1989 Fr“tf‘;gzreans'

Kluyveromyces marxianus i Rouwenhorst ef )

CBS 6556 14,6mM al.,(1990)

. . 398 L'Hocine et al., .
Aspergillus niger 35,6 mM umol/(mlmin) 2000 a invertase
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5.3. Caracterizacdo da enzima imobilizada para as cepas Kluyveromyces marxianus
ATCC 16045 e NRRL Y-7571

5.3.1. Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

Os resultados obtidos da atividade enzimaética na presenca do solvente orgénico,
acetato de butila, a diferentes temperaturas de 30 a 70°C, para a enzima imobilizada, estdo
apresentados na Tabela 5.30 e na Figura 5.9.

Na Figura 5.9 a pode-se observar que a enzima imobilizada para a cepa ATCC 16045:
apresentou uma atividade méxima na mesma temperatura que a livre, ou seja na
temperatura de 55°C independente da porcentagem de solvente utilizada. Para temperaturas
acima de 55°C a enzima perde rapidamente a atividade devido a desnaturagdo. Enquanto
que para a NRRL Y-7571 (Figura 5.9 b) a atividade méaxima foi na temperatura de 55; 60 e
55°C na presenga de 25; 50 e 70% de solvente, respectivamente.

Santos (2002), também trabalhando com a inulinase imobilizada, mas com um
método de imobilizagéo diferente do utilizado neste trabalho, de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus ATCC 16045 obteve um maximo de atividade a 57,5°C em meio aquoso.

Trabalhando com a inulinase imobilizada, e mesmo método de imobilizagdo deste
trabalho, de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045, Lorengo (2004)
obteve um maximo de atividade a 60°C em meio aquoso.

Vérios estudos para a determinagdo da temperatura 6tima foram realizados com
outros microrganismos conforme pode se observar na Tabela 5.29, sendo que para todas as

referéncias o estudo foi realizado em meio aquoso.

Tabela 5.29: Valores de temperatura 6tima para inulinase de varios microrganismos obtidos

por outros autores.

Temperatura

Microrganismo Otima ¢C) Referéncia Observacoes
Kluyveromyces marxianus inulinase imobilizada
var. bulgaricus ATCC 16045 373 Santos, (2002) em alginato.
Kluyveromyces marxianus . inulinase imobilizada
NRRL Y-7571 3 Makino (2001) em alginato
Aspergillus ficuum 70 Ettalibi & Baratti, (2001) Inulinase imobilizada
Aspergillus japonicus; 60 a 65 Cheng et al., (1996) Inulinase imobilizada
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5.3.1.1. Determinacio da Energia de Ativagio

O mesmo procedimento descrito no item 5.1.1 para a enzima livre na determinagéo da
Ea (energia de ativagdo) foi usado para a enzima imobilizada. Os resultados estdo
apresentados a seguir na Tabela 5.31 e na Figura 5.10.

A energia de ativagdo em meio aquoso obtida por Lorengo (2004), utilizando a ATCC
16045 e o mesmo método de imobilizagdo utilizados neste trabalho, foi de 10,9 Kcal/mol.

Santos (2002) obteve uma energia de ativacdo em meio aquoso de 13,5Kcal/mol,
também utilizando a ATCC 16045 e o método de imobilizagdo diferente do deste trabalho.

A energia de ativagdo em meio aquoso obtida por Makino (2001) foi de 14,0
Kcal/mol, a partir da cepa Kluyveromyces marxianus NRRL Y-75‘71.

Pode-se observar na Tabela 5.32 que na presenga de solvente organico, acetato de
butila, necessita-se de maior energia de ativago praticamente o dobro do meio aquoso para
a cepa ATCC 16045.

Tabela 5.30: Atividade enzimatica em fung&o da temperatura, para a inulinase imobilizada

na presenga de 25, 50 e 70% de acetato de butila

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
Temperatura (°C) Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)

25% 50% 70% 25% 50%  70%

30 06 05 0,8 6,3 8,2 3,1
35 0,8 1,3 1,5 7,6 11,3 4,2
40 2,8 1,8 2,2 10,2 13,5 4,9
45 1,5 1,6 2,5 16,5 14,1 9,5
50 7,5 4.4 6,4 19,9 18,8 12,2
55 8,5 8,1 14,2 28,1 24,4 26,4
60 7,7 5,9 2,6 22,2 29,1 11,7
65 2,2 1,7 1,7 16,4 21,1 12,5
70 0,3 1,4 1,5 12,2 16,3 11,1
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* Lorengo, 2004 utilizando o mesmo microrganismo e 0 mesmo método de imobilizaggo utilizados neste
trabalho, mas em meio aquoso.

(a) (b)
Figura 5.9: Efeito da temperatura na atividade da inulinase imobilizada na presenga de
acetato de butila (a) Cepa ATCC 16045 e (b) Cepa NRRL Y-7571.

Tabela 5.31: Atividade enzimatica da inulinase imobilizada na presenga de 25; 50 e 70% de

solvente (acetato de butila), em fungdo da temperatura

TCC) TX) Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
A(UmL) 1/TK) In(A) AU/mL) UTK) In(A)

30 303 0,6 3,30.10° -04 6,3 3,30.10° 1,8

35 308 0,8 3,24.10°  -0,1 - - -

25% 40 313 2,8 3,19.10° 1,0 10,2 3,19.10° 23
Solvente 45 318 - - - 16,5  3,14.10° 2,8
50 323 7,5 3,09.10° 2,0 199  3,09.10° 29

55 328 8,5 3,04.10° 2.1 28,1  3,04.10° 33

30 303 0,5 3,30.10°  -0,5 8,2 3,30.10° 2,1

35 308 1,3 3,24.10% 03 11,3  324.10° 24
50% 40 313 1,8 3,19.10° 06 13,5  3,19.10° 2,6
Solvente 45 318 - - - 14,1 3,14.10° 2,64
50 323 4.4 3,09.10° 14 18,8  3,09.10° 2,9
55 328 8,1 3,04.10° 2,0 244 304107 32
30 303 0,8 3,30.10°  -0,1 - - -
35 308 1,5 3,24.10% 04 42 3,24.10° 14
70% 40 313 2,2 3,19.10° 0,8 - -

Solvente 45 318 - - - 9,5 3,14.10° 1,5
50 323 6,4 3,09.10° 1,8 122 3,09.10° 25
55 328 142 3,0410° 26 26,4  3,04.10° 32
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(a)
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Figura 5.10: Efeito da temperatura na atividade enzimatica da inulinase imobilizada na

presenca de solvente (25; 50 e 70%), para o célculo da energia de ativaggo para
a Cepa (a) ATCC 16045 e (b)NRRL Y-7571.

A partir das trés equagGes abaixo determinaram-se as energias de ativagéo (Ea).

Para a Cepa ATCC 16045
In (A)=-11251 (1/T) + 36,66
In (A)=-9770,9 (1/T) + 31,82
In (A) = -10443 (1/T) + 34,27

Para a Cepa NRRL Y-7571
In (A) =-5169,7 (1/T) + 18,91
In (A) =-3660,3 (1/T) + 14,19
In (A) = -9090 (1/T) + 30,56

R?=0,95 para 25% de solvente
R%*=0,98 para 50% de solvente
R?=10,98 para 70% de solvente

R*=0,97 para 25% de solvente
R?>=0,97 para 50% de solvente
R*=0,99 para 70% de solvente

Os valores das energias de ativacdo na presenga de 25; 50 e 70% de solvente estdo na

tabela abaixo.
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Tabela 5.32: Valores de energia de ativagéo na presenga de 25, 50 e 70% de solvente para

as duas cepas

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571

Ea (Kcal/mol) Ea (Kcal/mol)
Aquoso 10,9* 14,0%*
25% Solvente 22,3 10,2
50% Solvente 19,4 7,2
70% Solvente 20,7 18,0

* Lorengo (2004) em meio aquoso utilizando ATCC 16045
**Makino (2001) em meio aquoso utilizando NRRL Y-7571

5.3.2. Estabilidade térmica para enzima imobilizada

Os resultados obtidos da atividade enziméitica da inulinase, na presenca das trés
porcentagens de solvente orgdnico, em fun¢dio do tempo de incubagio em diferentes
temperaturas de 50 a 65°C, para a enzima imobilizada estio apresentados na Tabela 5.33 a
Tabela 5.44. Estas mostram o decaimento da atividade enzimética com o tempo, a

diferentes temperaturas.

Tabela 5.33: Estabilidade a temperatura de 50°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentracgdes de solvente

T 25% solvente 50% Solvente 70% Solvente
emPO — tividade Atividade Atividade
(min) (U/mL) In (A/A0) (U/mL) In (A/A0) (U/mL) In (A/A0)
0 6,8 0 6,9 0 4.6 0
25 6,5 -0,05 6,5 -0,06 4,6 -0,004
40 6,2 -0,09 6,2 -0,11 4,4 -0,05
60 5,7 -0,17 5,6 -0,20 4,6 -0,01
120 5,9 -0,14 6,0 -0,13 4,1 -0,13
145 5,2 -0,27 5,3 -0,27 4,5 -0,03
190 5,0 -0,30 5,1 -0,29 4,4 -0,05
240 - - 5,2 -0,28 3,6 -0,23
480 4,6 -0,40 5,0 -0,31 4,2 -0,10
540 - - - - 3,8 - -0,18
545 4,7 -0,36 4,7 -0,38 - -
700 4,3 -0,46 3,9 -0,58 3,5 -0,28
730 4,5 -0,41 4,5 -0,43 3,4 -0,31
780 4,2 -0,48 4,1 -0,53 - -
1200 - - 3,7 -0,62 - -
1590 3,0 -0,81 2,4 -1,05 3,0 -0,43
2970 2,4 -1,05 - - 1,6 -1,03

Solvente: acetato de butila
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Tabela 5.34: Estabilidade a temperatura de 50°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracdes de solvente

Tempo 25% solvente 50% Solvente 70% Solvente
(min) A(%V/;‘:i‘;e Ln (A/Ao) A(tllj‘;:ﬁ;()le In (A/Ao) A(%V/:g;‘)ie In (A/Ao)
0 8.0 0 8,0 0 11,1 0
30 7,6 -0,06 - - 11,0 0,01
60 7,8 0,03 - - - -
90 - - 7,5 0,07 - -
100 7,1 0,12 - - 9,8 0,12
120 6,6 -0,20 - - - -
150 6,8 0,17 - - - -
200 - - - - 9,6 -0,14
1095 - - 4,4 -0,60 - -
1440 - - 3,5 -0,82 - -
1475 2,1 -1,31 3.4 -0,84 - -
1565 - - 2,9 -1,00 - -
2430 1,1 -1,95 2,0 -1,40 1,3 2,1
2540 1,2 -1,87 - : - -
2620 0,9 2,17 - - 1,0 2,3
2760 - - 1,7 -1,54 0,7 2,7
3945 - - - - 0,2 -3,7
4115 - - 0,7 2,35 - -

Solvente: acetato de butila

Tabela 5.35: Estabilidade a temperatura de 52,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente

Tempo —— %S% solvente : §O°A Solvente .7.0% Solvente
(min) A(‘l‘]‘;:gi‘;e In (A/Ao) "‘(%V/ﬁi‘;e In (A/Aoc) "‘(‘I'JV/:]‘:;‘;" In (A/Ao)
0 9,4 0 9,4 0 9,1 0
90 3,6 -0,95 5,0 -0,62 3,9 -0,84
110 - - - - 3,5 -0,95
130 3,4 -1,01 3,8 -0,90 3,0 -1,09
150 - - 3,6 -0,95 - -
180 24 -1,33 3,5 -0,97 2,5 -1,28
260 2,0 -1,50 3,2 -1,08 1,8 -1,61
385 1,0 2,18 2,12 -1,48 - -
440 - - - - 0,9 2,27

Solvente: acetato de butila
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Tabela 5.36: Estabilidade a temperatura de 55°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragdes de solvente

Tempo : ?5% solvente : 5.0% Solvente '7.0% Solvente
(min) ‘A‘(%V/ﬁ;‘;e In (A/Ao) A(%V/:ﬁi‘)’e In (A/Ao) A(t[‘lvligi‘;e In (A/Ao)
0 5,3 0 5,6 0 4,5 0
30 5,1 -0,05 4,9 -0,11 4,3 -0,05
65 4.8 -0,11 5.2 -0,07 4 -0,12
120 3,5 -0,43 4,3 -0,25 3,6 -0,21
200 3,1 -0,53 4,0 -0,31 2,9 -0,42
530 2,2 -0,85 - - 2,4 -0,62
1440 1,1 -1,58 1,3 -1,41 1,7 -0,98
1710 1,3 -1,42 1,3 -1,40 1,4 -1,16

Solvente: acetato de butila

Tabela 5.37: Estabilidade a temperatura de 57,5°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragGes de solvente

Tempo : 5.25% solvente .5.0% Solvente .7‘0% Solvente
(min) A(%V/ﬁi‘;e In (A/Ac) A(ttljv/:gi?e In (A/Ao) A(‘I‘JV/;‘:;‘;‘* In (A/Ao)
0 72 0 73 0 9.6 0
15 6.5 20,09 57 02 6.3 0,42
20 ) . 49 0.4 . .
24 53 20,30 53 -0,32 ] ]
50 i . i . 2.8 122
70 4,7 0,41 . ] . .
120 2.8 0091 2.8 -0.93 1.9 11,60
150 2.5 11,03 . . 1.8 11,68
190 2.2 1,17 2.1 122 1.7 11,70
220 - . 22 118 : .
250 1,9 11,29 2.0 125 ] ]

Solvente: acetato de butila
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Tabéla 5.38: Estabilidade a temperatura de 57,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente

Tempo — 23% solvente .5.0% Solvente .7.0% Solvente
(min) (%V/Ll;‘;e In (A/Ao) A(%V/:gi‘;e In (A/Ao) A(t[‘JV/:g;‘;e In (A/A0)
0 9,4 0 9,4 0 79 0
20 - - 6,6 -0,34 3,6 -0,78
40 4,4 -0,74 4,8 -0,66 3,5 -0,80
60 3,0 -1,12 . - - 3,2 -0,90
80 2,9 -1,14 3,1 -1,09 2,0 -1,36
100 2,5 -1,28 2,8 -1,20 1,6 -1,59
120 - - 2,3 -1,38 - -
180 1,3 -1,94 - - 0,6 -2,45

Solvente: acetato de butila

Tabela 5.39: Estabilidade a temperatura de 60°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentragGes de solvente

Tempo : ?5% solvente -5.0% Solvente .7'0% Solvente
(min) A(%‘;ﬁ;‘;e In (A/Ao) A(“‘Jvl‘gi‘;e In (A/Ao) A(t[‘]V/:gi‘;e In (A/Ao)

0 72 0 57 0 9.0 0
20 6.5 20,09 47 20,18 8.4 20,07
40 : - 3.9 -0.38 6.3 20,36
60 47 0,41 ; . : )
90 43 -0,50 32 20,57 2.6 121
110 42 -0.53 2.8 -0,68 22 -1,40
170 32 -0.79 23 -0.88 2.1 _1.45
200 2.5 -1.03 2.0 11,04 i :

Solvente: acetato de butila
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Tabela 5.40: Estabilidade a temperatura de 60°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracdes de solvente

Tempo : ?5% solvente _5.0% Solvente .7.0% Solvente
(min) A(%V/;gi‘;e In (A/Ao) A(‘{Ivlﬁi‘;e In (A/Ao) ‘A‘(‘I'Jv/::i‘;e In (A/Aoc)
0 6,3 0 6,3 0 6,2 0
15 2,9 -0,74 3,2 -0,67 5,2 -0,17
30 1,6 -1,33 2,5 -0,91 34 -0,60
40 - - - - 2,9 -0,75
45 1,5 -1,44 2,0 -1,11 2,1 -1,07
60 1,2 -1,60 1,6 -1,36 - -
75 - - 1,5 -1,42 1,3 -1,50
150 0,4 -2,67 - - - -

Solvente: acetato de butila

Tabela 5.41: Estabilidade a temperatura de 62,5°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentracgdes de solvente

Tempo : %5% solvente .5'0% Solvente .7.0% Solvente
(min) “‘(%V/:ﬂ;‘)’e In (A/Ao) A(%V/:gi‘;e In (A/Ao) "‘(‘['Ivlﬁi‘;e In (A/Ao)
0 74 0 56 0 8.3 0
20 38 -0,64 32 -0,56 45 0,67
40 28 -0.96 29 0,64 40 0,77
60 22 1120 26 0,75 33 0,97
90 1.9 131 1.9 11,07 24 -1.30
105 1.7 1143 15 1128 22 41,39
120 1.5 1158 1.4 136 2.1 1,44

Solvente: acetato de butila
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Tabela 5.42: Estabilidade a temperatura de 62,5°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentracdes de solvente

Tempo — 2§°/do solvente — 5(()1"/(;1 Solvenlte - 7(()l%dSolvente
. ividade tividade n tividade

(min) " gmry) MAA) gy A/Ae)  (UmL) M (A/A0)
0 7,1 0 7,1 0 7,9 0
15 3,1 -0,82 1,7 -1,44 2,6 -1,10
20 - - 1,6 -1,50 - -
30 1,4 -1,63 1,4 -1,61 1,3 -1,78
45 1,3 -1,71 0,7 -2,33 0,8 -2,19
60 - - 0,5 -2,66 0,5 -2,68
90 0,4 2,77 0,2 -3,43 0,3 -3,22

Solvente: acetato de butila

Tabela 5.43: Estabilidade a temperatura de 65°C - Cepa ATCC 16045 para diferentes

concentrag¢des de solvente

Tempo : ?5% solvente _§0°A Solvente .7'0% Solvente
(min) A(tév/ﬁ;‘)’e In (A/Ao) A(tév/:gi‘;e In (A/Ao) “‘(%V/ﬁi‘)’e In (A/Ao)
0 78 0 53 0 8.5 0
30 1.7 11,50 2.0 0,97 1.7 11,56
40 12 11,85 1.7 41,10 1.5 4170
50 1.0 2,06 1.0 11,58 1.3 -1.85
60 0.7 231 1.0 11,67 1.0 2,06
70 0.6 2,48 0.8 -1.89 0.7 244

Solvente: acetato de butila
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Tabela 5.44: Estabilidade a temperatura de 65°C - Cepa NRRL Y-7571 para diferentes

concentragdes de solvente

Tempo = 23"/; solvente - 5(()1‘%:iSolvente n 7(()1%dSolvente
. ividade tividade tividade

(min) (U/mL) In (A/Ao) (U/mL) In (A/A0) (U/mL) In (A/A0)
0 19,8 0 8,0 0 8,8 0
5 8,0 -0,90 2,2 -1,29 2,9 -1,09
10 2,3 -2,13 1,5 -1,62 0,9 -2,29
15 1,7 2,41 0,8 -2,21 0,7 -2,46
25 - - 0,5 2,77 0,4 -3,02
30 0,5 -3,58 0,2 -3,77 0,2 -3,87
40 - - 0,1 -4,38 0,1 -4,48

Solvente: acetato de butila

Através dos resultados encontrados para a temperatufa de estabilidade para inulinase
recuperada e imobilizada de Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 e NRRL Y-7571
observou-se que a temperatura em que a enzima permaneceu por mais tempo estavel foi a
de 50°C independente da porcentagem de solvente utilizada.

Lorengo (2004) também apresentou a temperatura de 50°C como a de maior
estabilidade, utilizando o mesmo método de imobilizagdo e enzima utilizados neste
trabalho, de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045, porém em sistema
aquoso.

Santos (2002) apresentou a temperatura de 40°C como a de maior estabilidade para a
enzima imobilizada de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 em meio
aquoso, mas utilizando um método diferente do utilizado neste trabalho.

Makino (2001) apresentou a temperatura de 55°C como a de maior estabilidade,
utilizando a cepa NRRL Y-7571 em meio aquoso, mas utilizando outro método de

imobilizagéo.

5.3.2.1. Determinacio da Energia de Ativaciio para a reagio de desnaturacio (Ed)

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 5.2.1. A Tabela 5.45 apresenta
os valores de Kd (desativagio térmica) para cada temperatura e a Figura 5.11 apresenta o In
Kd em fungdo de 1/T (K) para o célculo de Ed (energia de ativagdo para a reagdo de
desnaturagdo) (a) para a cepa ATCC 16045 e (b) Cepa NRRL Y-7571.
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A partir da inclinagdo da reta da Figura 5.11 obtém-se o valor de Ed para cada
porcentagem de solvente apresentados na Tabela 5.46.

Os valores dos tempos de meia vida (min) para as temperaturas estudadas estdo
apresentados nas Tabela 5.47 e Tabela 5.48.

Para a cepa ATCC 16045 utilizando a enzima imobilizada, a meia vida obtida na
temperatura de 50°C (323,1K) foram de 38,5; 23,1 e 38,5 horas para 25, 50 e 70% de
solvente, respectivamente.

Enquanto que Lorenco (2004) obteve uma meia vida de 44 dias, em meio aquoso
utilizando a mesma enzima e o mesmo método de imobilizagdo. Através dos resultados
pode-se observar que a presenca do solvente diminuiu drasticamente o tempo de meia vida
da enzima.

Para a cepa NRRL Y-7571 utilizando enzima imobilizada, a meia vida obtida na
temperatura de 50°C foram de 14,4; 19,2 e 11,5 horas para 25, 50 ¢ 70% de solvente,
respectivamente. Os tempos de meia-vida obtidos por Cheng et al., (1996) para a enzima
imobilizada, obtida a partir do Aspergillus japonicus, foram de 4 horas na temperatura de

70°C, 36 horas para 65°C e 61 horas para 60°C.
| Pode-se observar na Figura 5.12 que na presenga de 25, 50 ou 70% de solvente,
utilizando enzima imobilizada, todos os valores de Kd tedricos e experimentais foram
ajustados adequadamente, com exce¢do da temperatura de 65°C por ser a temperatura mais

alta e dificil de trabalhar na presenca de solvente orgénico.

-2 * 25% Solvente 0 - * 25% Solvente
-3 O 50% Solvente -1 4 O 50% Solvente
.4 ] A 70% Solvente 2 [ A 70% Solvente
5 v 31
g %4
£ 64 =
-5 4
2
-7 -6 1
8 71
9 8 I I
0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00295 0,00305 0,00315
1T 1T
(a) (b)

Figura 5.11: Gréfico linearizado para a equagio de Arrhenius para a Cepa (a) ATCC 16045
e (b) NRRL Y-7571.
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Tabela 5.45: Valores de Kd em funcio da temperatura para 25, 50 e 70% de acetato de

butila
Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
TCC) T Kd experi- experi-
(6 TE) ¢ XPE UT®) LnKd K‘:nenft’:l UTK) InKd
50 323,1 0,3.10° 3,09.10° -81 8.10*  3,09.10° -7,13
52,5 3256 - : - 42.10°  3,07.10° -547
25% 55 328,1 0,9.10‘§ 3,05.10‘2 -7,0 - -
Solvente 7> 3306 55107 3,0210° 52 8.10° 3,02.10° -4,82
60 333,1 49.10°  3,010° 53 1,3.102  3,0.10% -4735
62,5 3356 11,5.10° 2,98.10° -44  24.10% 2,98.10° -3,73
65 338,1 354.10° 295.10° -33 1,1.107  2,95.10° -2,16
50 323,1 0,5.10° 3,09.10° -7.6 6.10*  3,09.10° -7,42
52,5 3256 - - - 2,5.10%  3,07.10° -5,99
0% 55 328, 0,8.10‘2 3,05.10'2 7,1 - - -
Solvente 75 3306 4,8.10'3 3,02.10°  -53 1,1.10%  3,02.10° -4,48
60 3331 4,1.10 3,0.10°  -54 1,3.102  3,0.10% -4,34
62,5 3356 10,3.10° 2,98.10° 45  2,7.10% 298.10° -3,58
65 338,1 27,3.10° 295.10%° 36  9,0.10% 295107 -2,40
50 323,1 0,3.10° 3,09.10° -81 1.10°  3,09.10° -6,90
52,5 3256 - - - 4.10°  3,07.10% -5,52
0% 55 3281 0,6.10° 3,0510° -74 - - -
° 575 330,6 8,6.10° 3,0210° -47 1,1.10%  3,02.10° -4,48
Solvente

60  333,1 0,01 3,0.10° 46 2,1.10%  3,0.10° -3,84
62,5 335,6 0,01 - 2,98.10° -45 2,7.10%2  2,98.10° -3,58
65 338,1 0,03 2,95.10° 34 8,9.102 2,95.10° -2,41

Tabela 5.46: Valores de Ed em fung¢éo da porcentagem de solvente estudada

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571

% de solvente

Ed (Kcal/mol) Ed (Kcal/mol)
25 67,5 60,0
50 58,5 65,1
70 70,1 57,6

135



Tabela 5.47: Valores de Kd e meia vida, tedricos e experimentais, estimados para enzima

imobilizada na presenga de 25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) - Cepa

ATCC 16045
T(K) Kd tiz ’(mm) Kd tin (mm)
teorico tedrico experimental experimental
323,1 0,3.10°  2310,3 0,3.10” 2310,3
328,1 12.10° 5776 0,9.10° 770,1
25%  330,6 2,7.10°  256,7 5,5.10° 126,0
Solvente 333,1 5,9.10° 1174 4,9.10° 141,4
3356 12,610 550 11,5.10° 60,2
338,1 26,7.10 259 35,4.10° 19,5
323,1 035.100 1980,2 0,5.10° 1386,2
328,1 1,4.10° 495 0,8.10° 866,3
50%  330,6 2,7.10%  256,6 4,8.107 1444
Solvente 333,1 53.10°  130,7 4,1.10° 169,0
3356 103.100 67,3 10,3.10° 67,3
338,1 19,710 35,1 27,3.10° 25,4
323,1 03.10°  2310,3 0,3.10” 2310,3
328,1 1,3.10°  533,1 0,6.107 1155,1
70%  330,6 3,0.10°  231,0 8,6.10° 80,6
Solvente 333,1 6,7.10°  103,4 0,01 69,3
3356 14810 4638 0,01 69,3
338,1 322.10 21,5 0,032 21,6
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Tabela 5.48: Valores de Kd e meia vida, tedricos e experimentais, estimados para enzima

imobilizada na presenga de 25, 50 e 70% de solvente (acetato de butila) - Cepa

NRRL Y-7571
TK) K4tz (min) Kd ti2 (min)
teorico  tedrico  experimental experimental
323,1 1.10° 693 8.10* 866,2
3256  2.10° 346,5 4,2.10° 165
25%  330,6 83.10° 83,5 8.10° 86,6
Solvente 3331 1,6.10° 422 1,2.107 53,7
3356 3,2.10% 21,5 2,4.10° 28.8
338,1 6,2.10° 11,0 1,1.10 6,0
323,1 7,5.10°* 924 6.10* 1155
3256 1,6.10° 4251 2,5.10° 2772
50%  330,6 7,4.10° 931 1,1.10% 61,3
Solvente 333,1 1,5.10% 442 1,3.10° 53,3
335,6 3,2.10° 212 2,7.10% 27,8
338,1 6,7.102 10,3 9,0.10° 7,6
323,1 1,3.10° 533 1.10° 693
3256 2,5.10° 2772 4.10° 173,2
70%  330,6 9,7.10° 714 1,1.10% 61,3
Solvente 333,1 1,8.10%2 37,2 2,1.10° 32,5
3356 3,5.107 19,4 2,7.107 25,0
338,1 6,7.10° 10,2 8,9.102 7,7
0,040 . o —&— teorico
—&— teorico
0030 | —8—experimental 03 1 —8— experimental
3 0,020 - 202
0,010 | 01 J
0,000 B ; . : , , 00 g ‘ ' ‘ ; ’
50 52,5 55 57,5 60 62,5 65 50 52,5 55 57,5 60 62,5 65
T(°C) T(C)
() (d)
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Figura 5.12: Gréfico do Kd tedrico e experimental versus temperatura para as porcentagens
de solvente para a cepa ATCC 16045 (a) 25, (b) 50 e (c) 70%; para a cepa
NRRL Y-7571 (d)25, (e) 50 e (f) 70%.
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5.3.3. Influéncia do pH na atividade enzimatica — Determinag¢do do pH 6timo

Os resultados das atividades enzimaticas da inulinase recuperada em fun¢éo do pH,
para enzima imobilizada em tamp&o acetato de sddio 0,1M pH (3,6 — 5,6) e fosfato de sédio
0,05M pH (5,5- 8,0), na presenca de 25, 50 e 70% de solvente, estdo apresentados na
Tabela 5.49 € na Figura 5.13. ’

Para a cepa ATCC 16045 podemos verificar que a maxima atividade para a enzima
imobilizada em carvio, alginato, sacarose e glutaraldeido, independente da porcentagem de
solvente utilizada, foi obtida no pH 4,4 utilizando o tampéo acetato de sédio 0,1 M e no pH

7,0 utilizando o tamp&o fosfato de sddio (Figura 5.13).
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" Em meio aquoso, a maxima atividade obtida por Lorengo (2004) foi no pH 5,0, para a
ATCC 16045 utilizando o mesmo método de imobilizagio deste trabalho.

Para a cepa NRRL Y-7571 podemos verificar que a maxima atividade para a enzima
imobilizada em carvao, alginato, sacarose e glutaraldeido, independente da porcentagem de
solvente utilizada, foi obtida no pH 4,8 utilizando o tamp&o acetato de sédio 0,1 M e no pH
7,0 utilizando o tamp3o fosfato de sédio (Figura 5.13). |

O pH d6timo obtido por Ettalibi & Baratti, (2001) foi de 5,0 para a inulinase
imobilizada. A enzima foi obtida a paﬁir do Aspergillus ficuum. Enquanto que o valor
obtido por Cheng et al., (1996) foi de 4,0 a 5,5 para a enzima imobilizada produzida pelo

Aspergillus japonicus, sendo que ambos utilizaram métodos de imobilizagdo diferentes do

utilizado neste trabalho.

Tabela 5.49:Atividade enzimética da inulinase recuperada em fungio do pH, para enzima
imobilizada em tampZo acetato de sodio 0,1M e fosfato de sédio 0,05M na

presenca de 25, 50 e 70% de solvente

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
pH 25% 50% 70% 25% 50% 70%
Solvente Solvente  Solvente Solvente Solvente Solvente
3,6 1,5 9,5 9,3 6,8 9,0 7,7
_ 4,0 1,6 9.4 9,3 11,6 11,4 9,2
Tampdo 4 4 44,7 39,1 33,4 10,6 13,1 10,8
acetato de
sédio 4,8 23,7 21,9 19,7 16,8 15,7 15,7
5,2 23,7 30 18,8 13,2 10,1 8,9
5,6 18,6 25,3 15,1 9,3 9,5 7,3
5,5 5,7 1,8 3,8 4,7 4,6 6,2
Tampio 6,0 12,1 16,3 10,5 6,8 6,9 7,1
fosfato de 7,0 13,5 19,4 17,4 9,8 8.6 10,4
sédio 7,5 10,2 10,1 16,5 5,7 5,9 4,9
8,0 8.5 6,7 4,9 2,8 5,6 34
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Figura 5.13: Atividade enzimética da inulinase imobilizada em fun¢&o do pH, para a cepa
ATCC 16045 em (a) tampéo acetato de soédio 0,IM e (b) em fosfato de sédio
0,05M; e para a cepa NRRL Y-7571 em (c) tampéo acetato de s6dio 0,1M e (d)
em fosfato de sodio 0,05M.

5.3.4. Estabilidade com o pH

O mesmo procedimento utilizado para a enzima livre na influéncia do pH no estudo
da estabilidade da enzima foi usado para a enzima imobilizada. Os resultados das atividades
enzimaticas, na presenc¢a do tamp&o acetato de sodio 0,1M em diferentes valores de pH e de
trés porcentagens de solvente, estdo apresentados nas Tabela 5.50 e Tabela 5.51 e na Figura
5.14. Através dos resultados pode-se concluir que a inulinase na forma imobilizada, a partir
da cepa ATCC 16045, na presenca de 25, 50 e 70% de solvente, apresenta uma maior
estabilidade no pH 4,8 (Figura 5.14).

Com 9 horas de incubagdo em meio aquoso, utilizando a também a ATCC 16045,

Santos (2002) obteve uma maior estabilidade no pH 4,4, utilizando o método de
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imobiliza¢éo diferente do deste trabalho.
Enquanto que para a cepa NRRL Y-7571 pode-se concluir que a enzima apresenta
uma maior estabilidade nos pHs 4,0; 4,0 e 4,4, na presenga de 25, 50 ¢ 70% de

solvente,respectivamente (Figura 5.14).

Tabela 5.50: Valores das atividades enzimaticas versus os pHs estudados na presenga de
25, 50 e 70% de solvente utilizando enzima imobilizada - Cepa ATCC 16045

Tempo(h) pHA4,0 pH 4.4 pH48 pHS,2 pH 5,6

0 8.5 8.5 8.5 8.5 8.5

1 7.9 7.7 8.2 72 6.2

< 215:" . 4 6.1 73 6.7 6.6 4.4
olvente 6 4,7 5.2 5,9 6,1 3,8
24 3,0 33 3.8 1.8 0.9

) 7.3 73 73 13 73

1 6.8 72 72 6.5 6.8

S 510% . 4 5.9 6.2 6.8 5.7 4.3
olvente 6 5,0 4,8 6,6 54 4,0
24 1.3 3.0 5.0 3.4 11

0 6.4 6.4 6.4 6.4 6.4

1 5.8 6.1 6.3 5.0 5.9

< 710% . 4 5.5 5.0 5.8 43 5.7
olvente 6 4.4 4,1 5,3 3.6 4,0
24 2.2 36 41 2.6 1.7

Tabela 5.51: Valores das atividades enzimaticas versus os pHs estudados na presenca de
25, 50 e 70% de solvente utilizando enzima imobilizada - Cepa NRRL Y-7571

Tempo (h) pH 4,0 pH 4,4 pH 4,8 pHS2 pHS,6

0 14.5 14.5 14.5 14,5 14,5

i 133 8,0 8.4 6.6 6.1

50215% . 4 114 74 8.9 5.1 4.8
vente 6 9.9 6,8 8,0 5,5 50
24 8.0 54 42 4,0 3.7

0 14 14 14 14 14

1 10 9,7 12,9 132 12,8

80510% . 4 11,2 9.2 10.8 11,7 8.6
vente 6 10,5 8,6 8.4 8,4 7.3
24 9.2 8.5 6.7 3.5 3.8
0 15.9 15.9 15.9 15.9 15.9
1 14,0 173 15.9 146 12.9
50710% . 4 132 122 13.4 12,8 10,8
vente 6 10,9 11,7 10,9 11,8 9,9
24 8.1 9,2 5.1 3.8 4.0
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Figura 5.14: Atividade enzimética em fung&o do tempo e do pH da inulinase imobilizada
para a cepa ATCC 16045 na presencga de (a)25%, (b)50% e (c)70% e para a
NRRL Y-7571 (d) 25, ()50 e (f) 70% de solvente.

5.3.5. Determina¢ao de Ky, € Vinax

O mesmo procedimento utilizado no item 5.2.3 para a enzima livre na determinacéo

de Km € Viax foi usado para a enzima imobilizada. Na Tabela 5.52 e na Figura 5.15 estdo
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apresentados os valores das atividades enzimaticas (U/mL), utilizando a enzima na forma
imobilizada na presenca das trés porcentagens de solvente, utilizando uma faixa de

concentracdo de substrato sacarose de 0,5 a 35 g/L.

Tabela 5.52: Atividades enzimaticas (U/mL), na presengca das trés porcentagens de

solvente, em funcdo da concentragéo de sacarose [S] para enzima imobilizada

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
S S Atividade (U/mL) Atividade (U/mL)
(g/L) (mol/L) 25% 50% 70% 25% 50% 70%
solvente  solvente solvente solvente solvente solvente
0,5 0,001 2,3 43 1,2 7,8 9,5 6,0
0,75 0,002 2,2 4,6 11,0 8,8 10,8 6,6
1 0,002 22,5 23,7 17,5 7,3 15,4 7,4
1.5 0,004 25,0 26,0 13,7 9,7 19,1 10,3
2 0,005 24,0 27,2 17,4 10,8 20,1 15,2
3 0,008 28,4 35,0 19,3 11,0 22,6 16,4
4 0,011 30,9 434 35,0 12,4 24,6 17,4
5 0,014 31,2 37,0 46,2 13,4 23,1 17,5
10 0,029 33,6 43,0 61,3 17,1 22,3 23,7
15 0,043 36,4 49,1 57,9 19,3 25,4 28,7
20 0,058 38,2 55,0 60,5 22,1 25,7 30,9
25 0,073 37,2 55,3 61,4 21,3 26,3 33,3
30 0,087 38,0 56,4 57,2 . 22,4 25,2 32,2
35 0,102 37,7 56,5 58,8 23,1 24,5 31,2
70 -35 -
— T —
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Figura 5.15: Atividade enzimatica da inulinase imobilizada a T = 50°C, na presenca das trés
porcentagens de solvente, em fungfo da concentragdo de substrato (a) para a
cepa ATCC 16045 e (b) para a cepa NRRL Y-7571.
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Figura 5.16: Grafico linearizado para determinagfo dos pardmetros cinéticos Kn € Vmax

para 25, 50 e 70% de solvente (a) para a cepa ATCC 16045 e (b) para a cepa

@

(b)

NRRL Y-7571, para enzima imobilizada.

Pelas equagdes do grafico linearizado (Figura 5.16), obtem-se os valores de Kn €

Vmax. As equagdes foram as seguintes:

Para a cepa ATCC 16045
1/v=9.10° (1/[S]) + 0,0254 com R*= 0,98 para 25% de solvente
1/v=1.10" (1/[S]) + 0,0166 com R*= 0,99 para 50% de solvente
1/v=23.10" (1/[S]) + 0,0116 com R*= 0,98 para 70% de solvente

Para a cepa NRRL Y-7571 .
1/v =3.10" (1/[S]) + 0,0435 com R?*= 0,98 para 25% de solvente
1/v=7.10° (1/[S]) + 0,0376 com R*= 0,98 para 50% de solvente
1/v=3.10" (1/[S]) + 0,0301 com R?= 0,98 para 70% de solvente

Os valores de K, € Vimax para as porcentagens de solvente estudadas encontram-se na

Tabela 5.53.
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Tabela 5.53: Pardmetros cinéticos Km € Vmax para as trés porcentagens de solvente

estudadas, enzima imobilizada

Cepa ATCC 16045 Cepa NRRL Y-7571
y Vmax Vmax
K (M) (mol/(min.L)) Kn (M) (mol/(min.L))
25% de solvente 0,0035 39,3 0,006 22,9
50% de solvente 0,006 60,2 0,002 27,0
70% de solvente 0,025 86,2 0,01 33,2
Aquoso* 0,096 33,4.10” - -

* Santos (2002) utilizando ATCC 16045 mas método de imobilizagdo diferente
do utilizado neste trabalho.

Utilizando como substrato a inulina, os valores encontrados por Barranco et al.,
(2001) foram de 0,52 M e 113,7 pumol/min para a inulinase imobilizada. A enzima foi

obtida a partir do Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus CDBB-L-278.
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6. Conclusoes

A enzima inulinase, a partir das cepas ATCC 16045 e NRRL Y-7571, foi
caracterizada tanto nas formas livres como imobilizadas na presenga do solvente organico
acetato de butila e os resultados de temperatura 6tima e de estabilidade, pH 6timo e de
estabilidade, meia-vida (min), os valores de energia de ativagdo da reagfio (Kcal/mol) e da

desnaturag@o (Ed), e os pardmetros cinéticos K, € Vmax estfio nas tabelas abaixo:

Tabela 6.1: Caracterizagdo da Cepa Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC

16045.
% de Enzima Enzima
solvente livre imobilizada
Temperatura 25 SSZC SSZC
6tima 50 55°C 55°C
70 55°C 55°C
- 25 50°C 50°C
Estabilidade 50 50°C 50°C
70 50°C 50°C
25 12,8 38,5
tiz (h) 50 11,5 23,1
70 11,5 38,5
25 4,8 4.4
pH 6timo 50 4,8 4,4
70 4,8 4.4
25 4.4 4.8
estsgli?ieade >0 4,8 4,8
70 4,4 4.8
25 23,3 22,3
Ea (Kcal/mol) 50 21,3 19,4
70 12,6 20,7
25 0,016 0,0035
Kn (M) 50 0,170 0,006
70 0,130 0,025
v 25 10,6 39,3
max 50 34,7 60,2
(mol/(min.L)) 70 237 $6.2
25 84,3 67,5
Ed (Kcal/mol) 50 84,1 58,5
70 85,1 70,1
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Tabela 6.2: Caracterizacdo da Cepa Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571.

% de Enzima Enzima
yolvente livre imobilizada
Temperatura 25 SOZC 55°C
otima 50 50°C 60°C
70 50°C 55°C
o 25 50°C 50°C
EST‘Z':::;’;““ 50 50°C 50°C
70 50°C 50°C
25 7,7 14,4
t12 (h) 50 23,1 19,2
70 16,5 11,5
25 4.8 4,8
pH étimo 50 4,8 4.8
70 4.8 4,8
25 4.4 4,0
70 4,0 4.4
25 19,8 10,2
Ea (Kcal/mol) 50 13,8 7,2
70 20,0 18,0
25 0,026 0,006
Kn (M) 50 0,038 0,002
70 0,08 0,01
Vi 25 11,3 22,9
molwnny % 22 m0
25 78,3 60,0
Ed (Kcal/mol) 50 88,2 65,1
70 87.5 57,6

Foram realizadas sinteses utilizando diversos solventes e através dos resultados pode-
se observar que € possivel a realizacdo da sintese em meio organico. Dentre os solventes
estudados, o mais adequado para a sintese de frutooligossacarideos utilizando a enzima
inulinase foi o acetato de butila, o qual forma um sistema bifasico com o tampéo.

A metodologia do planejamento experimental mostrou-se muito Util para este estudo
de otimizag8o da conversdo da sacarose em frutooligossacarideos YFOSs (%). As variaveis

independentes estudadas foram: pH, porcentagem de sacarose, relagdo solvente/tampéo,
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atividade enzimética, temperatura e PEG. Além da sensivel redug¢do no nimero de ensaios,
as faixas utilizadas foram modificadas em fungdo dos efeitos apresentados a cada

planejamento realizado.

A partir da cepa 16045:

Utilizando o sistema orgénico enzima livre, a maxima YFOSs obtida foi de 13,5%,
nas seguintes condi¢des: temperatura de 45°C, 4,0U/mL de enzima, relagdo
solvente/tampao de 25/75(%), pH 5,7 e 55% de sacarose.

Utilizando o sistema aquoso enzima livre, a maxima YFOSs obtida foi de 11,9%, nas
seguintes condigdes: temperatura de 45°C, pH 6,5, 45% de sacarose e 4,0 U/mL de enzima.

Utilizando o sistema orgénico enzima imobilizada, a maxima YFOSs obtida foi de
18,7% nas seguintes condi¢Ges: temperatura de 40°C, pH 4,0, 50% de sacarose, 4,0 U/mL
de enzima e relagéo solvente/tampao de 75/25(%).

Utilizando o sistema aquoso enzima imobilizada, a maxima YFOSs obtida foi de
15,3% nas seguintes condigdes: temperatura de 40°C, pH 5,5, 90% de sacarose e 3,3 U/mL

de enzima.

A partir da cepa 7571:

Utilizando o sistema orgéanico enzima livre, a mixima YFOSs obtida foi de 16,7%
nas seguintes condi¢les: temperatura de 40°C, pH 6,0, 55% de sacarose, 4,0 U/mL de
enzima e relagdo solvente/tampao de 25/75(%).

Utilizando o sistema aquoso enzima livre, a maxima YFOSs obtida foi de 15,2% nas
seguintes condigdes: temperatura de 40°C, pH 5,0, 65% de sacarose e 4,0 U/mL de enzima.

Utilizando o sistema orgénico enzima imobilizada, a maxima YFOSs obtida foi de
18,2% nas seguintes condigGes: temperatura de 40°C, pH 5,0, 60% de sacarose, relacdo
solvente/tampao de 25/75(%) e 5,5U/mL de enzima.

Utilizando o sistema aquoso enzima imobilizada, a maxima YFOSs obtida foi de
16,8% nas seguintes condigdes: temperatura de 40°C, pH 5,0, 60% de sacarose e 4,0U/mL

de enzima.
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Comparando-se as duas cepas, ATCC 16045 e NRRL Y-7571, foi possivel observar
que, em relagdo ao sistema orgdnico com enzima imobilizada, ambas apresentaram
praticamente a mesma produgéo.

Enquanto que para o sistema utilizando a enzima na forma livre a cepa NRRL Y-
7571 apresentou maior conversdo da sacarose em frutooligossacarideos tanto em meio
orgdnico quanto em aquoso, ou seja a sua atividade de transferéncia foi maior que a da cepa
ATCC 16045.

As condi¢bes otimizadas em relagdo aos pardmetros estudados para a sintese de

YFOSs nos 4 processos estudados podem ser resumidos nas tabelas abaixo:

Tabela 6.3: Condig¢bes Otimizadas para YFOSs a partir da Cepa ATCC 16045.

Processo YFOSs T Enzima Solvente/tampao H Sacarose
(%) _ (°C) (U/mL) (%) P (%)
Organico livre 13,5 45 4,0 25/75 5,7 55
Aquoso livre 11,9 45 4,0 0/100 6,5 45
Organico imob.* 18,7 40 4,0 75/25 4,0 50
Aquoso imob.* 15,3 40 3,3 0/100 5,5 90

Sendo imob.* = imobilizada

Tabela 6.4: Condigdes Otimizadas para YFOSs a partir da Cepa NRRL Y-7571.

Processo YFOSs T Enzima Solvente/tampao pH Sacarose
(%) (¢C)  (U/mL) (%) (%)
Organico livre 16,7 40 4,0 25/75 6,0 55
Aquoso livre 15,2 40 4,0 0/100 5,0 65
Organico imob.* 18,2 40 5,5 25/75 5,0 60
Aquoso imob.* 16,8 40 4.0 0/100 5,0 60

Sendo imob.* = imobilizada
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7. Sugestdes para trabalhos futuros

Utilizar a metodologia desenvolvida neste trabalho no estudo da producdo de
frutooligossacarideos  utilizando-se outros microrganismos que foram isolados
recentemente no Laboratério de Bioprocessos (LEB) que apresentaram uma maior

atividade de transferéncia.
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