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RESUMD

Heste trabalho procurocu-se obter 2 enzima invertase ex-
tracelularmente. De 13 linhagens de leveduras testedas, Kluyve-
romyces bulgaricus ATCC 16045 fol a mals produtiva. 3s condigUles
em que se obteve mator produg¥o foi em fermentador agrade, sem
controle de pH, a 292C + 12C e com adig¥o de sacarose durante o
proceggo fermentativo.

A enzima mostrou ter caracterfsticas muito semelhantes a
enzimas produzidas Intracelularmente por outras leveduras: boa
estabilidade a2 pH 5,0 e balxa para temperaturas acima de 8&0=C,

pH e temperatura Stimos de atuac¥o respectivamente 4,0 e 502C e

especfifica para grupos g-frutosil.



SUNKARY

The object of thig research was to select a yeast which
produced extraceliular invertase. Kiluvveromvecas bulgaricus ATCC
16045 was found to be the most productive. The optimum condi-
tions for invertase production were in an serated fermenter at
302C with no pH control and with the addition of sucrose during
fermentation.

The enzyme showed characteristics very similar to those
of the intracellular enzymes produced by others yeasts: good
stability at pH 5.0 but low at temperatures above 6020, The besi

conditions for activity were pH 4.0 and 5020, with specificity

for B-fructesil groups.

ix



I. INTRODUCXO

A invertase tem sido utilizada gquase gque exclusivamente
na indidstria de doces. Esse uso restrito, de un lado se deve ao
tipo de substrato no gual ela atua, mavarose, = por outro lado
pele alto custo da enzima. Este udltimo fator é © motivo princi-
pal pelo gqual a enzima ainda n¥o alingiu uma maior aplicag®o em
atividades industriais, sendo frequentemente substituida pela
inversdo écida,

Recentemente tem crescido o interesse no Brasil de se
produzir xarope com alto teor de frutose tanto para exportac3o
come para consumo interno. A invers¥3o 4cida tem se mostrado in-
conveniente pelos subprodutos que s3o formados durante o proces-
50, © que faz certos ceonsumidores preferirem o xarope invertide
enzimaticamente. Porém, o pre¢o elevado da enzima importada tor-
na o processo invidvel. Portanto o barateémentc da produ¢ic de
invertase seria o primelro passo a ser dado para reverter esta
situacio. Este trabalho irdz uma colaboragfo neste sentido ao
mostrar que ¢ possfvel se obter a enzima na forma extracelular,
podendo provocar uma reducg¥o significative nos custos de produ-

¢¥o, principalmente no que tange a2 etapas de extrag3o e purifi-

cagHo.



Il. REVISXO BIBLIOGRAFICA

i. ASPECTOS GERAIS

3 invertase ( B-D-Frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26) tanmbénm
conhecida como invertina, sucrase ou sacarase, € uma enzima que
hidrolisa a sacarose, fornecendo uma mistura equimolar de glico-
se e frutose. 0 xarope resultante desta invers3o ¢ mais doce de-
vido ao poder adogante da frutose, tem ponto de ebuligdo mails
alto e ponto de congelamento mais baixo. Os monossacarfdeos for-
mados s¥o mais soldvels e consequentemente n¥o se cristalizam
t¥%0 facilmente, mezmo guando em solugles altamente concentradas.

0 nome invertase & derivado da mudanca de rotagdo que ocorre
quando a sacarose (“E}ﬁse,?z) & hidrollisada a glicose e frutose
(o

Ef—ZQe}.

2. ESPECIFICIDARE

A invertase atua sobre radicais B-D-frutofuranosil in-
substitufdo. O substrato tipico da agdo da iﬁvertase, 2 sacaro-
se, sendo ao mesmo tempe um B-frutofuranosideoc e um a-glicos(~
deé, pode ser hidrolisado por dois tipos diferentes de enzima: a

B ~-D-frutofurancsidase (E.C.3.2.1.26) e a a-D-glicosidase
(E.C.3.2.1.20) gue atacam a sacarose nos terminais da frutose e
glicose, respectivemente (50, 37).

A caracterizacBo das duas enzimas fol baseada original-



mente na habilidade da enzima hidrolisar além da sacarose {gli-
coge-frutose), a rafinose (galactose-glicose-frutose) e melezi-
tose {(glicose-frutose-glicose) (50, 41). A rafinose possuindo um
resfdusc B-D-frutofuranosfdeo n3c substituideo é hidrolisado pels
invertase mas n¥%o pela oD -glicosidase, enguanto que a melezi-
tose n3o € hidrolisada pels invertase, maze sim pela OD-glicosi-

dase.

3. DCORREHCIA

A invertase ocorre largamente na natureza, tendo sido ob-
servada em leveduras (Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces
carlsbergensis) (50); fungos (Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Penicillium spinulosum e Penicilliumm chrysogenum): @ ou
tros microrgantsmos (Actinomicetos, Puricularia oryzae, Bycorri~
za fungl, Polystlctus sanguineus e certos liquens); animais (in-
setos, abelhas, ratos, coelhoes, porco’ assim come em planteas
{trigo, beterraba doce, banana, mam3c, cevada germinada, alfafa)l
{37,65).

REED (50) considera que dentre as diversas fontes de in-
vertase, somente a enzima obtida de levedura € importante para a
produgo industrial de invertase.

L invertase em células de levedura & encontrada em duas
formas: uma glicoprotefna contende 50% de mananz e 3% de glico-
samina localizada entre a menmbrana plagmatica e a perede celu-
lar, também conhecida como enzima externa de alto peso molecu-

lar, e uma enzima intracelular desprovida de carboidrato, loca~-



lizada exclusivamente no protoplasma e de pesp molecular infe-
rior (21, 43, 23). Em geral a invertase produzida pela levedura
n¥o & liberada para o meio, contudo WICKERHAN (61, DWORSCHACK e
UICKERHAM (15) e 1ZUKA e YAMAMOTO (29) verificaram que algumas
espécies s¥o capazes de produzir enzima extracelularmente.

A invertase externs tem pesv moleculsr de aproximadamente
270.000 e corresponde a malor parte da enzima produzida pela cé-
lula, enguanto que a enzima Interna tem peso wmolecular de
135.000 (1, 53:.

DUORSCHACK e WICKERHAM (16) trabalhando com Saccharomyces
kiluyveri para a produglio de invertase, depararam com uma certe
instabilidade do microrganismo. Curiosamente observaram quée co-
18ntas com 17 dias de idade apresentavam coldn!as secundarias na
superficie das colbnias primarias e com 20 a 30 dias de Iidade
sssas colbdnias secundérias eram de duas cores, branca e marron.
A colBnia branca era geralmente unissexual dipldide ou tetra-
pléide e a coldnta marron era principalmente untissexual triplidi-
de. As coldnias marrons sBo geralmente Instdvels, podendo ser
estabilizadas por um processo de isclamento sucesgsivo em placas
de Petri, ate& aparéncia homogénea da cultura.

0 teor de invertase em leveduras € dependente das condi-
cBes de crescimento e especialmente da concentracio de glicose
do meio (38). Em células que crescem a baixas concentraces de
glicose, a maior parte da invertase produzida € de alto peso mo—
lecular e estd localizada fora da membrana citoplasmatica (57).

MOREHD e col. (39) estudando a linhagenm de Sacﬁharomyces

303-67 e um mutante FH4C en condicBes de células em altas e bai~



xag concentracles de substrato, constataram 2 existéncis de uma
terceira enzima de peso molecular Intermedidrio. Empregando a
técnica de eletro~focalizaglo fol possivel separar as 3 formas
de invertase através de seus pontos isceléiricos. A enzima mnmals
leve com pl=3,4, a enzima mals pesada com pl=4,2 e a forme in~-
termedidria com pl=5,0.

A invertase leve e pesada est%o em concentragBes simila-
res em células reprimidas, mas em células nBo reprimidas a con-
centragfo dz invertase pesazda aumenta atingindo BOR da enzima
total, confirmando oz resultados de DAVIES {(3). A forma interme-
didria estd presente em células n¥o reprimidas tanto de Sacccha-
romyces 303-67 como em Saccharomyces FH4C.

& existénela de diferentes formas de enzima pesada tem
sidoe sugerida por alguns autores (23), mas MOREND & col. (392
acreditam gue a forma existente fora da membrana citoplasmdlica

¢ homogénes.

H3 muitas controvérias gquanto 2 pecregio de enzima exocce~
lular em leveduras (21). Alguns autores (28, 5, 1) acreditam que
a enzima interna possa ger um precursor ou um produto de degra-
dacH3o durante a sintese da enzima peﬁada (31). BETETA e GASCAN
(&) acreditam que primeiro ocorra a sintese da prolefna (enzina
leve) e depois uma adi¢¥o seguencial de manose, formando um es-
pectro continue de invertase com pesos moleculares crescentes de
acorde com o teor de manana, sendo ent3o a enzima pesada, con-—
tendo 50% de carboidrato, excretada no espaco periplasmatico. A
transformac¥o da enzima leve para pesada parece ser compativel

com os dados obtidoes por MORERO e cel. (33}, que wverificaram



que na presenga de 2-Deoxy-D-glicose, sob condig¢gBes de inibiglo
da sintese de invertase, houve um acdmulo das formas moleculares
leve e intermediaria, como consequéncia da interferéncia no pro-
cesso de glicosilacio.

RODRYIGUEZ & col. (53} também mostraram a2 existéncla de
tré&s diferentes invertases. Duas est¥o no citoplasma, uma livre
de carboidrato e soldvel no citopliesma € a2 outra parclialmente
glicostlada, ligada & membrana. A terceira forma & Lambém glico-
silada e secretada para o exterior celular. Uma relag3co entre
produto e precursor parece estar associada & enzima ligada &
membrana e & periplasmdtica, mas a relaglo entre a enzima pre-
sente no citoplasma e outras formas & desconhecida.

THACZ e LAMPEN (60) verificaram a maneira como & enzima €
transportada através da barreirs permeadvel da célula usando tec-
nicas de imunofluorescéncia e determinaram a distribuigio super-
ficial de moléculas de invertase sintetisadas em células. Diver-
sos mecanismos foram propostos pars explicar este titransporte,
sendo que LAWPEN (30) propds que exoenzimas 80 formadas a0 lon-—
go de invaginag¢Bes caracteristicas da membrana plasmsdtica de

levedura e sBo lanc¢adas para o periplasma da célula.

4. OBTERCXO

2 invertase de levedura foi descoberta por PERSOZ em 1833
¢ purificada pela primeira vez em 1860 por BERTHELOT através de
precipitag¥o alcodlica. Embors muitos dos estudos fundamenitais

daz cindgtica enzimdtica tenham sido realizados, 2 enzima de leve-



dura ainda n¥o fol obtida na forma cristalina. Isto se deve,
provavelmente, & presenga de polimananas que se aderem & enzima
durante o processo de purificagdo (43, 37).

Uma variedsde de técnicas tem sido empregadas para romper
ag células e obter a enzima, dentre elas temos: sonificacio
(623, autdlise (45)), lise enzimdtica (435), disrupc3o mecinica
de células (19, 17). Os métodos mais amplamente empregados s3o
lige enzimstica e disruptores mecinicos com esferas de vidro
(63).

WILLIAK e WISEMAN (62) submeteram células de levedura
Saccharomyces cerevisae na fase exponencial a uma agitag¥o wvio-
jenta com esferas de vidro em Vibro-¥ill a 22C. Apds agitacdo
violenta fizeram diversas lavagens com tamp3c acetato de sddio
pH 4,7 e centrifugaram para remog3c das paredes celulares e cé-
lulas inteiras. Simultasnsamente os autores investigaram a lise
enzimstica da parede celular. Células de levedura foram pré-tra-
tadas com tampBo fosfato citrato de potassio O,1HN pH 5,8 conten-
do como aditive mercaptoetanol e EDTA a 302C por 30 minutos. As
células foram ent¥o ressuspensas em soluclo tampdo, 2 enzima
adicionada e a mistura foi ent¥o incubada 2 30=2C por varios pe-
riodos. Dos dados obtidos, verificaram gque a solubilizagio da
invertase fol observada apdés 10 minutos de tratamento no Vibro-
Mill e correspondeu a B0% da attvidade total, com 20% de des-
truic¥o. Heste mesmo intervalo de tempo o itratamento enzimitico
solubilizou somente 7,5% da enzima, mas apdés 60 minutos, S0% da
enzima foi encontrada no sobrenadante e 10% remanescente na pa-

rede celular. Observag@es ao microscdplo de células tratadas com



a enzima revelaram uma completa remco¢¥o da parede.

WISEMAR e JUNES (64) reportaram gue somente técnicas en-
zimAticas, autdélise com tolueno-papafna ou tratamento prolengado
com enzima solubilizavam invertase em gquantidades realmente sig-
nificantes. FOLLDUS e col. (19), entretanto, usando homogeniza-
dor de alta press3o Manton-Gmulin, encontrou 100% de solublliiza-
¢H3o de invertase apds 90 minutos de tratamento.

HESTRIN e col. (27) relatou a extragio da invertase atra-
vés de degradacBo da membrana de levedura por plasmélise segui-
da por uma solubilizagdo de componentes ligados & mwembrana por
melo de autdlise. A célula de levedura foi plasmolizada a pH 6.0
pela mistura de acetato de sddio. Apds a massa ter sido ligue-
fetta, toluenc fol adicionado e a mistura foi emulsificada com
um vibrador e deixada em repouso a 372C por 60 minutos. Apds es-
te perfodo, adicionou-se sacido acético até pH 4,5 e centrifugou-
se. Foram formadas tré&s camadas, sendo gue na camada mais leve
ge encontra a 1nvertaée,

BABCZINSK! (5) obteve a invertase de levedura incubando
células de Saccharomyces cerevisae X 2180 com deoxycholate 1%
durante uma noite 3 temperatura ambiente. Posteriormente foi
centrifugado e o extrato dialisade contra soluc¥o tampio acetato
50 1M pH 5,0 e fluoreto de fenilmetilsulfonil 7 uM. Centrifugou-
se novamente sendo o extrato passado em coluna de DEAE-Sephadex
para purificaglo.

IGLESIAS e col.(28) fermentaram Saccharomyces 30367 e
obtiveram a enzima por ruptura da célula com homogenizador Braun

HSP com esferas de vidro e centrifugagdo.



Em contraste & todas as bLécnicas de extragfo da invertase
de levedura localizada na periferia da célula, WICKERHAN (61D
mostrou que a enzima pode ser liberada para o meio de cultura
por diversos microrganismos, eliminando zgsim 2 etapa de extra-
¢¥o. Para provar gue a enzims era excretada por c2lulas vivas, ©
autor realizou testes com Saccharomyces cerevisae HRRL-Y-838 com
@ sem adic¥o de tolueno. Vertificou que a cultura sem adicio de
tolueno teve uma alta produgio de cadlulas vivas ¢ invertase, con
poucas células mortas. O mesmo n¥3o aconteceu com a adigdo de to-
lueno, evidenciando gue a invertase é produzida por células vi-
vas.

Em cuiro experimento, a fim de verificar se 2 invertase
era produzida por céliulas propagadas aercbicamente, o autor cul—
tivou © microrganismo com agitacg®o intensa. Verificou gue a pro-
duc¥o de enzima & aproximadamente paralela ao crescimento celu-
lar. A taxa de multiplicaglo celular e secrecic de invertase di-
minui apés 48 horasg, mas a contagem de células mortas aumentou
com © tempe. lsto prova que a invertase solivel & proveniente de
célulag vivas. Os dados da tabela 1, obtidas por WICKERHAN (613,
mostram gue 2 producBo da enzima € caracterfstica de cada linha-
gem, com guantidades variaveis.

DUORSCHACK e WICKERHAM (15) trabalhando com Saccharomy—
ceos uvarum NRRL-Y-372, testaram condi¢Bes aerobicas e anaerdbi-
cas, bem como a producBo de invertase exirs e intracelular. O
preparo ¢ manuselo da cultura foi simtlar aoc empregado por WIC-

KERHAY (513,



Tabela §

Produc3o de invertase extracelular por leveduras

. Invertass ;&Eﬁ.wity,
undisfml.
Name of Ouliure Number
Aerpble | Anperobip

SaaMremysw klugrert (unissrnal heplold). ... Y2887 e prat 3 N D
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Y4B IBHZ . e i 5 S S
Sasc:'mmmym Efuyweri (unissrual dipif)id} ......... Y4282, e BET. & levrsinnunnn
_____________________________________________ s VoS S 8 BB { oo caan
Sﬁccharomymt klugrer {unisczual pelyplold) . ... B Vo e O S IR 162, B
M et oo s s o WedzBs-Code 4. .. $91.6 2672
e e e st er e e e s 20 i ot i i Y-4205-Code 18 ... 3508 X538
H0 e mse a2 i et Y- 425-Clode 1R, ... 8. & i34, £
D e e et 0t Y-4248-Code 2. __.__. 5800 2012
3 T U Y-4288-Coda 28, ... AR5 D 488, %
I e e e wm———— Y-47288-Cola 27 ... BRE D [owennmmomn -
Baccharompees Hupvert (hiseyos! SIpIold) o vvnmenn Y4mR-THIX13HZ .. 155 3N S
Sacchigrompees Rlugeeri (bisexual tripioid). e eee. Y2887 DEEIZH2 o 3
Saechorompees Eygreri (hisernal tetraploldy. . cuen V4288-7D220 1302 b3 O T,
Candido (Torelopsfsy e oo . |, 243.8 1]
Candide (Torsdopals) witliz v, thermophila. . oo ccvu] Y182 e 29.0 15.4
Candidn (Torulopeis) wiille v, major. . ______.. WLk e 134.0 iB.7
Forudopets eI O80 ce v e .63 ¥ S 210.8 7.1
EQCEBaTUTIYCEE BTBTUT . « e e emeom e s e B2 ——— i38.8 510
Soccharomipees validil . o vveecneemsm e L) T:v 2 53.8 26.0
Savchoromyees fraphil. . oo 382 8.3
Soecharomyces ootformis . e ; 3.0 0.8
SactRarompcts CEresialie. e e e Y 3.8 45 4
Haecharompets L3l i cnn i s cvn e s 27,7 3.7
Sarcharomycss carlebergemiols_ e e . 57 4.0
Zypoaaecharomyces aehipl..... B4 O 63. 4
Klupreromypces POIEDOIEE oo e cemmenme s Y 5.8 54.2
Torulaoppora Fo8eh . e .8 7.1
Schtrosaccharomyces fu o ¥ . 41.3 48. 8
Saccharompeodes ldwbrll oo b 7L S .0 18,7
Eudompeopls ¢Bodal .o wun i e w e G 5 = 3.1 36
Endampeopeiz fiéﬁ!ig;r- e 5 B X2 e —————— 2.9 0.8
Condida Aareri. oo rsmoccem e am e —————— 0 L 11 T B4 15.4
Diebaryomyces kiveckeri. .o W BIR e g 1

incubation temperstore: 28° O, Incubation iime: 144 hours,

Fonte: DUORSCHACK = WICKERHAH (16D

para teste

Amostras foram retiradas de tempos em tempos

de stividade enzimética e contagem de cédlules vivas e mortas. O

fol usado diretamente para o

sobrenadante, apds centrifugagHo,

teste de atividade e as células lavadas foram agitadass com to-

juenc e ficaram a 282C por 7 dias, sendo agitadas diariamente.

10



20 final de 7 dias fot novamente centri{fugado e © gsobrenadante
testado quanto 3 atividade. As células foram suspensas em toluer
no e armazenada a 282C por mals 7 dias. Este procedimento foi
repetido 3 vezes, sendo que 2 atividade do terceliro sobrenadante
foi quase nula. Simultaneamente foi testada 3 estabilidade da
enzima e verificou ser ela estével.

4 ztividade enzimdtica extracelular de Saccharomycsd uva-
rum NRRL-Y~972 emn condicBes aerdbicas fol 3 verzes superjor &
obt.ida am condic¢Bes anasrobicas, contrastando com os resultados
obt idos por WICKERHAN {61) gue encontrou guantidades iguats oOu
levemente superior para culturas anasrdbicas de Saccharomyces
cerevisae Y-8358.

A liberaclo dog constituintes da céluls por autdlise pode
ger varisvel. A fim de ~ongut cLanctar os dados obtidos, DWORS-
CHACK e WICKERHAN (16) rizer = t ambém uma desintegracBo mecinica
de microrganismos, partindc & séiulas correspondentes a 500 ml
de cultura em condigBes aer icas, € verificaram gue a desinte-
gragdo de cé&lulas llberam ¢ ~oximadamente 70-80X mais atividade
do que o método de autslise com tolueno, Embora tende sido me-
thor s extrac3o, o método wecinico fol abandonado porque 2 golu-
c¥o tornou-se cinza e pequenas partfculas de metal foram obser-
vadas.

4 fim de constatar a proveniéncia da tnvertase extracelu-
lar, os sutores cultivaram Saccharompyces uvarus NRRL-Y-872 emn
condicBes aerdbicas. Apos 14 horas de fermentacg®o © crescimento
foi abundante. Dois frascos contendo o meio fermentado foram re-

colocados no shaker, um <Om adic%o de tolueno e outro sem adi-
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c%0. Vertficou-se gue a produg¥o de invertase extracelular parou
rapidamente apés a adigio de toluenoc & 8 liberacBo da enzima =2
partir de células mortas foi desprezfvel no decorrer de 186 ho-
ras de experimento, confirmande gue e produgBo de invertase €
proveniente de células vivas. Em outro experimento fol verifica-
do gue concentragBes de sacarcse verjando de 3 s 10% s¥0 propi-
cias & produco da enzima durante as primeiras 48 horas de {er-
mentacBo. Foi verificado icualmente gue taxas de seragdo de 0,2
a2 1,6 mmoles de QQ/mlfmin favorecem a producdo de invertase, @n-
guanto gue taxas de 3,0 mmol Os/ml/min, s¥o inibitdrias.

1 1ZUKA e YAMANOTO (30) estudando Candida utilis 5020 ve-
rificaram gue o méximo crescimento celular foi obtido em condi-
cBes aerdbicas apds 70 horas de incubagdo, enquanto gue a2 malor
at {vidade enzimstica fol observada depois de 140 horas de cultu-
ra, evidenciando gue a atividade aumenta quando o substrate €
totaimente consumido & o crescimento celular € maximo.

Para verificar como a enzima foi liberada pelas células,
os autores ressuspenderam células em tamp3o fosfato M/50 pH 5,0
com & sem adic3o de 1% de agicar. Foi possfvel wverificar apos
inauba;%a:que a maior liberaclo da enzima ocorrau gemn adicio de
gualquer fonte de carbono, em condicBes aerdbicas. Concluiram
entZo que células de levedursa | iberam invertase em condigfes ae-
rdbicas e na ausfnecia de agucar (29).

0 fator gue controla o aparecimento da invertase de Sac-
charomyces cerevisae parece ser a concentracioc de glicose ne
meio. O aparecimento da atividade n¥%o tem relacBo com a fase de

cregeimento, mas € retardado com © aumento dg concentragdo ini-
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cial de glicose. Assim, DODYK e ROTHSTEIN (113 verificarém que
com 0,025 H de glicose, a atividade apareceu ns metade da fase
legar{tmica, com 0,1 B de glicose ela aparsceu no final da fase
logarftmica e com 0,3 K de glicose #ls apareceu na fase estacio-
niria. Com o aumento da concentragBc de glicose, 2 guantidade de
glicose em excesso e a taxa de forwacHo de piruvaeio s3o sumenta-
daz. Para a utilizac¥o do piruvato existem 2 caminhos: um cami-
nho oxidative com a forwag3o de acetil Co-A e um caminho descar-
boxilative, com a formagHo de acetaldeido, stancl e acetato. &
concentracBes infertores a 0,014, os produtos do caminho descar-
boxilative 88%c minimos, mas CcOm O© aumento do bteor de glicoss es-
tes produtos se acumulam rapidamente, inibindo o aparecimento de
invertase.

A adiclo de intermedidrios do metabolismo de glicose tam-
bém reprime o aparecimento da invertase. Estes intermediarios
incluem compostos de 2 carbonos {(acetaldeido, etanol e acetato)
assim como scidos dicarboxflicos (malato, fumaratoc e succinatol.

Testando diferentes fontes de carbono parsa obtencgio de
1nvaptase'em Candidas ubtilis, [IZUKA e YAMAMOTO (237 verificaranm
gue ndEe houve diferenca marcante no creacimento celular & ativi-
daée enzimética liberada ac melo com © emprege de sacarose, gli-
cose e maliose. lsto levou-os a concluir que a invertase e uma
enzima constituinte, concordandoc com o afirmado por WICKERHAN
(61) para as diversas linhagens de levedura capazés de produzir
invertase extracelularnente.

Segundo alguns autores (51, %2) o uso de agente tenso-a-

tivo n3o i8nico, tween BO, estimulou 2 produgio de enzimsa lnver-
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tase. Substratos e produtos modificados frequentemente fornecen
maior produq%o que compostos sem modificagBes, atuando em alguns

casos como agente atlvo de superficie

5, PURIFICACRD DA ERZIMA

Desde gue se obtenha s enzima na forma soldvel & necesss-
rio separd—la dos demais compostos indesejivels na soluglo (pro-
tefnags e enzimas’.

Sabendo~se gue as protefnas diferem entre si guanto a so-
lubtlidade, densidade de carga, tamanho, forma, densidade, gru-
pos reativos especificos @ estabilidade relativa, sendo possivel
{solar uma determinada protefna baseando-se nestas propriedades
caracteristicas.

N%0c existe um critérioc rigoroso para a purificacio da en-
zima, mas um procedimento aconselhdvel inicia-se com precipita-
cio fracionadaz por solvente orginiceo ou sulfato de amfSnio. Esta
etapa n¥o apresenta grande capacidade de resolucioc e geralmente
s%o seguidos por métodos crumatograficos. Frequentemente a cro-
matografia de exclus¥o molecular e a cromatografia de troca 18-
nica s3c empregadas, em gualguer uma das sequéncias, para se ob-
terem fracBes enriguecidas da enzima desejada, e tendo como base
seu tamanho molecular e carga elétrica, respectivamente. Para
uma purificacgio final » enzima & submetida =a eletroforese de
disco ou eletrofocalizacBo a2 fim de se detectar o grau de pure-
za da mesma (&7, 32).

Baseando-se nesteg principios, LESKOVAC e col. (332 puri-
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ficaram inveriasse por cromatografia em DEAE-Sephadex, obtendo
uma atividade especffica de 1400-2000 unidades/mg, onde uma uni-
dade de enzima & definida como a gquantidade de enzima catalisan-~
do a formac®o de | mmol de produtc por minuto.

HEUHAN e LAMPEN (43) eztudande invertase de Saccharcsyiss
FH4C, precipitaram-na inicialmente com etanol e sulfsto de amb-
nic e depcois utilizarsm crometografias consecutivas com Sep adex
G-25, SE-Sephadex C-50 e DEAE-Sephaviex A-30. A enzima oblida te-
ve uma atividade especifica de 2700-3000 umoles de sacarocse/min/
mg de protefna a 30=C.

Dutros sutores (28) utilizaram colunas com Sephadex G-200
e conseguiram separar a invertase de Saccharomyces 303-67 em
iscenzimas de pesos moleculares distintos, obtendo as formas ex-
tracelular (Volume elufdo{Ve)/Volume morto (Volr=1,07), a Iintra-
celular {(Ve/Vo=i,68) & a intermedidria (Ve/Vo variando de 1,07 a
1,65, dependendo da concentragic de glicose do meiol.

GASCEN e LAMPEN (21) obtiveram invertase interna de mu-
tante Saccharomyces FH4C por precipitag¥o com sulfato de ambnio
e posterior cromatografia em DEAE-Sephadex A-B0. As fragles ati-
vaz foram reunidas e passadas em colunz de sulfoetil Sephadex,
atingindo umas purificag3o da ordem de 2500 vezes em termos  de

protefna.

11ZUKA e YAMAMOTO (29) obtiveram a invertase de Candida
utilis através de precipitacBo com acetona, seguida por cromato-
grafia com DEAE-celulose e Sephadex G-200.

MOREND e col. (39) investigando formas intermedidrias de

invertase em c&lulas n3o reprimidas de Saccharomyces 303-67, ve-

15



rificaram que a invertase pesada € extremamente abundante e pa-
rece mascarar a presenca das outras formas. Suya remog¢8o se faz
necessdrio e pode ser efetuada por precipitagdo com sulfato de
ambnioc a 70% de saturac¥o, onde a mslioria da enzima pesada é =o-
ldvel. O precipitado contdm 20 a 30% do total da enzima pesadsa.
Através de filtrag¥3o em gel Sephadex (-200 os autores consegul-
ram separar além da forma leve predominante (Ve/Vo = 1,75}, duas
formas de invertase Intermedidria com Ve/Vo = 1,20 e 1,34, res-—

rectivamente.

&. PROPRIEDADES

A invertase de levedura comp@e-se de uma forma externa 2
membrana citopliasmética e uma forma intracelular. 2 enzima ex-
terna tem peso molecular de aproximadamente 270.000 e é consti-
tufda_de aproximadamente 30 cadelas de manana llgadas a protefna
por ligacBes gli;osamil*asparagina (43, 44). COLORHA e col. (&)
constataram que essa enzima contém ligacles covalentes de fosfa-
to, sugerinde gque a acidez da enzima externa varia de acordo
com ¢ grau de fosforilagio. Isteo fci verificado por eletrofoca-
ltzac%c de inveritase proveniente de ieveéura FH4C, a qual forne-
ceu uma heterogeneidade de pontos iscelétricos, variando de 3,87
a 2,7,

A enzima intracelular com peso molecular de 135.000 .a}ém
de diferir da invertase externa gquanto 3 locallizag3e, difere na
estrutura priméria, possuindo gquantidades distintas de glicina,

tirogina, cistefna & histidina (213.
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A condig¥o de miéxima atividade para invertase & encontra-
da a pH entre 4 e 5, & temperatura entre 50 a 602C. A reacBo &
maxima para solugles com 5-10% de sacaroze (14, 24, 65), caindo
295% para solucBes concentradas a 70% (24),

WISEMAR e WOODWARD (66} estudando a estabilidade térmica
da enzima verificaram gue na auséncia de substrato a invertase
de Saccharomyces cerevisas perde guape toda sua atividade gquando
aquecida a 652C por 15 minutos; A invertase de Candida utilis
tratadas similarmente, perde 25% da atividade quando previamente
purificada, aoc passo que, na forma bruta gla é termoestivel a
egta temperatura.

Alguns autores verificaram que a establilidade enzimsdtica
estd diretamente relacionada com o teor de carboidrato da molé-
cula. ARNOLD (2) verificou gque o teor de carboidrato da enzima e
inativac3o térmica s¥o inversamente correlaclonadeos, sendo gue a

manana estabiliza a proteina.

Em contraste, SMITH e BALOU (55)verificaram que a comple-
ta remogdc da manana ndo afetou a atividade nem a estabillidade
térmica da enzima a 37:=2C,

Pelo fracionamento de invertase, WOODWARD e WISEMAN (68)
verificaram 4 picos de atividade onde a raz3c de carboidrato/
protefna diferiu significativamente. 3 taxa de inativagBo térmi-
ca para cada uma dessas lsoenzimas foram Gorrelaelonadas inver-
samente com seu teor de carboidrato. A invertase interna, dep~
provida de manana, teve Lodas sua atividade perdida depols de 2
minutos a &£520. A fim de estudar a {nfluéncia da manana, remove-~

ram-na completamente da invertase extracelular por preclipitac¥o

17



com (NHg)p50, 100X e verificaram que a estabilidade térmica =
£52C foi similar 2 enzima nativa, confirmando os resultados ob-
tidos por SHMITH e BALOU (55). A remocHSo artificial da manana
fornece produtos estdvels diferentes dag iscenzimas com Dbaixro
teor de carboidrato. Isto svidencia gue a enzima interna é con-
formacionalmente instdavel, enguanto gue a externa é estavel.
Quanto aoc pH, LESKOVAC e TRIVICK (33} notaram gue 3 snzi-
ma ¢ estdvel em pH entre 3,5 a 8,5, Em meio dcido ocorre rdapida

inativacHo abaixo de pH 3,5, e em pH alcalino acima de pH 10.

7. INIBIDORES

Entre os diverscs pesquisadores gue se dedicaram ao estu-
do da invertase, MYRBACK se destacou por haver se dedicado &
ac3io de inibidores e sua cindtica, A enzima ¢ fortemente inibida
por fons metdlicos, particularmente a prata. 0O fon metdlico se
combina com a histidina da molécula da enzima (36). A& inibligdc
por zinco & reversi{vel e n¥o competitiva e é fortemente depen-—
dente do pH, aparentemente devido a forma¢¥o de um dimero 1383 .
Quanto ac fon mercurio, DRAETTA (13) verificou gue em concentra-

SH, ele atus como um ativador da enzi-

cBes de HgCl de 5,0 » 10
ma externa e inibe n3o competitivamente a forma Iinterna. &
concentracBes entre 3,0 x 10 a 5,0 x 1074 este reagente inibe
competitivamente a forma soldvel.

A inibig¥o pelo i8do é um fato incomum. Se uma peguena

quantidade de i8do & adicionada a uma solucle de invertase, a

atividade da enzima diminui até atingir cerca de 55% do wvalor
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original. S5e o ibdo é adicionado em excesso, inativag¥o acontece
apés um decréscimo mails lento da atividade. Assim, a inativacg3o
da invertase pelo 18do é provccéda por duas reagdes distintas:
uma, multo rédpida, forma um derivado I-invertase com atividade
cerca de 45% menor gque a enzima natural, e outra, mais lenta,
trangformando o complexeo [-invertase num derivado completamente
inativo (363.

Conforme REED (50), uréia a baixas concentracles produz
inativaclo imediata sem alterar as propriedades flzicas da enzi-
ma. A altas concentracBes (8 ¥ a pH 5,0), ou a valores de pH
acima de 6,0, ccorre inativag3o irreversivel, juntamente com mu-
dancas da estrutura secunddria e tercidria (50).

Quanto 3 substincias orgdnicas gue atuam como inikldores
da enzima temos: anilina, o,m,p-toluidina, tricloro e tribromo
anilinas (27), dcidos aminobenzdicos, dcidos sulfanilicos (42) e
dcido jodoacdtice (12)}. A anilina apresenta uma inibi¢Be rever-
givel ndo caﬁpetitiva {59Y. 0 efeito inibidor do dcido lodoace-
tico foi constatado por DRAETTA (14}, sem contudo identificar o
tipo de inibicHo.

NEWMAN e LANPER (43) wverificasram que p-mercuribenzoato
inibe a enzima somente a altas concentragles. Outros reagentes
tale como lodoacetamida, dcido iodoacdticeo e N-etil--malemida
ndo Inibiram a enzima.

LIRAS & GASCASN (34) trabalhando com o protoplasma de Sac-
charomyces 303-67 e Saccharomyces FHAC verificaram que tanto o
ciclo heximide guanto 2 deoxy-D-glicose inibem a formag¥o de

glicoprotefnas, blogueando a sintese e secrecdo do complexo ma-
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nana-proteina.

Ecido nitroso causa inativacHo irreversivel, presumivel-
mente pelo ataque de grupos aminos livres (27).

Testando os sfeitos Léxicos de taninos condensdvels e hi-
drolizdgvets, STRUMEYER e MALIN (56) verificaram gue ambos reagen
com enzimas para formar complexos, diminuindo a atividade, mas
gomente o taninos condengados produzem complexos enzimaticos
estiveis, que n%c reagem mesmo parcialmente. & invertase extra-
celular de levedura & uma enzima diferente das proteinas tipicas
por ser capaz de tolerar a3 ac¥o do tanine condensado, tendo sido
reconhecida come a primeira enzima a resistir a este tipo de
inibidor. Esta resist8ncia &€ uma consequéncia de sua natureza
glicoprotéica, onde provavelmente ocorre a ligacgdo do tanino com
o carboidrato, sem precipitear ou alterar a atividade enzimatica.

Quanto ao efeito do substrato, RODRIGUEZ e col. (33} ve-
rificaram que a sfintese de invertase de levedura ocorre &m pPre-
senga de baixas concentracBes de glicose. ConcentracBes superio—
res a 1% provocam uma inibig¥%o catabdlica, nfo tendo efeilo na
secrecio ou atividade catalftica (40).

DAVIES (10) constabou gue concentracBes de glicose supe-
riores a 0,001% eram prejudicias & sintese de invertase por Sac-
charomyces fragilis, enquanto que para Saccharomyces cerevisae,
DODYE e ROTHSTEIN (11) encontraram esse limite a 0,18% ¢ RODRI-

GUEZ e col. (53) a 1%.

8. APLICACHES DA IRVERTASE
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A invertase é de grande aplicac¥o na indistria de alimen-—
tog por hidrolizar solugBes concentradas de sacarose, fornecendeo
solugBes com maior poder adogante, com temperatura de ebulicio
maiz elevada e ponto de congelamento mais baixo.

A invers3c da sacarpose pode ser feita tanto por hidrdlise
dcide como enzimatica. A hidrélise dcids usando HCI 2N ¢ o pro-
cesso comercial preferido nos EUA, enquanto que a convers3oc en—
zimdtica & praticada em alguns pafses da Europa e Japdo (2573,
Cada um desses métodos tem suas vantagens e desvantagens. Ha hi-
drélise enzimética temos baixo custe 66 cataligador, alta por-
centagem de convers3o (90%), tempo de residéncia no reator menor

gque o métode gquimice, soluglio de dcucar invertide incolor e
temperatura do processc mais baixa. O inconveniente derte meétodo
& que a operagdo precisa ser realizada em batelads & a enzima
n3c pode ser reutillzada.

Na hidrélise acida temos baixo custo do catalisador e fa-
~ilidade em se usar reator tubular em processo continuo. Come
desvantagem depara-se com a baixa porcentagem de convers3o
(65-70%), tempo de residéncia elevado no reator, sulucﬁo.de agd-
car invertido colorida e temperatura do processc elevada. A hi-
arélise scids pode produzir furfural e outros agentes arcmidticos
indesejsveis, assim como cligossacarideos por reacties de polime-
rizacdo (£37.

A tendéncia atual € o emprego da hidrdélise enzimética. O
degenveolvimento de enzimas imobilizadas oferece uma manelira al-
terpativa de tornar o processo continuo possfvel e ecenomicamen-

te vidvel. Neste sentido j4 existem muitos trabalhos publicados,
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embora multos deles n3o tipifiguen 28 condicBes de processc CoO7
mercial e utilizem baixas concentracfes de substrato e tempera-
turas brandas (25).

0 mator emprego da enzima se ancontra na manufatura de
confeltos com recheios ligquefeitos. Tais forpul acBes consisten
principalm@ﬁte de sacarogpe, Xarope de glicose, acdocar invertido
e outros componentes. A invertase & agregada a uma baixa dosagen
o higrolisa s pacarocse ientameﬁte. A adic3o da enzima resulia
2nm:

a2} o centro do confelto torna-se mais mole Ou MESWmo ii-
quefeiteg

b} = frutose resultanie da macarose & higroscopics € pre”
vine a perda de umidade do produto,

¢} = frutose intbe cristalizag3c de outros componentes €
aggegura uma consisténcia adeguada,

d) a invers3o da sacarose aumenta a pressio opmética ©
suficlente para inibir a fermentagio (48).

& invertase lem aiﬁda as peguintes aplicagBes:
- em produtos para higlene oral @ fim de evitar 2 forma~
c3o de placas dentais ou remogdo dap mesmas {72,

- n=z inddstria de refrigerantes,

- na indudstris de papel para produzir levulose usada cOmo
agente plastificante (ig3,

- no preparc de D-frutose a partir de inulina, melibiose
a partir de rafinose, gentliose 2 partir de gentiancse @ hexose
fosforilada a partir de sacarose monofosfatada (163,

- pa hidrélise de sacarose omn fermentagdo contendo meio d
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e cultura com melago para melhorar crescimento de microrganis-

nos,

- ugo terapfutico, na andlise clinica de urins
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111. MATERIAL E M£TODOS

1. RICRORGAHISNOS

Foram testadas ag seguintes linhagens de levedurs

gquanto

3 capacidade de producBo de invertase extracelular:

w) Saccharomyces

b} Sacchasromyces

¢} SBaccharomyces

d) Saccharomyces

&) Baccharomyces

£1 Eiuyveromyces

g} Kluyveromyces

h} Kluyveromyces

i} Kluyveromyces

J? Kluyveromyces

¥} Baccharomyces

1} Saccharomyces

m} Saccharomyces

corevizae U0-224
carevisae 1-3878
elipsoidous 12-608
uvarum HRRL-1348
uvarum [Z-785
fragilis ATCC-8635
buigaricus ATCC-16045
fragilis RRRL-Y-2415
factis NRRL-Y-1183
lactis ATCU-1068%
corevisae 12-888
cerevigsas 1Z-1308

corevisae Y-Z2034

As culturas de Kluyveromyces (f,g,h,i,Jj’ sHo estocadas em
caldo lactosado & as demais s%o mantidas em melo potato dextrose

agar (PDA) inclinado em tubo de ensaio.
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2. HE]OS DE CULTURA

- HWEIO DE MANUTERGXO -~ CALDO LACTOSADU

Extrato de levedura.......... 3.0 g/l
Extrato de malte............. 3.0 g/l
Peplona........oeevimmuncennn 5,0 g/l
[T Xt 1- S 225,0 g/l
pH 6.8

-~ MEIO 1 (13

SETor-Y alwl=-1- SN 30,0 g/l
Peptona. ..o rrrnreancrnnns 5.0 g/t
Extrato de levedura.......... 3.0 g/l
pH 6,0

- BEID 2 (21

GliCOBE. v v nrrocsassssnsns 40,0 g/l.
(HH4I2SOY « v v e cx s smvmasmv s 2,0 g/l
Extrato de levedura.......... 10,0 g/l
pH 5,5

- ¥MEIO 3 48D

GIICOE®. . v v e e s s v n v e s 20,0 g/l
‘?eptana ...................... 20,0 g/l
Extrate de levedura......:... 10,0 g/
ph 6,8
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- HEIOD 4 287

Glicose....... e a s a s 10,0
Extrabto de levedurs.......... 1C¢,0
pH &,8

HEIO 5 (X2

MalagD. v v anrseasasnesnasns 21.0
Peptona.....c.vocerroasonnnnes 20,0
Extrato de levedura......... . 16,0
rH 6,8

~ HEIO & (X

1= B 1oL = T 21,0
Urdio. . overecrssvnsonsanssnss 15,0
Extrato de levedura.......... 1G,0
pH &,8

~ BEIO 7 (X3

MO lBGCO. c v ccrsarsveenasvarecsrs 21,0
Urdid. e esrorennranscanrsnsasn 20,0
EFxtrato de levedura.......... 10,0
pH 6.8

BEIO 8 (%)

HelatD. o @ s v vo s ansonnssns 21,0
13903 - WP 25,0
Ext.rate de levedura.........- 10,0

g/l

g/l

g/l
g/}

g/l

gl
g/

a/l

g/l
g/l

=T

g/l
g/l

g/l



pH 6,8

HEID 3 (%)

MelaCO. . v v v v cm v s nsan s 21,0
Kgua macerac3o milho (AMM)...150,0
Extrato de levedura.......... .10,6
pH 6,8

MEIO 10 (%)

BolatO. c v snrensannesnnrvanns 21,0
Kgua maceracHc milho {AMM)Y ... 200,0
Pxtrato de levedurs. . oo -o 14,0
pH 6,8

HEIO 11 (X%}

Mo laco . v oo v v annsarnssnsenonns 21,0
Kgua macerag¥o milho (AMM)...250,0
Extratec de levedura.........- 10,0
pH 6,8

KEID 12 (X}

Mol agO. c v v onsansrsenssassns 30,2
Feptona...... T 20,0
Extrato de levedura.......... 10,0
pR 6,8
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a/l
qrl

g/l

g/l
g/l

g/l

g/l
g/l

g/}

a/l
g/l

g/l



- KE1D 13 (¥

HelagO., . v cvssvecvrraannnns

v = v

Agua macerac¢Bo milho (AHM)...

{HE Y B0 ...vvecrcernnncroos

4y 2 &

KH PO ..o iien v nrcannns Paas

pH 6,8

MEID 15 (%2

pH &.8

KEID 16 (%)

pH 6,8

LI

- e

X % B

* &
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g/l
g/l

arl

g/l
g/ i

all

g/}
gsl

gsl



-~ EEIO 17 OO

BelaCO., v s erorsnrscrneness

.z o®

Agua maceracdo milho (AMM)...

pH 6,8

MEIO 18 (¥

pH 5,8

KEIQ 18 (X2

Baelagh. . vv v e v aannsnsnnan

Egua maceracHo mitho (AMM}.

D s

v

LIS

% v

x ok x

25

30,2
A0, 0
5,0

5.0

10,0
40,0

5.0

25,0
40,0

5,0

arll

agfl

g/l
a/l
g/l

g/l

g/l
g/l

g/l

g/l
g/l

g/l



- HEID 21 )

BelagO. v s s rrcenrnosenvensssons 50,0 g/l
kgua macerag¢¥o milho (AMM)... 40,0 g/l
Kﬁzpﬂu ....................... 5,0 g/l
pH 3,5
- HEID 22 (%2
Helato. . v s vverrn v ernvnen .. 73,0 g/}
Agua maceragdo miltho (AMM)... 40,0 g/l
142 0 o T AR I 5,0 g/}
pH 3.3

=S - L1 S L I 100,00 g/l
Kgua maceracdo milho (AMM)... 40,0 g/l
8 S B T L 5,0 g/l
pH 3,5

(%3 Melo formulado tomandoe como base 3 variacio de determina-

dog nutrientes e respectivas fontes.

Para efeito de comparaglo, 05 meios de cultura empregados fo-

ram reunido® no Quadrg a segulir:
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3. CORDICBES DE CULTURA

a) Preparo do indculo

Tubos de ensaio contendo 5 ml de meio de cultura foram es-
terilizados = 1212C por 15 minutos, resfriados a 30=C e inocula-
doan com uma alcgada da cultura em estoque. Estes frascos foram
mant idos em repouso a 30=C por-24 horas.

A seguir, erlenmeyers de 500 ml contendo 100 ml de meio de
cultura foram esterilizados de maneira gimilar & receberam 3% da
cultura anterior. Foram incubados em shaker a 200 rpm, 302C por

24 horas.

b) Fermentaclo em frascos agitados

Erlenmevers de 500 ml contende 100 ml de melo de cultura
foram esterilizados, resfriados e inoculados com 5% de indculo.

Essa cultura foi incubada a 302C em shaker a 200 rpm.
¢) Culturas em mini-fermentador

¢.1) Culturas aerdbicas
¥ini-fermentadores Modelo M-1000 da Fermentatlion De-
sign Inc. (Fig. 1) com capacidade de 1000 m! contendo 600 ml de

meio de culturs foram esterilizados, reafriados e inoculadog com
5% de indculo. A fermentac3o foil mantida a 302C sob agltagBo e

com aeragio de 1 VVH.
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¢.2) Culturas anaerdbicas
Mini-fermentadores com capacidade de 1000 ml contendo
800 ml de meilo de cultura foram esterilizados, resfriados e ino-
culados com 5% de indculo. A fermentacdo foi mantida a 30=2C sob

agitag3o branda.

c.3) Culturas com controle de pH
ﬂiniwf@rmentadores'com capacidade de 1000 ml contendo
600 ml de meio de cultura foram estorilizados, resfriados e ino-
culados com 5% de indculo. 0 pH da fermentacdo foi mantido cons-
tante a 3,5 através de controlador de pH Hethrohn Herisau e com

adic3o de NaOH IN e HBPDulﬂ.

c.4) Culturas com adi¢¥o de subsirato durante a fermenta-

c3o
Mini-fermentadores com capacidade de 1000 ml] contendeo
£00 ml de meio de cultura foram esterilizados, resfriados e ino-
culados com 5% de indculo. A adic3o do substrato durante a fer-

mentaciio fol felia assepticamente com © uso de bombas perisgtal-

ticas.

4. INFLUENCIA DE AGENTES TENSO-ATIVOS (51,523

A fim de verificar a influéncia de tensio-ativos na produ-
c%o enzimdtica, foram adicionados as culturas em frascos agita-
dos, Tween 80 e sillicone, respectivamente nas seguintes propor-

cBes: 0%, O,1%, 0.2% e 0,5%.
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%, METODOS ANALYTICOS

a) Crescimento celular

0 crescimento do microrganismo foi determinado espectofo-
tometricamente através da leitura da absorb3ncia a 600 nm (Es-
pectrofotdmeto Spectronic 20 da Rausch & Lomb), utilizando dgua

destilada para caltbrac3o do aparelho.

+

L

*

“In

Ms (gll)

'
i

Figura 2 - Curva padrao de DPensidade Otica (B0} em u-
nidades de absorbincia em funcao de massa
seca {(MS).
Para avaliaclo da massa celular fot necessério congbtruir

uma curva padr¥o de Densidade Stica x Massa Seca (Fig. 2) a qual

foi feita da seguinte maneira: filtrou-se 500 ml de caldo fer-
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mentade em papel de filtro Millipore, secou-se e determinou-se a
massa seca (g/l). Paralelamente fez-se dilui¢Bes sucessivas do
caldo de cultura e mediu-se a Densidade dtica e a partir da con-
centrac%o de massa seca determinou-se indiretamente 2 massa seca

para cada diluigSo.
b) Determinac¥c de Agucares Redutores pelo método de DNS

b.1) Reagente DHS (35
Higturar:
1416 m] de agua destilada
10,6 g de 3,5 acido dinitrosalici{lico
19,8 g de NaOH
Disgolver tudce. Depois adicionar:

7,6 m1 de fenol (fundido a 5020)

.2} Reacd%o

Este método consiste em misturar 1 ml da amostra con-
venientemente diluida com 1 ml de reagente DNS e levar em banho-
maria a 100eC por 5 minutos. Resfria-se imediatamente em banho
de gelo e adiciona-\se ia.ml de tartarato duple de sddio & potés-
gt 11,25 g/t. O branco é felto substituindo-se a amostra por 1

ml de &gua destilada. A leitura da absorbincia € feita em es-
pectrofotémetro Spectronic 20 da Bausch & Lomb a 540 nm. £ ne-
ressirlie construir uma curva padrio de agicares redutores x den-—

sidade otica.
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b.3) Determinac¥o de agucares residuais
A andlise dos agucares residuaig foi feita pelo méto-
do de DNS apds hidrdlise dcida da amostra. Para a convers3e do
substrato em acucares redutores adiciona-se 1 ml de HCI 2N a 1
m! do sobrenadante do caldo fermentado e submete-se esta mistura
a banho-maria a 1002C por 5 minutes . Depols de resfriada, adi-

ciona-se 1 ml de NaOH 2N para neutralizar a amostra.

c) DETERMINACXO DA ATIVIDADE ERZIMKTICA

c.1) Obten¢¥o da enzimsa
A& invertase produzida pelo microrganismo fol obtida
por centrifugag®o do caldo fermentado, sendo gue no sobrenadante
encontra—-se a enzima extracelular e no "pellet” a forma intrace-
jular. A forma extracelular & diretamente testada quanto a ati-
vidade enzimdtica, enquanto que para a extragdo da enzima intra-
celular precisa-se suspender o "pellet” em agua destilada e sub-
meté—-1o a um tratamento com ultra-som para rompimento da parede
celular e liberacfo da enzima. Apds centrifugagdo coleta-se a
invertase intracelular no sobrenadante, a gual pode ser testadg
guanto & atividade enzimatica.
A centrifuga utilizada foi a MLW VAC 25 com as se-

guintes condi¢Bes de trabalho: 10.000 rpm, 10 minutos a 102C.

c.2y Atividade enzimética

Para a determinag¥o da atividade enzimdtica procedeu-

se como SUZUK] e col. (58), fazendo a seguinte reagdo:
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5,0 ml de solu¢lo de sacarose O,06HM

2,5 ml de tampZo fosfato O,05M pH 5,2

1,5 m! de &dgua destilada

1,0 ml de solucBo enzimdética

Homogeniza—-se a soluc¥o e determina-se imediatamente
oz aciucares redutores peslo métode de DNS. Incuba-se a3 mistura a
402C por 30 minutos. Postericormente faz-se a inativag¢3o enzima—
tica a 1002C por 5 minutos e determinacBo de agucares redutores
pelo método de DNS.

4 diferenca de agucares redutores apds incubacio e
antes da incubac3o fornece a atividade enzimdtica expressa em
mol de glicose liberadas/minuto, ou seja, Atividade de Invertase

(AT7.

dy Especificidade da enzima

Inicialmente fol feita uma purificac¥o da enzima extrace-
jular com acetona a 70% de saturac3o. A solug¥o foi mantida no
freezer por 20 horas, sendo depois centrifugada e o precipitado
suspensogem tamp¥o fosfato Q,05M phH 5,2.

A especificidade da enzima foi testads incubando—a com sa-
carose, rafincse e m&lezitosa,.Foi utilizado papel Whatman n2 1
e neste papel! foram aplicadas amostras das misturas citadas aci-
ma.

D sistema de solvente utilizado para a cromatografia des-
cendente foi n-butanol:piridina:égua, na propor¢¥o de 6£:4:3 (v/
v, respectivamente). O tempo de desenvolvimento do cromatograma

foi de 17 horas & temperatura ambiente, e para a revelac3o do

a8



mesmo foi utilizado a mistura de difenilamina-anilina-fosfalo.
a) CaracterizacBo da enzina

e.1) pH Stimo
4 reag3o para determinacdo da atividade enzimitica

foi feita a pHs variando de 3 a 10.

e.2. Temperatura dtima
A reacgdo para determinacic da atividade enzimatica

foi incubada a temperaturas variando de 20 a 70=C.

e.3) Temperatura de establlidade

A solucl3o enzimética foi mantida a diferentes Lempe-
raturas e determinou-se a atividade enzimatica de tempos em tem-

pos.

e.4) pH de estabilidade

A soluclo enzimética foi mantida a diferentes pHs @

determinou-se a atividade enzimatica de tempos em Lempos.

£) Purificac%o preliminar da enzima

A enzima foil produzida de acorde com 3.c.1 de Haterial e
Hétodos e o sobrenadante do caldo fermentado foi usado para 2

purificacﬁs.
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f£.1) Fracicnamento com sulfato de amdnic

A alfquotas de 20 m! de sobrenadante da cultura adi-
cionou-se sob fraca e constante agitagBo (NH,),50; até a obten-
cHo de 70% de saturac%o. As solugBes foram mantidas em repouso a
52C por diferentes intervalos de tempo. Posteriormente foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e © material sedimen-
tado foi suspenso em tamp¥o fosfato 0,058 pH 5,0 e dialisado
contra o mesmo tampdo por 20 horas a baixa temperatura. Em se-
guida determinou-se a atividade enzimdtica a fim de verificar o

grau de extracgdo desta etapa.

f.2) Fracionamento com étano!
Heste teste empregou-se 10 ml de sobrenadante da cuil-
tura e adicionou-se lentamente sob fraca e constante agitag3o o
solvente 2 -152C até atingir 70% de saturag3o. Manteve-se as so-
lucBes em repouso a —152C por diferentes intervalos de tempo,
sendo posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos.
0 material sedimentado fol suspenso em tamp3o fosfato O,050KH pH

5,0 e a atividade fof determinada para vafifﬁcag%o do grau de

extragio.

£.3) Influéncia de fons no proceszo de purificacso
0 fracionamento da enzima foi feito com etancl a 70%
de saturac¥o, sendo que apds a adig¥o do solvente, as solugdes
foram centrifugadas e os precipitados contendo a invertase foram
suspenscs em tamp3o fosfato 0,058 pH 5,0 contende oz diferentes

fons ¥n, Kg, Ca, K e Zn numa concentracio final de O, (,001H,
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0,002H, 0,005K, 0O,008H, 0,018 e 0,05HM, respectivamente. Foi de-

terminada a atividade enzimdticas de cada condigdo para avallar

o efeito de cada elemento.
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iV -~ RESULTADOS E DISCUSSXOD

{. SELECXO DU RICRORGANISKO

Ha realizacl%c deste trabalho tomou-se como etapa prelimi-
nar a selecio de microrganismos prmdutwres'de invertage extrace—
jular. Esse estudo foi feito em frascos agitados de 300 mil, con-
forme ftem 111.3.b de Material e Métodos, com diverzas leveduras
incubadas a 302C no meio 1 (ftem 3 de Material e Hétodos). As
atividades enzimaticas foram determinadas apos 18 horas de fer-
mentac¥c e og resuitados obtidos foram reunidoge na  Tabela 2.

As maiores atividades encontradas correspondem as linhagens
Saccharomyces cerevisae Y 978 (0,87 Al/m1), Kiuyveromyces bulga-
ricus ATCC 16045 (3,27 Al/ml) e EKluyveromyces tactis ATCC 10689
(1,03 A1/m1), gue foram utilizadas na sequéncia do trabalho.

Para verificar a influéncia do oxigénio na producdo de
invertase pelos 3 microrganismos selecionados, passou-se & tra-
palhar com estag cepasz em mini-fermentadores, onde & possivel um
controle mais rigoroso do processo. Foram fettag fermentacles em
condicBes aerdbicas e anaerdbicas, e a atividade enzimdtica in-—
tra o extracelular foram determinadas apos 18 horas de incuba-
c¥o. Os resultados obtidos s3%oc mostrados na Tabela 3.

De uma forma geral, verifica-se Jque a8 atividades g30
malores em aerobiose, em concordincia com © descrito por DUORS~
CHACK e WICKERHAM (15). Ubserva-se também que a atividade ex-
tracelular & superior & atividade intracelular e gue as linha-

gens Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 (3,54 Al/ml) e Kluyve-
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romyces lactis ATCC 10683 {3,27 Al/ml} s%o bem

que Saccharomyces cerevisae Y-5/B.

Atividade dz enzima invertase extrzcelular

Tabels 2

(AIE)

mais

eficientes

durante f{er-

mentacdo de diferentes linhagens de levedura em frascos agita-

dos, apds 18 horas de incubagHo.

Saccharomyces
Saccharonyces
Baccharomycen
Saccharomyces
Saccharomyces
Kluyveromnyces
Kluyveronyces
Kluyveromnyces
Kluyveromyces
Kluyveronyces
Saccharonyces
Saccharomyces

Saccharomyces

corevisae U0-224
corevisae Y-378

ol ipsoideus 1Z-608
uvarumn HRRL-1348
uvarum [Z-785
fragilis ATCC-8633
bulgaricus ATCC-16045
fragilis NRRL-Y-2415
lactiz NRRL-Y-1193
tactis ATCC-10683
cerevisae 1Z2-888
cersvisae 1Z2-7908B

corevigas Y-2034



Tabela 3

atividade de invertiase sxira (AIE) e intracelular (All) de cul-

turas em mini-fermentadores, apoés 18 horag de incubacdoc em 2ero-

biese & anaerobliose.

®I1CRORGANISHOS AEROBIOSE ANAEROBIOSE
ALl AIE ALl AIE

(Al/m1> (AL/ml1) (A1/m1> (Al/mD)
&.corevisas ¥ 978 0,52 0,71 0,22 C,27
K.bulgaricus ATCC 16045 1,36 3, 54 0,41 1,08
K.lactis ATCC 10689 0,24 3,27 1,350 2,72

Em vista da grande diferenca de produg3oc entre as duas
cepas méia produtivas e Saccharomyces cerevisae Y1-978, descar-
tou-se esta dltims linhagem NOE= ensazios subsequentes.

Com o intuitc de se ter uma melhor idéia da produglo de
enzima faz~se necessario realizar medidas aoc longo do Pprocessoc
Fermentativo. Neste sentido, foram testadas as culturas de Kluy-
veromyces bulgaricus e Eluyveromyces lactlis enm asroblose 2 anae—
robiose com amostras retiradas em e5pacos regulares de tempo €
determinadas a atividade enzimdtica, masss seca, pH e concentra-

c¥o do substrato. As figuras 3, 4. 5 @ & {lustram os resultados
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obtidos.

A andlise dessas figuras mostra que a atividade intrace-
lular & baixa em todos os casos, chegando a um valor méximo de
3,3 Al/m)] apés 24 horas de fermentac¥o de Kluyveromyces bulgari-
cus em asrobiome (Fig. 3J.

A stividade extracelular de Kiuyveromyces lactis, figuras
3 & 4, mostra um maximo apoés aproximasdamentes 10 horas de cultu-
ra, decrescendo lentamente em éeguida. 0 valor maximo atingldo
foi de 2.5 Al/ml em aerobiose (Fig. 3) e 1,90 Al/ml em anzerc-
bicse (Fig. 4). 0 crescimento celular fol lento om ambag as con—
dicBes e houve um ligeiro decrescimo no pH durante o processo. O
consumoc de substrate também fol baixo, sendo © agdcar residual
ne final da fermentac¥o de aproximadamente 35% do inicial. € in-
teressante salisntar o comportamento deste microrganismo em re-
lacBo » excrecBo da enzima. Nota-se que © maximo de produgioc se
da antes mesmo de um crescimento significativo, fato este bas-
tante incomum, n3o encontrando-se nads gemelhante na literatura
consultada.

No caso de Eluyveromyces cerevizae {(Figs. 5 & ) nota-ge
um comportamento bastante diferente em relaglo ac observadoe com
Kluyveromyces lactis. 0 crescimento celular & mals rédpldo, porem
a producg¥o de enzima & feita gradualmente, aumentando a ativida-
de durante a fermentagdo. O maximo valor obtido foi de 8,0 Al/ml
em asrobiose apés 24 horas de cultura. O pH apresentou um leve
declinio até 10 horas, elevando-se ligeiramente em segulida até o
final. D substrato foi rapidemente consumido chegando a nivels

minimos apds 10 horas de cultura.
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Figura 3 - Evolugao do pH, crescimento celular em massa seca (M8),

concentracao de substrato como agtucares redutores to-
tais (AR), atividade invertase extracelular (AIE)- 44— &
intracelular (AII) -x~- durante a fermentagao de Kluyve-

romyces lactis ATCC 10689 em aerobiocse.
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Verificamos que a eficiéncia do processo & malor em 3ero-
biose e gue a linhagem de Kiuyveromyces bulgsricus foi! =a mails
produtiva nas condic¢@ies empregadas. Assim sendo, na continuidade
do trebalho fol uttilizado somente a llinhagem de Kiluyveromyces

bulgaricus ATCC 16045.

2. OTINIZACXD DAS CONDICHES DE CULTURA
al Keio de cultursas

Hos ensaios executad@é durante a etapa de sele¢do foi
utilizado somente o meic de cultura ng L (ftem III.2 de Haterial
5 Métodom) & tomado neste trabalho como meio de referéncia para
o5 testes de otimizac3o do meio. O par@metro bédsico para estes
testes foil © sumento da produgHe de enzima & eventualmente =a di-
minulclo dos custos, o que possibilitaria pensar, enm termos fu-
turos, numa ampliag¥o de escala do processo dezenvolvido, Execu-
tamos este trabalho em frascos agitados de 500 ml, sendo possi-
vel o emprego de uma variedade de meios simultaneamente (ftem
[11.3.b de HMaterial e MNétodo=md.

Og resultasdos dos 1B meios testados est¥o reunidos na ta-
bela 4. Ds melos 1, 2, ¥ o 4 sSo formulagles encontradas na 1i-
teratura. Og demais foram formulados obedecendo O critéricos de
isponibllidade ac microrganismo de nutrientes essenclals para
o seu metabolismo. Assim sendo, tomou-se o melago como fonte de
carboidrate, vitaminas e aminodcidos e a dgus de maceragic de

milho (AMM), uréia e peptona como fontes egssencialmente de ni-

50



Tabela 4

Evolugio de aglhcar redutor (ARD, atividade de invertase extracelular
CAIEY e intracelular (AID) durante fermentacio de Klupveromyoes balan—
ricus ATGE 146845 em frascos agitados com diferentes meios de eultura.

HMEID TEHP( AR, HIE A1T CONPOSICAD DO HEIU
(hed (g/17 (al/ml} (AT mll
@ 27 .88 - - SRCArOBE . nwww e 30, ¢ 871
ié 21,42 &, 21 .- PEpEOnNGenauans 9.8 571
HEID 4 24 16,74 @&,38 - Ext . levedura.. 3,8 871
48 ¢,76 2.97 @,i2 pH &6.¢
pad &, 42 3,25 2,18
2 38,89 - - BlicDsE.s v enaan 46,9 all
14 S,72 8,98 [ X% {NH 3 950 o wren 2.9 afl
HEIQ 2 24 3,40 .26 £&,38 Fut . levedura..19,¢ o/l
48 1,93 2,68 @,94 pH 5,3
72 1,88 11,97 i,3%
@ 18,06 - - G1iCOSE.nsn-as 28,8 2/l
ié& 2.7@ 4,468 2,46 PEptDibB.eeanws 29,8 571
MEID 3 24 4,35 &, 74 3,84 Ewt, levedura.. 19.@ 3/}
48 1,78 15,65 3,90 pH 6,8
7 5,43 iB.4% 4.68%
4 ¥,20 - - GlIiCOSE nmnnees 8.8 afl
is 2,32 i,26 @&,06 Eut.levedura.. 18,8 g/t
MEID- 4 24 i,78 i,66 @,.79 pH 6.8
4% 1,35 2,58 %, 81 .
2 i,ie 2.93 2,94
& 15,69 - - MElafGDunseenss ob: @ /i
ié 2,15 2,346 3,28 et levedurda.. 16,9 g/l
KEID & 24 1,93 i5,43 4,91 FEpiOnNdesraa== 28,2 afl
48 1,48 16,69 &, 44 pH &,8
72 5., 35 13,461 2,68
@ i4,88@ - - FElRED newne-e 24,8 8/l
i COiR, 463 €,35 - . Ext.levedura.. 19,0 a/1
BEID & 24 14,22 @, 68 @, 8% Urdifoneananss 13,8 8/
48 16,20 @,76 &,28 pH &, 8
72 9,44 &, B4 @,32
& i4,8¢ - - MelagOueanasas 21,8 g/l
ié 13,18@ @.,22 - Eut . levedura.. 18,9 g/1
HEIG 7 248 14,32 @,28 - Ureim weenean=s 20,0 871
48 19,22 e,38 9,19 pH &,8
e 7, B4 1,43 9,6%
2 14,80 - - MelarDeawew. see 24,@ g9/l
ié e, 97 - - Euk.levedura.. 19,@ g/%
MEIO 8 24 19,74 @,08 - Hr e iBeeuwasas e 25,9 g/l
48 16,26 &, 8% - pH &,8
7z %,67 i,42 @52
B 14,94 - - MElaEOuesannas 21,8 g/l
ié 6,48 5,44 1,87 Eut . levedura. . i9,e g/l
HEID 9 24 2,79 8,79 3,32 -3 1 (RPN 159,¢ a/l
48 2,79 12,03 3,15 pH 4,8
2 i,B9 i9,.8% 2,33
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tabela 4 - continuacdo

HETG TEHRD f.R. ALk Al COMPOSICAD DO MEIC
{hi {gas/1) CAT/ml} (Al /ml}
@ 14,90 - - MEIRC O wrane=n 25,8 9/
L. F.87 .12 i,88 Ent.levedurs.. 18,8 a/1
MEID i€ 2 §,@7 F,e4 3,.7é& [5% 1 J w202, 8 gl
AQ 1,94 £4,34 3, 84 pM 4,8
= 1,99 10,88 1,44
@ i4,94 - - MelagcO.eewsonn 25,8 a/1
ié 7,26 5,32 i, 36 Eut.levedura.. 1,8 g/t
HEID 14 =4 1,56 .76 3,87 [2Y it DU eae e 2E0,0 gl
48 2,35 i@.i4 3,43 pH 4,8
2 1,99 19,414 {45
& 2,98 - - MElRC e eewnonn 3e,2 g/}
14 2,48 13,54 7,43 Fxt.levedara.. 1@,9 g/1
MEID 12 24 i,87 15,59 3,44 PEPLONRew e s . 29,6 g/l
48 1,85 13,26 5,78 pH &,.8
e 1,65 14,54 by i¥
@ 22,78 - - MelagOuwunanes 38,2 g/
14 i£,93 5,37 4,83 EBMM .t un e A8, 8 g/l
KEIQ 53 24 1.5% 11,49 3,43 KHQPQR,....... 5.8 g/l
48 4,650 13,51 4,464 pH 4,8
= 5,55 14,27 4,418
@ L 22,38 - - HElalOswnceass 58,2 8/}
16 @, 51 1,64 8,764 (NHy) 980yenee-e 5.0 871
MELO 14 24 8,71 4,948 G, 47 KHZ?Q,,., ..... 5,8 g/l
458 f,85 12,19 i, 8% pH &,
e @, 75 £3,29 @,%4 N
] 22,91 - - Me 1Rt Gerenwwas 36,2 g/l
ié i,3% 4,90 3. 3% AMM . v e v mnm hhee 40,8 g/l
MEID 15 a4 1,49 19,44 ' 3,52 Ewi . leveduraa.s i.¢ s/l
44 i,60 i2.88 4,04 KH?PGR..hn.-.. 5,8 a9/l
72 4,49 13,461 ‘5,73 pH 4,8
T e 55,25 | - = eI BEDnrnnnrns 38,2 871
id i, 4% 4,21 3,27 [<T3 1, F wne A3, @ g/t
MEID 16 =4 1,49 14,09 3,62 KH PO snpmwnss 5,9 aft
48 1,83 i3,e4q &, 28 HSSDgu?HEB..‘, @,6%58/1
7z i.3%9 13,89 5,29 pH &,B
@ 22,45 - - MelogDuevsawrwva 38,8 871
L& i,4% 2,26 4,24 AMM . nwsrmeunen 46,0 g/1
MELID 47 24 i, 44 &,74 3,73 pH &,8
48 1,46 12,35 4,16
72 | S 13,641 4,29
2] 22,38 - - MelaEBaeaarane 29,2 afl
ié& 1,76 1,25 2,88 AMMe s asnnn=n-s 48,8 gfl
MEIQ i8 24 1,42 3,09 3,78 KHo POy e erenaan 5.8 g/l
) 48 1,383 o, &1 a,%5 {NHH} Sﬂq.‘n.m 5.8 u/1
7 1,44 12,44 5,81 pH é,%
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trogénio e aminodcidos. Para cada meio formulade wvariou-se &
disponibilidade de cada elemento, variando suz fonte & a concen-—
traclo. Os meios 5, &, 7, 8, 8, 10, 11, 13, 14 e 18, foran ela-
borados para se testar a fonte de nitrogé&nio. Us meios 5 e 12
para testar a concentragio de agucar, oS meios 13 e 17 para o
fosfato, os meios 13 e 15 para a fonte de vitamina e amincicidos
e os meios 13 e 16 para o magnésio.

Comparando-se o melo 1, 2, 3 e 4 notames gue o meio 3 fa-
vorece maiz a producdo enzimdtica, apesar de possulr glicose co-
mo fonte de carbono. Isto nos leva a crer que a enzima & consli-
tuinte e n3C ngceﬁsita de sacarose para ser produzida, concor-
dando com o observado por WICKERHAM (61, 232.

O meios 5 e 12, gue diferem do meico 3 guanto & fonte de
carbone, mostraram ser os melhores, atingindo uma produg¥o maxi-
ma de 16,69 Al/ml apds 48 horas de cultura no neio 5. Entre os
dolz meios varlou-ge & concentrac3oc de melago, porem 08 results-
dos foram semelhantes.

O melos &, 7 & B n3o forneceran pong resultados, eviden-
ciande gue a3 uréia n3c & uma boa fonte de nitrogénio para © mi-
crorganismo. REED (507 demonstrou ser a uréias um inibidor da en-
zima.

Entre os meies 9, 10 e 11 variou-se a concentragic de
sgua de macerac¥o de miiha {AMM), porem OB rasuliados ndc foram
significativamente diferentes.

Gamparando*se os meios 12 e 13 notamos qgue o meio 12 é
mais favorivel onde a producdco € mals rapida, atingindo 13,5 AL/

ml apds 16 horas. No entanto, apds 72 horas =as concentracies de

53



enzima s30o essencialmente iguais. Convém salientar, no entanto,
gue os componentes usados na formulac3o do meio 13 s8o de custos
bem inferiores e economicamente mats vidvels. Assim sendo, pas-
samos 3 testar novas formulacBes tendo come referéncia o meio
13,

Fntre os meios 13 e 14 variou-se a fonte ds nitrogénio
(AME em 13 e (HH 22504 em 14), sendo a &agua de maceracio de mi-
lhe a mais favoravel.

Entre og meios 13 e 15 comparou-se = infludncia da adiglo
do extrato de levedura. O meio 15, no gual foi adicionado este
composto, mostrou um resultado ievemente infertior aoc meio 13.

Ho meio 16 testamos a infludncia da adi¢He de sulifato de
magnésio, mag OB resultasdo n3c foram multo diferentes. Hoe meio
17 retiramos a fonte de fosfato e os resultados foram inferio-
res. Finalmente, no meio 18 adicionamos sulfato de ambnic, porén

os resultados foram desfavoraveis.

Da andlise da Tabela 4 podsmos concluir que 2 producio
maxima da enzima fol conseguida com ¢ meio 3. HNa sequéncia do
trabalho sers usade o meioc 13 devido ac seu baixo custo & bosa

produgdo. A atividade intracelular em todos os Lestes fot em ge—

ral bem inferior a extracelular.

1) Efeitoc de tensio-ativos

Certos autores (51, 52) verificaram que na presen¢a de
tonsic-ativos ocorre um aumento na producHo da enzima, Foi ent3o

teptada a infludncia de dois tensio-ativos citados na literatura
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(Twean 80 e silicone) na cultura de Kluyveromyces bulgaricus. 4

Tabela 5 redne of resultados obtidos peara esta série de ensaiom.

Tabgla &

Evaluche do agdoar redutor (AR} = atividade de invertass extracelular
(AIE) £ intracetulsr (ATL) durante Permentacio de Kluyveromyoes hujga~
ricus ATOC 15043 em frasces agitados, com adicBo de Tween 8@ (TW) e
Ziticone (81F em diferentes concentracoes (Ch.

TEMPO AR (a/1) BIE fA)/ml) GIT1 (AL /w1 ¢

Ch Til a1 T 51 Tid 51 T

t aa.7g 22,78 - = - z

D4 t£,11 1,41 4,45 4,45 2,48 z, 46 @
£,14 £,49 7,0z 5,58 2,20 2,91 ¢, 1
1,92 1,19 &, 40 6,27 1,97 5,57 e,2
£,15 1,19 &, 13 &, 27 L, 89 1.81 @, 5

2 7Tt €11 12,16 12,16 2,43 2,13 &
5,41 1,8 14,58 14,28 1,93 1,54 @,
£,49 2,94 £3, P4 12,47 1,89 1.6t 9,2
§,06 1,86 13,98 12,42 1,38 97 %,5

72 §1,12 1,12 15,37 15,37 2,54 2,58 o
£,40 {19 14,14 14,72 2,2¢ =36 2,1
1,16 1,08 14,77 14,56 2,09 2,85 e,
1,14 i, 09 10,91 13,63 2,13 2,44 6,5

As culturas foram realizadas em frascos agitados com O
meio 13 e a adiglc do tensio-ativo fol feita em diferentes con-
centracBes (0,1%, ©,2% & 0,5%7.

Verifica-se que durante as primeiras 48 horas existe um
efeito benefico cﬁm aiadig%o de tensio-ativo, seja Tween BO ou
@ilicone, principaimente a 0,1%. Este efeito porém se anula apos
72 horas guandeo a atividade é menor em presenca do aditivo. Us
efeitos da adiglo %anﬂo de Tween B0 guanio de sfiic&me na produ-

¢¥%o de invertase s¥o minimos.
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c) Efelto do pH do nmeio

D efeito do pH nes preodugBo das enzima fol estudade varian-
do os pHs iniciais do melo (3,0; 3,5: 4,0; 4,5 e 5,0, As cultu-
rag foram feitas em frascos agitados como descrito em Material e
Mé&todos (ftem [I1.3.0) & a Tabela & mostra os resultados obti-
dos. Nots-se que a producdo nBo difere significativamente apds
48 horaes de fermentacdc, embora para pHs mais baixos a producdo
seja mais acelersds nas primsiras horas de fesrmentagfco, como
jlustra 2 figure 7. Pelo motive de se ter uma maior produtivida-
de a pH 3,% nas primeiraé 24 horas, tomou-ze eszte pH no prosse-

guimente do trabalho.

dy Efeito ds temperatura

Duirc par3metiro testade foi s influéncia da temperatursa
para a produgBo enzimatica. Eggse experimento foi felito em mini-
fermentadores por ser possivel um melhor controle da iLemperatu-
ra, bem como pogssibllitar a realizacic de todas as vartacgBes
(75, 28, 30, 32, 35 e 382C), simultensamente., Oz regultadogs ob-
tidos est3o na Tabela 7.

Ha tabela 7 obgerva-se que © pH se eleva mals notoriamen-
te a 25, 28 e 302C. Acima de 302C a producio enzkmética & redu-
zida (Fig. B). Verifica-se que =2 temperatura $tima de produco
enzimatica pelo microrganismo deve estar entre 28 & 302, sendo

adotadas nos experimentos subseguentes.
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Tabela &

Evolncdo da massa spca (M5}, asdcar redutor (AR) e atividade de
invertase extracelular (AIE) durante FermentagRo de Kluyveromy-
ces bulgaricus ATOD L4840 em frascos agitados con o meip 13 ewn
diferentes pHs iniciais.

TEMEQ #H M5 ag ATE aH
thy (asi) TTAY (AT /mll INICIAL
e 3,15 - 20,88 -

2 3,1@ 2,48 L5, 034 2,45
4 3,19 4,84 15,79 4,85
& 3,05 7,89 2,86 3,85
B 3,85 7,00 1,78 7.2 3,8

13 3,40 g,16 2,84 7,84

24 5,25 8,n7 4,58 §,60

oAl 3,78 ¢, 28 i, 58 18,34

48 3,85 i, 97 1,48 14,26
o 3,5 - 28,88 -

o 3,60 2,48 17,83 2,84
4 3,55 5,89 11,75 1,49
& 3,558 7 He 2,48 4,75
g 3,63 8,51 4,99 &, 89 5.5

13 4,85 g, 4@ i, 64 ¢, 26

24 4,95 §.57 $,a7 14,19

3 5,20 i@, 28 1,48 15,25

45 5,35 19,28 1,38 15,41
® 4,15 - 20,68 -

o 4,20 7,64 17,30 1,62
4 , 25 5,67 9,47 @, 88
& 4,25 7,88 L] 2,55
& 4,45 8,51 2,14 B, &4 4,9

| 5,2 .00 1,53 5,15

24 &, 8B 8,51 2, a0 5,75

3z &, 85 %, 88 1,53 12,480

48 5,85 14,35 1,53 17,61
& &, 5% - 26, 88 -

2 4,58 2,84 17,83 G, 43
4 4,50 5,67 10,17 2,5¢
& 4,50 8,46 1,94 2,94
g 4,75 8,14 1,78 3,73 4,5

13 - 5,48 8,416 - 1,53 3, 44

24 6,25 8,51 1,68 14,89

h) £,416¢ 8,51 1,68 12,672

a5 &, 00 11,35 2,04 14,59
@ =, 09 - 29,88 .

o 4,95 2,48 £7,a8 1,04

4 4,95 5,32 11,74 8,66

& 5,08 8,54 2,29 2,44

B8 5,35 8,80 2,04 4,78 5,0

13 5,%9¢ 8,16 1,53 4,53

24 &, 56 ®,57 1, 0n 8,94

32 6,50 8,87 1,27 id, 98

ag 5,35 10,64 1,48 i6,57
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Figura 7 - Evolugdc da atividade invertase extracelu -
lar (ATE) durante fermentacaode Kluyveromy-
ces bulgaricus ATCC 16045 no meio 13 a dife
tes pHs inieiais: 3,0 (+), 3,5 (&), 4,0 (&),
4,5 (x) e 5,0 (=),
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Tabela 7

Fvoluchs da massa seca (MB), agdcar redutor (AR} e at ividade de
invertase extracelalar (AIEY durante fermentacfo de Kluuveroms-
res bulgaricus ATLCD 146845 en mini-fermentadores com o meio 13 a
diferentes temperaturas (Th.

TEMPQ pH Ms AR are T
th} (g/17 fas1) (Ui ml) (0}
& 3,58 - 19, 60 -
pe 3,50 3,64 13,47 2,60
4 3,4% 5,50 14,92 1,92
& 4,40 8,23 1,81 5,94
8 3,45 8,87 5,59 b6,76 2%

13 4,10 9, 2z 1,46 7. 44

24 4,75 2,93 £.45 i9, 64

12 5,10 $¢, 28 i,40 12,49

48 5,20 14,35 1,95 14,34
s 3,58 - 19,640 -

2 3,45 3,55 18,63 1,92
4 3,35 7,86 7,25 1.92
& %,35 5,75 1,585 5,34
8 3, 4% 9,57 1,61 6,47 28

L2 3,59 2,897 1,55 &, %%

24 4,89 i, 44 1,61 8,40
oo 5,00 1,35 1,45 ig,12

4g 5,80 14,35 i,74 15,99
@ 3, 5e - 19,40 -

2 3,48 3,04 14,58 1,768
4 3,30 7L 42 2,80 2,59
& 3,38 8,16 1,55 5,23
8 3,68 8,49 4,58 7.95 36

13 4,15 9,04 £,40 7,34

24 4,96 16,41 i,5¢ 2,35

3z 5.4@ 14,35 1,55 12,89

48 5,49 11,35 4,84 15,40
@ 5,560 - 19,6¢ -

2 3,40 3,78 1%, 54 3,64

4 3,30 798 1.92 3,85

& 3,35 8,51 1,5 5,45

8 3,5¢ 8,54 1,595 5,54 3z
i3 © 3,60 8,87 i,45 4,39 ¢

24 3, 48 8,87 1,55 7,57

3¢ 3,7e 9.R2 1,55 7,53

48 3,7@ %, 57 1,50 $,12
@ 3.58 - 19,60 -

2 3,50 2,66 11,92 &,96
4 3,55 3,990 1,14 3, 48
& 3,55 7.8¢ 1,939 &, 22
8 3,65 8,14 1,50 6,78 a5

i3 4,00 8,51 1,59 7,69
24 4,00 B, 45 1,40 7.72 -

32 4,08 g, 87 £.0@ 8,41
48 4,28 4,46 1,76 8,96
@ 3,50 - 19,60 orremTTTmT T
2 3,55 3,el 14,59 1,34
4 3,58 5,85 1,92 2.78
F3 3,56 &.,83 i,66 3,80
8 3.55 &, 03 1,19 3,18 a8

13 3,465 &, 38 1,19 3,23

24 2,75 4,38 1,48 3,86

32 3,9¢ &, 58 i, 24 4,54

48 4,08 6,74 2,44 5,69
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Evolucao da atividade invertase extracelu-
lar (AIE) durante fermentacao de Kluyverc -
myces Eulgaricus ATCC 16045 no meio 13 a di

ferentes temperaturas: 259C (+), 289C (4),
300C (&), 329C (x), 359C (®) e 380C (e).
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@)} Efsito da concentraclc de meslago

Considerando-gse pH 3,5 e temperatura de 302C como as con-
diches mals adeguadas de produglo enzimdtica, psssou-ge & variar
a concentraglo de melaco (meiocs 18, 20, 21, 22 e 23 de 10 a 100
/1. As culturas foram feitas em frascos aglitados & os resulta-
dos cobtidos sdc mostrados na Tabela 8.

A massa celular sumentou sensivelmente noz melos 13, 18 e
20. U melo 19 atingiu sua mixime atividade por volite de 24 horas
de fermentaclo, maz a maior produglo foif verificada nos melios 13
e 20 apdés 48 horas de cultura, como mostira a figura 3. Para as
concentracBes malores de melaco (acima de 50,0 g/l} houve apa-
rentemnente uma inibl¢8o da produclo de enzima.

Em termos de produtividade, o meic 13 apresentou uma 1i-
geira supremacia em relag¢3o aos outros, apesar da atividade fi-

nal =er semelhante ao meio 20.

f) Tecnologia de fermentaclo

Com a finalidadé de complementar o estudo das melhores
condicBes de cultura para Kluyveromyces bu}garicus ATCC 18045,
testamos simultaneamente em mini-fermentadores, culturas sem
controle de pH, com controle de pH a 3,5 e com adic¥o de sacaro-
se.

Na figura 10 é mostrado o crescimento de Kluyveromyces
bulgaricus sem controle de pH. Verifica-se unm rapido crescimento

celular e consumo de substrato, com uma produg¥o enzimatica que

&1



Tabela 8

Evelucio da massa seca {(MS), agdcar redutor (AR) e atividade de inver-
tase exbraceiular {AIEX durante fermentaclo de Kluuveromyces bulgarli-
cus ATOD 146943 em frascos agitados com os meles L3, 419, 2@, 21, 22 e
23.

TEMPD pH HS AR ALE COMPOSICAD DO
thy (a/l} (g/1} (AI/mi) HMEID DE CULTURA
& 3,48 - 7,75 - MEID 1%

2 3, 49 o, 48 &,22 2,17

4 3,35 4,461 %,83 1,85 Melago..18,8 g/l
& 3, 48 6,83 9,78 &, 3¢ ANK. . na 48,8 o/l
B 3,60 é,83 @, 647 7,89 KHa PO, .. 5,8 g/}

i3 4,50 7,45 @, 88 .72 pH 32,5

24 5,58 9,22 8,73 13,07

3z 5,60 9,28 %,83 19,03

48 5,90 .22 @, a3 18,14
@ 3,5¢ - i7,64 . HMEID 29
P 3,45 2,48 16,86 1,66
4 3,35 4,61 4,15 1,52 Melago..25,6 o/l
& 3,30 7.8¢ 1,92 4,94 AMM. .. ..48,9 571
8 3,45 7,98 i,49 5,82 KH POy we 5,2 871

13 4,08 8,54 4,98 8,08 pH 3,

z4 5,00 9,04 2,98 ?,6%

32 5,16 ?,93 i,49 i2,14

ag 4,99 16,64 %, 93 15,51
@ 3,56 - 20,88 - HEIO 13
2 3,60 Z,48 17,83 2,94
& 3,95 5,85 4,74 1.4% Melaeo..30.,2 g/l
& 3,55 7,80 2,44 4,75 AHM . 40,9 w8/l
8 3,65 B,51 1,9% &, 8% KHaPOy . 5,0 3/1

13 4,05 9,48 1,48 7,26 pH 2,8

24 4,95 9,57 i,87 11,1%

3z 5,28 ig.28 1,48 15,25

48 5,35 10,28 4,38 15,41
@ 3,35 - 37,38 - MEID 2%

e 3, 4% 1,77 37,42 2.88

4 3, 3¢ 4, 6% 25,88 2,74 Melago..59,8 o/l
& 3,25 9,22 %, a3 2,69 AMM, . ...40,0 o/l
8 3,25 16,99 3,88 5,63 KHaPOL, .. 5,@ 9/

i3 3,40 12,04 2,18 7,70 pH 3,9

24 3,68 ii,88 1,37 9,41

32 3,69 12, 44 i,5¢ 19,42

48 3,35 19,97 1,35 19,82 °
@ 3,56 - 51,81 - MEIOD 22
2 3,45 2,48 44,04 4,64
4 3,56 5,14 86,87 3,04 Melacn..75,0 o/l
& 3,45 9,93 28,73 2,40 AMMu o s 44,8 asl
8 3,35 13,48 2,85 5,82 KHoPOson 5,8 a/1

13 3,45 14,18 2,33 8,47 pH 3,5

24 3, 60 14,54 Z,23 8,84

32 3,60 13,18 2,12 19,76

48 3,65 12,06 2,18 10,43
) 3,58 - 47,37 - T OMEID 23
2 3,50 2,66 59,59 3,26
4 3,50 4,7% 54,99 Z,88 Melagn 169,90 g/l
& 3,49 9,57 36,27 2,88 AMM. ... 48,2 g/1
e 3,36 14,89 &,01% 5,46 KHaPO,.. &,@ 8/}

i3 3,45 15,25 3,32 7,58 pH 3,5

24 3,45 15,25 3,01 8,27

b 3, 40 13,12 3,83 8,68

48 3,45 13,12 3,73 10,53
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Fipura § - Evolugdo da atividade invertase extracelu-
1ar (ATE) durante a fermentagao de Kluvve-
romyces bulgaricus ATCC 16045 nos meios:
13 (+), 19 (&), 20 (a), 21 (%), 22 (®) e
23 (e},
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atinge 14,7 Al/m] apés 48 horas de incubaglo, representando uma
atividade total de 8,9 x 103 AT

0 controle de pH a 3,5 mostrou-se prejudicial & produg3o
de énzima, como constata-se na Figura 11. A atividade maxima
atingida foi de 5,5 Al/ml, ou seja, ums atividade total de 3.4 x
10(3) AL,

4 Figura 12 mostra o efeito da zdicBo de sacarompe na ra-
2%0 de 13,6 g/h em forma de solug3o 240 g/l. 0O pH n3c fot con-
trolado e promoveu—se uma agitagdo constante. Optou-se por come-
car a alimentacgdo apds 5 horas de fermentaclo e cortd-la as 24
horas (representade pelas setas). A magga celular atingiu ssu
valor méximo mals rapidamente gue nas experiéncias anteriores e
a concentracic de substratc mantém-se a nivels baixos apezar da
adicdo congtante de sacarose, denotando um consumo eficiente do
microrganismo. Em relac¥oc a atividadse enzimitica, nota-se gue 2
producdo maxima atings 14.8 Al/mi apds 48 horas. No entanto, co—
mo o volume varia com © tempo devido & adicBo da solugBoc de sa-
carose, torna-se mals adequada expressar oOs resultados em Lermos
da atividade total da enzima no reator. Assimp sendo a Figura 13
expressa a evoluglo dms atividade total de Iinvertase no reator
para os diferentss ensaios: sen contrple, com contreole de pH e
com adlcBo de sacarose, Fica evidente que 2a adig¥o de FacarcsEe
favorece a produgdo de invertase sumentando e 44% a atividade
final.

Testou-se igualmente a adic3o de melago durante a fermen—
tacHo, em substituicio a macarose. A concentrac8o de melago fol

de 400 g/} e a vaz¥o de alimentac¥o fol de 12,84 g/h numa pri-
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Figura 10 -

Evolugao do crescimento celular em massa Seca (MS),

concentragao de substrato como aclicares redutores (AR)
atividade invertase extracelular (ATE) e atividade in-
vertase total (AIT) durante fermentacio de Kluyveromy-

ces Eplgaricus ATCC 16045 gem controle de pH.
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Figura 11 - Evolugdo do crescimento celular em massa  seca (481,

eoncentragao de substrats Come aggcawes redutares to-

tais {AR), atividade invertase extracelular (ATE) e a
+ividade invertase total (AIT) durante fermentagac de
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 com controle de

pit a 3,5.
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Figura 12 -

Evolucao do crescimento celular em massa seca (MS),
concentracao de substrato como acucares redutores 1o
+ais (AR), atividade invertase extracelular (AIE)} e
atividade invertase total (AIT) duprante fermentagao

de Xluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 com adigao de
solucdc de sacarose 240 g/1 na razao de 13,60 g/h.

- -~ . . .
(1) inicio da adigao de sacarose

(7Y fim da adicac de sacarose
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Figura 13 - Evolugio da atividade invertase total {(AIT)
no fermentador durante crescimento de

Xluyveromyces gglgaricus ATCC 15045 em mi

ni-fermentador sem controle de pH (4 ),com
controle de pH a 3,5 (#) e com adicac de

solucio de sacarose 240 g/l na razac de
13,60 g/h (4).
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meira experiéncia e 23,80 g/h numa experiéncia posterior. As Fi-

gurag 14b e l4c mogtram respectivamente estas experi&ncias. Ve-
rifica-se que a vazdo de 23,80 g/h fol prejudicial & cultura
provocando uma inibic¥o da produglo de invertase, enquanto que

a vazic de 12,84 g/h aparentemenie nlo provocon inipicde emborsa
a atividade total atingida nc final da ferpentacdoc seja sens—
lhante 3 atividade obtide =mem adi¢3o de substrato e sem controle
de pH. A Figuras 14d reune todos o resultados obtidos para  as
diversas experifncias, onde constata-se que © procedimente  gue
resultou numa majlor atividade foi a de adicBo de sacarcse, Con

umaz stividade total de 13,0 = 10(3) Al.

£} Efeito da porcentagem de indcule e idade da cultura mde

Em diversas oportunidades, durante a realizagdo deste
Lrabalho, deparou-Bse COm Ul fenomeno de instabllidade do micror-
ganismo em termos de producHo da enzima. Verificou-se que, ape-
sar dos cuidados de se repelir as mesmas condicBes de cultura, ©
microganismo se comportava de forma difsrente, resultandeo numa
produ¢¥o menor de enzimsa, assim como um variag#o menor no pH  do
meio durante a fermentac¥o. Sem gue fosse encontrado uma expli-
cac¥c plausfvel para esse fato, pensou-se em Lestar a idade da
cultura m3e, parSmetro este gue ate ent¥o n¥o tinha sido estuda
do. ldealizou-se ac mesmo lempo © teste com a porcentagem de
indculo, variando dé 5 a 30%. B idade da cultura m¥e variou de O
a 41 dias apds ser repicada en caldo lactosedo, como descrito em

Material e Nétodos ((Ltem 111.2%.
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Fipura 1% - Evolugdo do crescimente celular em massa seca {MS), concentragao de subsirato como aghi-
cares pedutores totais (AR), atividade invertase extracelular (AIT} e atividade inverta
se totsl (AIT) duprante 2 fermentacao de Kluyveromyees bulparicus ATCC 15085 em mini-fer

mentador:

at Com adicae de solugho de sacarcse 240 g/l na razao de 13,80 g/h

b} Com adigai de solupde de melago 400 g/l na razdo de 17,84 g/h

o} Com adicdo de soluglBo de melage #00 g/l na razio de 23,80 g/h

4} Reunifec comparativa dos valores de atividade invertase total (ATTY para fermentagac

de Kiuyveromyees hulgaricus ATCC 16045 nas condigoes descritas em a (#3, b (&),

¢ {x} e sem controle de pH (+3.
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Os resultados, reunidos na Tabela 9, mostram que a2 insta-
bilidade verificada nio & devida 2 tdade da cultura m8e, pois
apés O e 12 dias de idade, houve baixa produglo de enzima se
comparadas com as outras experidncias, com 5, 21 @ 41 dias de
idade. £ possfvel portanto, gue esta instabllidade se deva a fa-
tores intrinsices ao microrganismo € n8o a fatores de cultivo. O
mesmo fendmenoc foi estudado por DWORSCHACK o WICKERHAK (16} onde
os autores constataram gue culturas de células poliploides pro-
duziam mals invertese gque cultura de célulag dipldides de uma
mesma 1inhagem, Saccharomyces kiluyveri Y-4288.

A variag¥o da porcentagem de indcuioc mostrou pouco efeitio
sopre a atividade final da cultura como se& pode observar ainds

na Tabasla 9.

3. CARACTER(STICAS DA ERZIMA

a) pH dLimo

Darz a determinaco do pH Stimo da enzima fez-se & reagdc
de atividade enzimstica a pHs varlando de 3 a 10. Ba Figura 15
podemos verificar gue a pHs mals baixo 3 atividade enzimilics @&

superior, sendo o pH détimo aproximadamente 4,0.
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b} Temperaturs Stisza

Quanto 3 temperatura otima da enzima, procedeu-se de ma-
neira simllar ac método descrito para a determinag®o da astivida-
de enzimsdtica, mas mantendo-se a reagdo 2 temperaturas entre 20
s 70=C. Constatamos pela Figura 16 gque a maior atividage estd

entre 50 e &02C, sendo a temperatura otims ao redor de 50:2C,

) Emtabilidade da snzins

c.1) Bm relaclo & temperatura
b esmtabllidede térmica da enzima foi determinada man-
tendo-8 = diferentes temperaturas e medindo mua atividsde em di-
vergos intervalos de tempe. Nz Figura 17 observas-pe gue acims de
60eC a enzima perde rapidamente a atividade e a 402C por 1 hors

ela perde 8%.

c.2y Em relaclo ac pH
A enzima mostrou bos estabilidade numa ampla faixa de
pH, como comprova a tabela 16. O pH 5,0 fol o wmails favoravel,
mantende a enzima 100% da atividade apds & horas de incubacdo.
Entre pH 4,0 & 8,0 a enzima conservou mais de 95% da atividade

apés & horas de incubagic.
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zima invertase extracelular: 40eC (+), ©&0%C
(e), 609C (a) e 709C {(x).
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Tabela 1@
At ividade reiativa da enzima invertrse submetida & diferentes pHs. pH de estabilidade.

TEHPD

th) PH 3,8 pH 4,2 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,8 bH 9,0 pH 10,0

@ iee,e 126,0 109,0 ieo,e 109, @ 120,2 10,8 iee,e
2,5 100, 100, 106,0 100,0 $00, 0 $5,3 76,4 B8, :
1,8 55, 1 94,5 108,0 98,7 97,9 52,4 74,6 77,6
4,0 87,8 95,2 100, 0 94,3 97, @ 95, 4 74,6 47,8
6,0 84,1 95,2 108, 0 %4, 3 9%, 4 95,3 £%,9 13,3

d) Especificidade

A especificidade da enzima fol verificada incubando-a com
o5 trissacarf{deos rafinose (o—- @ ~-D~galactopiranostii-{1-->6)-0-a
~D~glicopirancsil (1-->2)-0- 8 ~-D~frutofurancsideo) e melezitose
(o~ a-D-glicoptranesil (1-->3)-o- B ~D—-frutofuranosil (2-->1)-o-0
-D-glicopiranosideo). Os produtos daz hidrdlise enzimdtica foran
anal isados através de cromatografia descendente, de acordo com ©
procedimento descritce em Material e Métodeos (ftem 111.5.4d2.

As figuras 18, 19 e 20 llustram . regpectivamente, que 3
enzima hidrolisa a sacarose, hidrelisa 2 rafinose em melibiose e
frutose, mas n¥o hidrolisa a melezitose. Esses resultados mos-—
tram gque a enzima hidrolisante da sacarose & especifica para o©s

grupos B-frutosil e agssemeiha-89e a uma g -D-frutofurancsideo

frutohidrolase (E.£.3.2.1.26).
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Figura 18 - Cromatografia em papel -
Hidrolise da sacarose pe
la enzima produzida por

Kluyveromyces bulgaricus

ATCC 16045
1 - temno - Oh
2 - tempo - 5h
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Figura 19 - Cromatografia em papel -
Hidrolise da rafinose pe
la enzima produzida por

Kluyveromyces bulgaricus

ATCC 160u5
1 - tempo - DOh
2 - tempo - 5Sh
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Figura 20 - Cromatografia em papel -
Hidrolise da melezitose
pela enzima produzida por
Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045
1 - tempo = Gh
2 - tempo - §h
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4. EXTRACXO

a) Efelto da adic¥o de suifatoe de anfnio & etanol

A extracBo de invertase do meio de cultura fol estudada
utilizando sulfato de ambnio e stancl. U grau de saturagde de
cada composto fol de 70%. Adicionou-se lentamente o sulfatoe de
ambnio e o solvente org8nico (a -152C) & alfguoctas de solucgio
enzimdtica & deixou-se em repouso por um tempo variado de O a 24
horas a baixa temperatura. Posteriormente as solu¢Bes foram cen-
trifugadas e o precipitado contendo 2 enzima fol suspensoc em
tampZo fosfato ©0,05M pH 5,0 (o precipitado do sulfato de ambnic
foi previamente dialisado em tamp¥c fosfato 0,058 pH 5,2 por 20

horag). Os resulitados estdo expomtos na Tabelaz 11.

Tabela 44
Rendimento de extragio (X da encima in-

vertase com stanol e sylfato de amdnio =
7e% de maturagio

TEMPD DE

REPOUSE (hHg ), Sy ETaNGL
{hi
@ 1,98 85,10
1 i,81 8@,23
& 1,77 68,37
b2 1,81 7,59
24 1,77 72,73

Nesta tabela pode-se notar que o sulfato de amBnio n¥o &
adequado para a purificac3o da enzima, fornecendo wuma taxa de
extraco muito baixa. Segundo MOREND e col. {(1375) este comporta
mento se deve 3 solubilidade da enzima pesada em solucles com

sulfato de ambnio a 70% de saturac®o.Quanto ao etanol, obteve-se
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um rendimento da ordem de 85% no tempo zero. Com relagBo ao tem-
po de repouso observa-se que centrifugando logo apdés a adi¢3o do
solvente obteve-se a maior porcentagem de extrag¢d3o. Tempos malo-

reg de repouso n¥o implicam num maior rendimento.

b} Efeito da adigdo de fons

Para investigar a exist&ncia de fons ativadores ou esta-
bilizantes, a enzima foi precipitada com etanol a 70% de satura-
c%o & centrifugada imediatamente apds. U precipitado fol suspen-
g0 em tamp3o fosfato 0,05M pH 5,0 na presenca de f{ons calcto,
potéssio, zinco e magnésio em concentracles de O a O,00H.

Na tabela 12 est¥o reunidos os dados obtidos neste en-
sajo. De uma forma geral a adicHo de fons fol bendfica em todos
os casos, aumentando o rendimento de extraclo de 3 a 5% atée uma
determinada concentracio. O melhor efeito fol obtido com =zinceo

num concentracic de 0,001H.

Tabela 12

Rendimento de sxtracio (X} da enzima inveﬁtase =1
tanol a 7@% de saturagloe & com adigaoc de ions.

CONCENTRACED EES + e 4

D L Ga K Zn My

@ 83,33 83,33 #3,33 83,438
@, 004 H 845,465 87,42 84,41 B4, ev
9,002 M 84,79 83,33 B3, 33 846,89
Q,805% M 81,55 Bi,01 B3,33 Bé&, 09
9,608 M 7¢, 54 By, 0% Be, Hé 863,33
¢,019 H 75,32 78,98 78,09 286,47
@,859 M 73,384 78,98 78,89 80,47
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V. CONCLUSBES

G trabalho realizado levou-nos a tirar as seguintes con-

cluzsles;

- Nog testes realizados com diferentes microrganismos
para produc3o de invertasse, a linhagem de Kluyveromyces bulgari-

cus ATCC 16045 fol a maig eflclente.

- A producl3o de invertase por Kluyveromyces buligaricus

ATCC 16045 & favorecida em aerobliose.

- A enzima produzida por Kiluyveromyces bulgaricus ATCC

16045 & uma enzima consbtituinte.

- & atividade enzimdtica extracelular & bem superior 2

atividade intracelular,.

- D meios 5, 12 & 13 foram os que melhor se prestaranm a
produc3o de enzima, com uma atividade maxima de 16,67 Al/ml apds
48 horag de cultura ne meio 5, porém o meio 13 tem como ponto

pogitivo o baixo custo dos componentes.

- A adig¥o de tensio-ativos favorecem a produgdo de in-

vartase (57%) na concentragio de 0,1% de Tween 80.
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- Concentraces de melago acima de 50,0 g/1 n¥Eo favore-
cem a produgdo enzimatica. A melhor concentrago entre as diver-

sas testadas foi de 30,2 g/l.

- Temperaturas acima de 302C s%o prejudiciais & produgdo
de enzima. A temperatura Stima para © processo deve estar ao re-

dor de 3020,

- As melhores condic¢Bes de cultura para Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 foram: meic 13 com pH inicial 2 3.5 e tem-

peratura de 30=C,

- U controle de pH durante a fermentacHo nio foi favorsa-

vel a producio de invertase.

- A adicdo de solugBo de sacarose 240 g/l na razdc de
13,6 g/h incrementou consideravelmente o crescimento celular,
bem como a produgdo enzimatica, atingindo uma attvidade total de

12,33 = 103 Al, 44% superior ao processc Sem adigHo.

- A temperzturza dtima de atuacBo da enzima € ao redor de

502C. Acima de 602C ela & rapidamente inativada.
- O pH 6timo da enzima & ao redor de 4,0. A enzima mnos-

trou boa estabilidade numa ampla faixa de pH, porém pH 5,0 fol o

mats favordvel.
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- A enzima hidrolisante da sacarose é especi{fica para os
grupes B-frutosil ¢ apsemelha-se a uma B-D-frutofurancosfdeoc

frutohidroliage (E.0.3.2.1.262.

~ Com relacBo a purificagfo, verificou-se gue sulfato de
amBnio s 70% de saturacdo ndo é favordvel a sxiracio da enzima.
0 etanol a 70% de saturacio forneceu um rendimento de extragio

da ordem de 85%, imediatamente apds a adigdo do solvente.
~ B adicleo de fons na purificaclo mostrou-se ligeiramen-

te bendfica até uma dada concentraciio, sendo gue o rendimento de

extrag%o aumentou atdé 5% guando fol usado ©,001M do fon zinco.
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