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Producéo de inulinase por fermentacdo em estado & usando estratégias de

fermentacéo batelada e batelada alimentada em biceator de leito fixo

Viviane Astolfi
Agosto/2010
Orientadoras: Helen Treichel

Débora de Oliveira

A inulinase € uma enzima importante na producdofrd®se através da hidrolise
enzimatica da inulina e na producédo de frutooligoagdeos, produto utilizado como
ingrediente funcional em alimentos, sendo consdteran alimento prebiotico. Nas duas
ultimas décadas houve um aumento consideravel poegim de fermentacao estado sélido
(FES) para a obtencédo de enzimas de interesseigm@nsds, incluindo a inulinase. No
entanto, poucos trabalhos reportados na literaaboadam a producdo de inulinase por
FES empregando batelada alimentada. O objetivoe dieabalho foi a avaliacdo do
desempenho do processo de produgdo de inulinaseFpSr usando estratégias de
fermentacdo batelada simples (FBS) e fermentacdelabda alimentada (FBA) em
biorreator de leito fixo usando a levedufduyveromyces marxianuBlRRL Y-7571.
Inicialmente foram realizados estudos preliminga@s a producéo de inulinase por FBS e
FBA em pequena escala. A partir dos resultadoslabtioram realizados 7 experimentos
em biorreator de leito fixo para a avaliagdo dadpgdo de inulinase e avaliagdo cinética
do processo. A caracterizacdo parcial do extratmeatico bruto obtido por FBA foi
realizada como Ultima etapa no desenvolvimentoedésibalho. Entre os resultados
obtidos na producédo de inulinase usando estratéigidsBS e FBA em biorretor tem-se
que a melhor condicdo de fermentacdo encontradadei estratégia de FBA com entrada
de ar imido resultando em uma producdo maxima 66286 U.gds’, apds 24 horas. A
producao de inulinase mostrou diferencas signifiaatem relacdo a altura do biorreator.
Na avaliagdo cinética do processo foi verificade gm fermentagbes com entrada de ar
seco (FBS) o aumento da temperatura do ar de antnadtrou ter influéncia no tempo
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onde as taxas maximas foram verificadas, sendgjgaeto mais alta a temperatura menor
foi esse tempo. A temperatura maxima obtida naeoterde ar na saida do biorreator
(FBA) atingiu valores proximos a 50°C, ndo afetand®or de umidade do substrato, o
qual se manteve acima de 65%. Para o extrato etietnabtido por (FBA) definiu-se pH

e temperatura 6timo de 4,5 e 55°C, respectivamé@ntemperatura de maior estabilidade
foi de 40C e o pH de maior estabilidade foi 4,5. Os resobadostraram que inulinase

apresenta alta estabilidade em temperatura de leongieto e resfriamento (-80; -10 e 4°C)
e a atividade enzimatica aumenta gradativamentgacii® ao dobro da atividade inicial

apos 225 dias de armazenamento. No estudo cinéficgalores para as constantes
cinéticas foram & 2,94 e 8,71 mM, e ¥ 0,0527 mol.L.mift e 0,0175 mol.L.mif}, para

sacarose e inulina, respectivamente.
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Abstract of Dissertation presented to Food EngingdProgram as a partial fulfillment of

the requirements for the Master in Food Engineering

Production of inulinase by solid state fermentatiorin batch and fed-batch mode in

fixed-bed bioreactor

Viviane Astolfi
August/2010
Advisors: Helen Treichel

Débora de Oliveira

Inulinases are important enzymes for the productdnfructose by the enzymatic
hydrolysis of inulin and in the production of frooligosaccharides, a functional ingredient
for food industries, considered a prebiotic commgbu®n the last two decades, a
considerable enhancement on the use of solid fatentation (SSF) for production of
enzymes of interest for food industries was obskriwever, just a few works reported
in the literature mention the production of inubea by fed-batch fermentation. The
objective of this work was to evaluate the perfanoeaof the process of production of
inulinases by SSF using strategies of batch (BF) f&ad-batch fermentation (FBF) in
fixed-bed bioreactor using the yedduyveromyces marxianuSRRL Y-7571. Initially
preliminary studies were carried out for the prdduc of inulinases by BF and FBF in
small scale. From the results obtained, 7 experisnevere performed in fixed-bed
bioreactor for evaluation of inulinase productiord&inetic evaluation of the process. The
partial characterization of the crude enzymatiaaettobtained by FBF was also carried
out. The results obtained for inulinase productiming strategies of BF and FBF in
bioreactor showed that the best experimental cmmdivas by FBF with wet air inlet,
resulting in a maximum production of 586+62.6 U_gdsfter 24 hours of fermentation.
The inulinase production points out significantfeliénces in relation to the bioreactor
height. The kinetic evaluation of the fermentatiovith dry air inlet permitted observes
that an increase in air temperature showed higlatneginfluence on fermentation time.
The highest temperature obtained in the air flovthe outlet of the bioreactor reached
values near to 50°C, do not affecting the moistorgent of the substrate, kept above 65%.

The enzymatic extract obtained by FBF showed amappH and temperature of 4.5 and
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55°C, respectively. The temperature and pH of kifyabvere 40C and 4.5, respectively.
Results showed that the extract presents highlisyatn low temperatures (-80, -10 and
4°C) and the enzymatic activity enhances graduedgching two times the original one
after 225 days of storage. The constant kinetiag wletermined as K2.94 and 8.71 mM,
and Vinax 0.0527 mol.L.mift and 0.0175 mol.L.min for sucrose and inulin, respectively.
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CAP. | — INTRODUCAO

Os conceitos sobre nutricdo mudaram nos ultimos. &ktoalmente, o foco esta no
uso de alimentos que promovam bem-estar, saudduede de risco de doencas. Esses
conceitos se tornaram populares para o consumitiérena crescente consciéncia sobre
0os beneficios adicionais e potenciais no mercadueaticio. O desenvolvimento de
alimentos funcionais, por exemplo, € uma sugest&éia p contribuicdo da melhoria de
qualidade de saude e do bem-estar dos consumidores.

Geralmente, um alimento funcional pode ser defimolmo “qualquer alimento que
tenha um impacto positivo na saude do individused®genho fisico ou estado de espirito
para além do seu conteldo nutricional”. Os alimerfincionais, além de seu teor
nutricional e ser natural, irdo conter o equilibti® ingredientes e ajudardao a melhorar
muitos aspectos no organismo do ser humano, imuan prevencdo e o tratamento de
doencas.

Os fruto-oligossacarideos (FOS) e a inulinase sarbodratos de reserva
encontrados em algumas espécies vegetais. Sdo blbmems lineares formados por
unidades de frutose na posicfe?,1 e, eventualmente, por uma unidade de glicose
terminal em posicap-1,2. Pela atuacédo das enzimas exo- e endo-inafreasnolécula de
inulina é hidrolisada resultando frutose livre eS-Que, pelas suas propriedades fisico-
quimicas podem ser usados como ingredientes fuaisiosubstituindo tanto o aculcar
como a gordura nos alimentos. Em funcdo de suaigtmatdo espacial, inulina e
oligossacarideos apresentam resisténcia a ativilafelitica das enzimas digestivas
intestinais, porém sdo fermentados por determinadgsipos de bactérias
(Bifidobacterium), produzindo acidos graxos de cadeia curta e gagas de aumentar a
energia metabdlica, crescimento e proliferacdo atesmctérias (ROBERFROID, 2002)
classificando-os como prebioticos. Assim, uma geaateéncédo vem sendo dada a dieta dos
carboidratos, especialmente, oligossacarideos agticydar, os fruto-oligossacarideos.

Historicamente, a inulinase € obtida por fermemagé@bmersa, usando meios
sintéticos e residuos agroindustriais como sulostraDs micro-organismos do género
Kluyveromycesdestacam-se como 0s maiores produtores de intenesggoducdo de
inulinase, sendo que a levedukduyveromyces marxianuBlRRL Y-7571 apresenta
elevada producdo, devido crescerem rapidamente l&® eoncentracdes celulares e
produzirem grandes quantidades desta enzima, painoénte em meios contendo residuos

agroindustriais. Recentemente o surgimento de ltrabade producdo de inulinase por



CAP. | — INTRODUCAO

Fermentacdo Estado Sélido (FES) tem apresentadpgmivas para a aplicagdo industrial
e prevé uma boa alternativa, principalmente nadede agregacéo de valor deste.

Ainda, a producdo de inulinase reportada na liesatefere-se a producdo em
pequenos frascos ou em mini-reatores onde sdo sugmdecas gramas de substrato e
gradientes de massa e temperatura sdo minimiz&dado assim, para ocorrer a transi¢cao
entre as escalas: bancada, piloto e industriasdazecessario um aprofundado estudo de
comportamento do processo em cada estagio de adgemento. Na transicdo das escalas
bancada, piloto, um dos objetivos da pesquisa éstoficacia de bioprodutos, assim, &
importante estudar uma técnica de fermentacdo guenifa a producdo do produto
desejado com uma alta concentracao e rendimento.

Os biorreatores de leito fixo apresentam uma cardigho promissora, pois
permitem analisar empiricamente a evolucdo globaprdcesso e determinar parametros
no controle de temperatura e umidade do meio soAdlem disso, também € possivel
estudar fendmenos de transferéncia de calor, mastfusdo de oxigénio (DURANT,
2003).

Muitas vezes, em processos fermentativos de bateladnvencionais, as baixas
concentracbes de metabolicos estdo provavelmenggciaeadas com a elevada
concentracao inicial de substrato presente no nbecacordo com Hensingf al (1994),

K. marxianusCBS 6556 possui forte tendéncia para produzirvpbm e acetato quando
expostos a quantidades excessivas de acucar. Sergiatese de inulinase pdt.
marxianusinibida quando o meio de crescimento ndo possueftmitada de sacarose
(PAREKH e MARGARITIS 1985). Em razao disso, estudas empregam condi¢des de
crescimento em meios com limitadas concentragOoesd®mno para producdo da enzima
S&0 necessarios.

Com base nestes aspectos, o0 principal objetivee desbalho foi a avaliacdo do
desempenho do processo de producdo de inulinasempoentacdo estado sélido usando
estratégias de fermentacdo batelada e bateladenddida em biorreator de leito fixo,
através do desenvolvimento das seguintes etapas:

1) Estudo preliminar para producdo de inulinase B em pequena escala usando
estratégias de fermentacdo batelada simples (FBfgymeentacdo batelada alimentada
(FBA).

2) Producdo de inulinase por FES em biorreatoeite fixo usando FBS e FBA testando

diferentes estratégias de aeracao na entrada dedimr.
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3) No intuito de conhecer algumas propriedadeshdinase proveniente da fermentacéo
batelada alimentada realizar a caracterizagaoghal@ienzima.

Como forma de apresentacdo, o presente trabalhdiiimido em capitulos. O
Capitulo Il apresenta uma revisao da literaturaesob principais assuntos abordados neste
trabalho. Sao apresentados temas como a importérggdicacdao da inulina e inulinase
para a industria alimenticia e farmacéutica, didostaspectos importantes de fermentacéo
em estado solido (FES) e fermentacdo em bateladeerdbhda (FBA), a producdo de
inulinase por estes tipos de fermentacfes, aléravdbacdo dos parametros cinéticos e
influéncia do pH e temperatura na reacdo e edald#i enzimatica. O Capitulo Il
apresenta os materiais e metodologias empregadasopdesenvolvimento de todas as
etapas do trabalho. No Capitulo IV sé@o apresentaddscutidos os resultados para a
producao de inulinase por FES usando estratégidasrmentacdo batelada e fermentacéo
batelada alimentada em biorreator de leito fixo.Gapitulos V; VI e VIl apresentam as
conclusdes obtidas com a realizacdo deste trahatlitamente com as sugestbes para

trabalhos futuros e as referéncias bibliograficespectivamente.
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1.1 A inulina

A inulina é uma frutana polidispersa, constituigauma mistura de polimeros e
oligbmeros superiores lineares de frutgse unidades d@-D-frutofuranosil sdo mantidas
entre si por ligacdes do tifo(2- 1), e possuem uma molécula de glicose na porcéalini
de cada cadeia linear de frutose, a qual € unidapa ligacao tipoo1- f2), como na
molécula de sacarose (ROBERFROID, 1998). Sua astrupode ser representada
conforme a Figura I1.1, onde estas unidades deseupodem variar de 2 a 60 (CANDIDO
e CAMPOS, 1996).

HOCH, HOCH,
OH
0 0 HOCH, O
HONOH HONOH HO
HO HO H
0
HOCH, O
HO HO HO
CH, CH, §
CH,
H | H ‘ ;;H

HOCH, O
GF CH2
H | HO
CH,OH )
H
HOCH, O
n=30-35
HO
GFn CH,
H

CH,OH

o
&

O

a
&

©)
8

Fm

Figura 11.1: Formula estrutural da Sacarose (Gilima (GFn) e Oligofrutose (GFn, Fm),

onde G = Glicose e F = Frutose.

Além disso, € um importante carboidrato de resemaplantas, por isso muitas
plantas que a contém, fazem parte da dieta humisieabh& muito tempo. E sintetizada
por uma grande variedade de plantas, que represeiflafamilias e aproximadamente
36.000 espécies, tais como alcachofra de Jerusalargo, alho, cebola, trigo, centeio,
cevada, dalia e chicoria (CARPITA; KAMABUS e HOUSYH989).
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11.2 Inulinase

Enzimas sado catalisadores de reacfes quimicasseamas bioldgicos, envolvendo
reacdes com substratos. Estas sdo geralmente wtezaaprotéica, altamente especifica e
apresentam grande poder catalitico (BESaL, 1994).

As inulinases (Figura 11.2) sao 241D frutano furohidrolase (EC 3.2.1.7), as quais
hidrolisam a inulina, um polimero de frutose ligadanp-2,1, liberando moléculas de
frutose (ETTALIBI e BARATTI, 2001).

Figura 11.2: Formula estrutural da inulinase.

A hidrélise (acida ou enzimatica) da inulina prodiigbmeros de frutose e séo
denominados de fruto-acucar, fruto-oligossacarid€@®S) ou, de forma simplificada,
oligofrutoses (ROBERFROIBt al,1998).

A hidrdlise acida da inulina ndo é um método addqumara a producao de frutose,
pois resulta em formacéo de anidridos difrutose, fio tém capacidade edulcorante, mas
a causa de cores indesejaveis (VANDAMME e DERYCHKES83). Assim, o uso de
inulinases microbianas tem sido proposto como adalgem mais promissora para a
obtencéo de frutose e fruto-oligossacarideos & plartnulina.

De acordo com seus mecanismos cataliticos, estasan podem ser incluidas
entre as transferases (EC 2.4.1), com producaaidaedo difrutose, ou entre as hidrolases
(EC 3.2.1), com hidrélise de polifrutosanas baseatlaum processo de endo ou exo-
degradacédo (VERACHTERT e DE MOT, 1990).
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As inulinases microbianas séo classificadas dedacoom seu modo de agéo. As
exo-inulinases (2,1B8-D-frutano-frutohidrolase; EC 3.2.1.80) sdo espeas$f para a
hidrolise de inulina e quebram as ligacdes entreurislades de frutose que estédo
localizadas longe das extremidades da rede de @wjmpara a producdo de
oligossacarideos. As endo-inulinaspD¢frutano-frutanohidrolase; EC 3.2.1.7) agem de
forma randdémica sobre o acoplamento interno na cutdéde inulina, liberando inulo-
triose, inulo-tetraose e inulo-pentaose como paxiptincipais (ETTALIBI e BARATTI,
2001; OHTAet al.,2002; JINGet al, 2003; CHlet al.,2009).

[1.2.1 Producéo de Inulinase

As inulinases tém sido produzidas por diversogro-organismos, incluindo
bactérias, fungos e leveduras, sendo esta Ultimea das mais relatadas, provavelmente
devido ao facil cultivo e elevados rendimentos dairea. A Tabela Il.1 apresenta um
resumo dos principais micro-organismos produtoeegdlinases, 0s principais substratos
empregados e a producdo maxima alcada em cadéhtraba

Os micro-organismos do géndftuyveromyce$em despertado grande interesse na
producao de inulinase por pertencerem ao grupo Gf#8erally Recognized as Spaé&e
serem aceitos pelo FDA¢od and Drug Administrationalém de serem retratados como
bons produtores de inulinase. Esta designacaofismgmjue ha poucas restricbes na
aplicacdo deste micro-organismo e grande potencaetor de biotecnologia (LANE e
MORRISSEY, 2010). Nos trabalhos apresentados n&ldadhl as maiores producoes
foram alcangadas com estes micro-organismos.

Atualmente, as inulinases comerciais sdo obtidapregando inulina como
substrato, a qual € uma matéria-prima com um a#twrvagregado. Os trabalhos
apresentados na Tabela 1.1 mostram um forte tema@a substituicdo da inulina e outros
substratos sintéticos por residuos agroindustngsndo uma diminuicdo nos custos de
producdo da enzima. Dentro dos substratos indisstiestacam-se os residuos gerados
pelas industrias de processamento de cana de agimného, onde o Brasil € conhecido

como um dos maiores produtores mundiais.
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Tabela 1l.1: Substrato, forma de cultivo e micrgarismos que expressam a inulinase

referente a trabalhos publicados.

Micro-organismos Substratos Forma}s At'\('d"fw.le Referéncias
de Cultivo Enzimatica
Bactérias
Inulina, frutose,
Streptomycesp. glicose, sacarose, 1
GNDU 1 extrato de levedura, FS 0,552 U.mL GILL et al(2003)
uréia, peptona
CDA+ extrato em
po do alho + trigo, 1 SHARMA et al.
Staphylococcusp. banana, dalia. FS 52,4 U.L (2006)
chicoria, cebola
Xanthomonas Casca de cebola e . AYYACHAMY
campestris casca de alho FES 117,0 U et al. (2007)
X. campestripv. 3% sacarose e 2,5% S 21,865 U ' NAIDOO et al
phaseoliKM 24 triptona ht (2009)
Fungos
. , Inulina 2%; extrato
,j\;geggll(l)%s ficuum de levedura 2%; FS 25 U m(* Jllzlz(ggé)a .
(NHz)H2PO,, 0,5%
Extrato vegetal da
Aspergillus niger raiz (Taraxacum 1
NK-126 officinale) + ext. FS SSUmt KANGO (2008)
levedura
Leveduras
Kluyveromyces
marxianusNRRL Al\élell\ﬁl]aecrlr;e;a%%;jre FES 250 U gd$ MAZ(L;(T)EI?)et al
Y-7571 ¢
Kluyveromycesp. . . XIONG et al.
$150 Farelo de trigo FES 409,8 U gtis (2007)
Inulina, extrato de
Kluyveromyces carne, CaGle 1 SINGH et
marxianusYS-1 dodecil sulfato de FS 554 UmtL al.(2007)
sodio (SDS).
_ Agua marinha +
P|9h_|a . extrato de levedura  FS 60 U mL* GONG etal.
guilliermondii . (2007)
+inulina
YPD + agua
Cryptococeus marinha + inulina FS 85 U mC* SHENGet al.
aureusG7 b (2007)
ruta
Cryptococcus Farelo de trigo e SHENGet al.
aureusG7 casca de arroz FES 420,9 U gds (2009)
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Tabela II.1: Continuacao.

Formas Atividade

Micro-organismos Substratos de Cultivo Enzimatica Referéncias
Leveduras
Pichia Agua marinha +
4 ; inulina + extrato de ~ FS 127,7U* YU etal.(2009)
guilliermondii
levedura + NaCl
Pichia Farelo de trigo e GUOQet al.
guilliermondii M-30 casca de arroz FES 455,9 U gds (2009)
Obtida da cultura
Pichia pastoris sobrenadante de. FS 58,7+ (_)1’12 U ZHANG etal.
: mL (2009a)
pastorisX-33
Kluyveromyces — »p1n1 e melaco de 1317 + 65U TREICHELet al.
marxianusNRRL cana de acucar FS mL™* (2009a)
Y-7571 ¢
Kluyveromyces
manianusNRRL ~ AMM € MERGO A& ppg ez ggy  MAZDT T Stal
Y-7571 cana de acucar (2010a)

Dentre 0s micro-organismos estudados, as levedtégas sido amplamente
utilizadas na producdo de inulinases. As inulinadesleveduras mais estudadas sao
aquelas produzidas pelo génekKduyveromyces sendo descritos como 0S micro-
organismos mais promissores na producdo desta anasrleveduras deste género podem
crescer rapidamente atingindo alta concentracddacetm um curto periodo de tempo,
produzindo grandes quantidades da enzima inulifldENSING et al, 1994). Muitos
trabalhos foram realizados com leveduras, podeadcitar a utilizagdo d@ichia sp.,
Cryptococcusp. e principalmente dduyveromycesp.

Silva-Santisteban e Maugeri (2005) usaram planejtonéatorial e analise de
superficie de resposta e otimizaram a producamulease com sacarose como fonte de
carbono e obtiveram como melhor producéo uma aiiédie 176 U.mit.

Mazutti et al (2007) avaliaram os efeitos dos parametros de gsoceobre a
producdo de inulinase pelo micro-organisiloyveromyces marxianusRRL Y-7571
usando bagaco de cana como substrato. Foram maess os efeitos de tamanho de
particula, densidade de indculo, concentracdo da dg maceracdo de milho (AMM) e
concentracdo de farelo de soja. Todos os expermsmidatam realizados a 36°C e 65% de
umidade. A maxima atividade obtida foi de 250 Uydm meio contendo 20% de AMM

e 5% de farelo de soja. O uso de farelo de sojazred tempo maximo de fermentacéo de

10



CAP. Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

96 para 24 horas, o que permitiu um aumento dezBsvea produtividade do processo
guando comparado com o trabalho anterior(MAZUEII al., 2006), mesmo com a
atividade atingindo valores menores (MAZUTéilal.,2007).

Shenget al. (2009) otimizaram a producéao de inulinase por F&S$do a levedura
Cryptococcus aureys qual foi isolada de uma alga. ApGs o processotithizacdo, onde
foi empregada a metodologia de planejamento deriexpetos e andlise de superficie de
respostas, foi possivel a obtencdo de uma atividadienatica de 420,9 U.glsip6s 120
horas de fermentacéo.

Treichel et al (2009a) estudaram a otimizacdo da producdo dmase através
Kluyveromyces marxianl$RRL Y-7571 usando um meio de cultura industrié-patado
em um biorreator de batelada e empregaram umaésgirasequencial de planejamento
fatorial. A condicdo otimizada para a producéo rigifiase foi: 250 g.I: de melaco de
cana, 80 g.I! de AMM, 6 g.L* de extrato de levedura, 300 rpm de agitacdo evirbde
vazao volumétrica de ar, na qual resultou umadstilé enzimatica de 1,317 + 65 U.tL

Mazutti et al. (2010a) estudaram o crescimento celular e a pémdde inulinase
por FES com a levedut@luyveromyces marxianU$RRL Y-7571 em biorreator de leito
fixo. Para isto, foram realizados sete ensaiosrerpatais para verificar a influéncia da
temperatura e a vazao volumétrica de entrada da dindmica do processo. Os resultados
mostraram que as variaveis afetaram o desempenhwodesso significativamente. A
melhor condi¢céo para producdo da enzima foi eméeatgra e vazao volumétrica de ar de
entrada de 30°C e 3 Brh?, respectivamente, alcancando uma atividade del4gas™.

Os resultados obtidos pelos autores mostram quereator de leito fixo é tecnicamente
viavel para a producéo de inulinase.

Tem sido verificada também a obtencdo de cepasntegstacom o intuito de
melhorar a producdo da enzima. Gatoal. (2009) produziram uma linhagem mutante a
partir de Pichia guilliermondij através de luz UV e Ligl A cepa mutanteP.
guilliermondii M-30 apresentou atividade 1,5 vezes maior (455@4}) em relacdo a
linhagem selvagem.

Também foram relatadas linhagens de fungos proekitde inulinase. Kango
(2008) observou a atividade da inulinase a parirAdpergillus nigerNK-126, com
crescimento celular em diferentes substratos, teddiolo uma produgdo maxima de 55

U.mL™ com o extrato vegetal obtido da raiz Taraxacum officinaleJinget al (2003)

11
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estudaram a producdo de exo e endoinulinase Aspergillus ficuumJNSP5-06, e
relataram producao de 25 U.thL

A producdo de inulinase por bactérias ndo sdo cawes a grande
disponibilidade de leveduras e fungos produtoretadenzima. Porém, foram realizados
varios estudos para a producdo de inulinase emadvegéneros de bactérias, como
Staphylococcusp. (SHARMAEet al, 2006) eXanthomonas campestri8Y YACHAMY
et al, 2007; NAIDOOet al, 2009).

[1.2.2 Aplicacdes das inulinases e produtos derivas

A aplicacao industrial de enzimas é determinada pea especificidade, atividade,
estabilidade de armazenamento e uso, disponibdidazlistos. A atividade de uma enzima
é determinada pela sua concentracdo e a do setrasopgsoncentracdo de cofatores,
efeitos alostéricos, a presenca, concentragdoos tip inibidores, potencial idnico, pH,
temperatura e tempo de reacdo. A maneira como gadalestes parametros afeta a
atividade enzimatica é objeto de estudo da cinémzamatica.

Assim sendo, a maior aplicacdo de inulinases eltéionada a producao de xarope
com alto teor de frutose. A industria utiliza-se gtande quantidade de polissacarideos
naturais e novas fontes tém sido procuradas comtwtd de suprir a demanda. A
utilizacdo das inulinases apresenta-se como umernativa para sua obtencao
(CONTIERO, 2004).

O processo mais utilizado para obtencdo de xardpdritose envolve a hidrolise
acida do amido de milho, incluindo a acdo de enzinmo a-amilases e
amiloglicosidases para melhorar o rendimento destegdo. Em seguida, ocorre a
isomerizacao, atraveés da acao de glicose-isomer@sesdo-se uma mistura equimolar de
frutose e glicose. Apés a obtencdo do xarope dmgi e frutose (acUcar invertido), a
separacado da frutose é realizada em colunas crgréfitas, produzindo-se xaropes com
42 até 90% de frutose, denominados cohigh fructose corn syrdigHFCS) (VICENTE,
2000).

Outro processo para a producdo de xaropes com tetto de frutose foi
desenvolvido, utilizando a inulina como matériax@i A conversado deste polimero ocorre
a partir de uma unica etapa, empregando-se a enminienase, apresentando um

rendimento superior a 95% na producdo de frutoshiddlise realizada pela inulinase

12
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tornou-se uma boa alternativa, considerando-seatidgde do produto obtido, pois o
processo de hidrélise acida provoca propriedaddss@javeis no xarope obtido, como
sabores e odores residuais, coloracdo escura,odawdramelizacdo de acucares, e reacao
de Maillard com proteinas. A utilizacdo de minemglos e subsequientes neutralizacdes
dos mesmos interfere nas etapas posteriores dedicpgdio do produto final
(VERACHTERT e DE MOQOT, 1990).

O xarope de frutose tem efeitos benéficos em p@msediabéticos, aumenta a
absorcéo de ferro em criancas, tem elevada caplecatiocante para que possa ser usado
na dieta de pessoas obesas, estimula a absorg@tcibeem mulheres pos-menopausicas,
estimula o crescimento de bifidobactérias no iimtesgrosso e delgado e evita cancer do
colon (ROCHAet al, 2006). A frutose também é amplamente usada etosralimentos,
medicamentos e bebidas, em substituicdo a sac@Bdske et al, 2006b; CHENet al,
2009).

De acordo com Sangeethaa, Ramesha e Prapullag),(a80Bulinases também séo
aplicadas na producdo de FOS pois apresentam deroa terco do poder adocante da
sacarose e ndo sdo caldricos, ndo podem ser cawdecarboidratos ou acucares nem
fonte de energia, mas podem ser usados de modmgagudiabéticos.

A inulina e a oligofrutose séo ingredientes queerfem uma série de importantes
beneficios nutricionais, bem como contribuem paopredades funcionais que aumentam
a vida util e perfil de sabor de varios produtosnahtares, como barras de cereais,
sorvetes, geléiafight, balas e chocolates. Também substituem carbogdratgeram
produtos de teor reduzido de aclUcar e de baixor vehergético (SANGEETHAA,
RAMESHA e PRAPULLAA, 2005).

Para paises produtores de cana-de-aclUcar, comoasil,Bsurge como nova
possibilidade, o emprego de sacarose como matén@ma producdo de xaropes de
frutose. A obtencdo de acucar invertido (glicoseutose) a partir da sacarose pode ser
efetuada através da inversao quimica por acidopetal inversdo bioldgica, utilizando
inulinases ou invertases. Industrialmente, a ird@guimica torna-se um processo mais
simples, porém conversdes biologicas a partir @a apzimatica resultam em produtos de
maior qualidade (VANDAMME e DERYCKE, 1983).

13
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[1.3 Aspectos importantes relacionados a fermentaghem estado solido

Historicamente, € creditado a fermentacdo em edélito (FES) o inicio do uso
de fermentacéo para a producédo de metabdlitos.nkmte, em meados de 1940 ocorreu
uma reducdo drastica dos estudos envolvendo FEBcigaimente devido ao
desenvolvimento de processos de producao de peaipibr fermentacdo submersa (FS),
em meio a Segunda Guerra Mundial.

O processo de FES é definido como a fermentacémvaando solidos na auséncia
(ou quase auséncia) de agua livre. Contudo, o rebsieve possuir umidade suficiente
para suportar o crescimento e metabolismo do nuigganismo (PANDEY, 2003).

Para Raghavaraet al. (2003), o conteudo de agua necessario para O TS
encontra-se absorvido na matriz porosa do substatpue favorece a transferéncia de
0Xigénio no meio, pois 0 micro-organismo permarexoecontato direto com uma corrente
de ar. O micro-organismo pode crescer entre osnieatps do substrato (dentro da matriz
do substrato) ou sobre a superficie do mesmo, oundo o substrato e secretando
metabolitos, dentre os quais as enzimas (RAJARBU@I, 2005; MITCHELL et al,
2006a).

Geralmente, particulas menores de substrato prouésararea maior de superficie
para o atague microbiano, porém se a granulomfdrianuito pequena pode ocorrer
aglomeracdo do substrato resultando em baixo amnestd microbiano. Em contraste,
particulas maiores provéem melhor aeracdo, maseayen uma superficie limitada para
o ataque microbiano. Deve-se entéo selecionar arthmda particula para cada processo
em particular (PANDEet al, 1999a).

Existem varios fatores no processo de FES que peodumpactos sobre 0 sucesso
desta tecnologia. Por exemplo, a selecdo de migansmos e substratos, otimizacao dos
parametros de processo e também a purificacdoadiufor final tem sido um desafio para
esta tecnologia. Outros aspectos importantes em $&@6Sa selecdo das variaveis do
processo que possuem efeito sobre 0 mesmo, bem @@ otimizag¢do. Nisso incluem-
se 0s parametros fisico-quimicos e bioquimicos,damo tamanho de particula, umidade
inicial, pH, pré-tratamento dos substratos, umideslativa, temperatura de incubacao,
agitacdo, aeracédo, idade e quantidade de indaypteraentacao de nutrientes, extracao do
produto e purificacdo do mesmo, entre outros (PAMDEOO3; SINGHANIA et al,
2009).

14
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[1.3.1 Biorreatores para FES

O sucesso da aplicacdo em escala industrial de rogegso baseado em FES
depende, obrigatoriamente, do bom desenvolvimeattedem escala de laboratério e,
principalmente, da escolha certa da configuracabialweator (MITCHELL, KRIEGER e
BEROVIC, 2006b).

Os reatores comumente usados podem ser distingpelostipo de aeracdo ou
agitacao ou ainda por um sistema misto empregaxsten quatro tipos de biorreatores
para a operacao no processo de FES e cada um gropeo projeto tenta criar condicdes
favoraveis para o processo (COUTO e SANROMAN, 2006)

- Biorreator de bandejaso leito permanece estatico durante o processoteomperatura
constante e o ar umidificado circula em torno dimleéApesar de apresentar configuracao
mais simples, a principal desvantagem deste procgss de requerer uma grande area
dentro da inddstria para o desenvolvimento do @saetornando-o pouco atraente para a
producdo em grande escala.

- Biorreator de leito fixo geralmente composto de uma camisa cilindrica c®ubstrato
sélido mantido em uma base perfurada, o leito peecm estatico durante o processo e
ocorre injecao forcada de ar através do leito. @ed com Durand (2003) estes tipos de
biorreatores sdo muito simples e de facil utilizagi@rnando-os bons sistemas para o
aumento de escala do processo, pois permitem aealrincipais efeitos de transferéncia
e influéncia de parametros de processo sobre oaoampento dindmico do sistema.

- Biorreator de tambor rotativioo leito € continua ou intermitentemente agitadmadte o
processo e 0 ar € circulado em torno do leito. Aaego branda associada com o
movimento rotacional do tambor contendo o substratomiza os efeitos de rompimento
celular devido ao atrito, tornando-se assim a gonficdo ideal para 0os processos onde
micro-organismos toleram agitacao branda.

- Biorreator de leito fluidizadoa fim de evitar a adesédo e agregacao das pasicid
substrato, o leito € continua ou intermitentemexg#ado e ocorre injecdo forcada de ar
atraves do leito.

O biorreator seria como o0 coracdo do processo meefdacdo, onde a matéria-
prima, em condi¢cdo adequada é convertida no pratkgejado. A maximizacao da taxa de

produto dentro do biorreator € a chave essencial @atimizacdo do processo. Algumas
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das caracteristicas desejadas de um sistema dedtwrem FES podem ser dadas como
segue (RAGHAVARAO, RANGANATHAN e KARANTH, 2003):
- Contencéo do substrato no leito — o materialafesitucéo de biorreatores para FES deve
ser forte, resistente a corrosdo e deve ser at@@dc®m 0 micro-organismo. Deve também
ter custo acessivel.
- Prevencgao da entrada de contaminantes no prodessccomo a liberagéo descontrolada
de organismos para o ambiente. O primeiro € pragoge dificil devido a necessidade de
manuseio dos solidos, que ndo podem ser bombeadus mo caso da FS. O segundo &
igualmente importante devido & maioria dos procest® FES envolverem esporos de
fungos, que podem ser patogénicos e causar risgozcaidade do meio ambiente. Isto
pode ser evitado através da incorporacao de fiteoluxo de saida de ar e filtragem do
fluxo de entrada de ar, que, no entanto, aumentensto do equipamento.
- Efetiva regulacdo de aeracdo e remocdo de cama p controle dos parametros
operacionais como temperatura, atividade de aguxdgénio gasoso. Muitas vezes, a FES
sofre problemas de remocédo de calor ou perda da dgusubstrato por evaporacao,
afetando o rendimento e a qualidade do produtgatbse
- Uniformidade do substrato dentro do leito - ist@onseguido através de uma mistura
eficaz, que também é crucial para minimizar os igrdds térmicos, um fator que €
particularmente importante para FES.
- O processo global de FES envolve a preparacasubstrato, esterilizacao inicial do
substrato e da biomassa ap0s a recuperacao daq@radpreparacao do inéculo, carga e
descarga do biorreator como também a recuperacgamdato.

Assim, é altamente desejavel um sistema de biomrpabjetado para facilitar todas

as operacdes descritas acima.

[1.3.2 Vantagens, desvantagens e desafios no prosesle FES

A maior atencdo creditada a FES se deve ao fatmuge o rendimento de
bioprodutos como enzimas, compostos aromaticosantes e outros compostos de
interesse em alimentos sdo muito maiores quandpa@uos com os rendimentos obtidos
por fermentacdo submersa. A FES oferece numer@sdagens por ser uma técnica mais
simples e de baixo custo (possibilidade de utifivage inimeros residuos agroindustriais

como substratos), apresenta menores problemas cap&is e alta produtividade,
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apresenta melhor circulagédo do oxigénio e o mederaslha-se ao habitat natural de varios
micro-organismos. Ainda, a estabilidade do prodétenaior, tem-se baixa represséo
catabdlica, além do baixo requerimento de estagéin, devido a baixa atividade de agua
usada na FES (HOLKER al.,2004; COUTO e SANROMAN, 2006).

No entanto, a FES também apresenta desvantagemsacdificil homogeneizagéo
do meio, dificuldade em controlar parametros decggso como pH, calor (gerado pelo
crescimento dos micro-organismos), umidade, coediglie nutrientes, e poucos projetos
eficientes disponiveis na literatura para biornesaue operem em condi¢cdes de estado
sélido (COUTO e SANROMAN, 2006). Viniegra-Gonzéalez al (2003) procuraram
desenvolver uma abordagem geral para a comparagapratiutividade de enzimas
empregando FES e FS e tentaram explicar a razémaia producao por FES. Segundo os
autores, a alta biomassa, a alta producédo de emanzabaixa degradacdo de proteinas,
contribuem para a melhor producgéo por FES.

Os principais desafios que levam os pesquisadobes@ar solucdes s&zale-up
do processo, purificacdo de produtos finais e egt@ino de biomass8cale-upem FES tem
sido um fator limitante ha muito tempo, porém reéeerente com o avanco da engenharia
bioquimica, biorreatores tém sido projetados e paahesuperar os problemas de scale-up
desde que o monitoramento-line de varios parametros relacionados a transferétecia
calor e massa fosse avaliado (SINGHANd#al, 2009).

Existem ainda outros grandes desafios que precsanabordados para que a
tecnologia de FES seja bem sucedida, como a remdeacalor devido a atividade
metabdlica dos micro-organismos, o que é deseggmalompostagem, e muitas vezes fatal
para 0s processos biotecnoldgicos, pois grande pag enzimas produzidas durante a
fermentacdo podem ser desnaturadas pelo calornab do processo (SANTOSt al,
2004) bem como a alta porcentagem de umidade cudtaeem baixa porosidade do
substrato que, por sua vez, impede a penetrac&mxigénio, enquanto baixo teor de
umidade pode levar a ma acessibilidade de nutdendéicultando o crescimento
microbiano (PANDEY, 2003).

Porém, a FES tem ganhado credibilidade nos dltimoss na industria de
biotecnologia devido as aplicacbes potenciais malygdo de metabdlitos secundéarios
biologicamente ativos, como em alimentos, combaij\substancias quimicas industriais
e produtos farmacéuticos e emergiu como uma atteanatraente em relacdo a FS. A

utilizacdo de residuos agro-industriais como satsgrem processos de FES prevé uma
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boa alternativa, considerando a possivel a agregdeédvalor a estes subprodutos. A
inovagcdo é a chave para o sucesso e mudancas @mdiema indUstria sdo necessarias
para satisfazer suas necessidades por melhorestgsoel servicos (SINGHANIAt al,
2009). Ainda, para 0os mesmos autores, entenderomels aspectos de engenharia
bioquimica, particularmente em modelagem matemaécarojetos de biorreatores
(fermentadores), tornou possivelsoale-upno processo de FES e assim desenvolver
alguns projetos para a comercializacdo, fazendo aue esta tecnologia seja
economicamente viavel. No futuro, a tecnologia &S Fpodera estar tdo desenvolvida

quanto a FS se racionalizacéo e padronizacdo canéim nesta tendéncia atual.

[1.3.3 Aplicacdo de FES e alguns exemplos na indaist de alimentos

A FES € um processo conhecido desde os tempo®suaigle diferentes espécies
de fungos eram cultivadas por FES para a produgdalithentos. Exemplos tipicos
consistem na fermentacao do arroz Aspergillus oryzagara iniciar o processo koji e a
fermentacao pdpenicillium roquefortiipara a producao de queijo. Além disso, na China, a
FES tem sido amplamente utilizada para produzmeaitos (como o vinho Chinés, molho
de soja e vinagre) fabricados desde os temposoantijo Japdo, a FES é utilizada
comercialmente para a producédo de enzimas indss(GHEN, 1992). As principais
aplicacdes do processo de fermentacdo em estaido s@ industria de alimentos estdo
apresentadas na Tabela II.2.

Porém, recentemente a FES vai muito além da afticag industria de alimentos.
A fermentacdo em estado sélido se tornou uma aligenmuito atraente principalmente
em aplicacdes especificas devido as recentes rnadlen reatores. Assim, tem sido usada
em duas grandes areas as quais incluem:

- (1) Aplicacdes para controle ambiental, incluird@roducdo de adubo e racgéo
animal a partir de residuos solidos, biorremediagdbiodegradacdo de compostos
perigosos, desintoxicacao bioldgica de residuassitniais; e

- (2) Aplicacdes para agregacao de valor, comormwecimento nutricional das
culturas ou residuos de culturas por biotransfodmagroducéo de alimentos fermentados,
enzimas, pigmentos, antibiéticos, bioinseticidasd@ organicos e compostos de aroma
(RAGHAVARAO, RANGANATHAN e KARANTH, 2003).
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Tabela 11.2: Principais aplicac6es de FES na indide alimentos.

Aplicacao Referéncias

Producao de Flavours MEDEIR@$%al (2001); LARROCHEet al (1999)

Producao de Enzimas

. FRANCISet al (2003); RAMACHANDRANZet al
Alfa-amilases

(2004)
Linases MAHADIK et al (2002); UL-HAQet al. (2002);
P RIGOet al (2010)
Inulinases MAZUTTI et al.(2010a); GUCet al.(2009);
MAZUTTI et al.(2009); SHENGet al. (2009)
Pectinases DEBIN$E al (2006); AHLAWAT et al (2009)

Produtos de acidos organicos

Acido I4tico NAVEENA et al (2005)

- L PRADOet al. (2004
Acido citrico ( )

Producdo de Goma Xantana STREDANSKY e CONTI (1999)

Desde 1986, no Brasil, uma série de pesquisas eadosdesenvolvidas a fim de
agregar valor aos produtos e subprodutos da afgmautropical, principalmente pelo
aumento da geracdo de residuos agroindustriai®gidor A utilizacdo de residuos da
agroindustria brasileira, além de fornecer difezsrdlternativas de substratos para a FES,
também ajudam no controle ambiental (PAND&MNaL, 1999b).

No Brasil os principais e mais abundantes residuespodem ser utilizados séao as
tortas derivadas dos processos de extracdo dod@emilho (torta de milho), 6leo de
girassol (torta de girassol) e soja (torta de s@aifros substratos que podem ser utilizados
em FES séo a torta de babacu; farelo de trigogadgmade mandioca, gerado pela industria
de processamento de amido, que possui entre 40adé0amido residual; o bagaco de
cana; e o po de serra (gerado pela industria neaddir Estes representam somente uma
pequena proporcdo dos substratos que podem Seadw$ na producdo de metabdlitos
com aplicacao industrial (GOMBERS al, 1999; CASTILHOet al, 2000; MAHADIK et
al., 2002; UL-HAQet al, 2002; CAMMAROTA e FREIRE, 2006).
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II.4 Fermentag&do em batelada alimentada

A industria de biotecnologia vem desenvolvendoagedamente, como na ciéncia
farmacéutica, fermentativa, na agricultura e noscgssos de substancias quimicas.
Durante as Ultimas décadas, a otimizacdo de pmkessfundamental no aumento de
escala industrial e na producdo biotecnoldgicaa pmle se possam manter as condi¢cdes
operacionais Otimas, aumentando assim o rendimen@ssegurando a qualidade do
produto (SCHMIDT, 2005).

Bioprocessos por fermentagédo em batelada alimelifdi®) séo utilizados para a
producdo de ampla gama de produtos na industridfedeentacdo. A técnica foi
introduzida com a industria de fermentacao, esjgaaifente na fermentacdo de paes logo
apos a Segunda guerra. O fermento de pdo é o prathis proeminente na técnica de
FBA e € usado para reduzir a represséo catab@iegacar por adigcdo incremental como
fonte de carbono (KARAKUZU, MUSTAFA e SITKI, 2006).

Durante o processo de FBA, um ou mais nutrientes fe@necidos para o
fermentador, enquanto as células e os produtosgmecem no fermentador até o final da
operagdo. A FBA é um método de fermentactes feshadaque o meio € adicionado em
bateladas ou de forma continua. A adi¢cdo por lidelacorre manualmente em tempo
pré-determinado e na alimentacdo continua o stibsinaitante é adicionado ao reator a
taxa constante, sendo este, responsavel pela @xaedcimento do micro-organismo
(RUY e PAULO, 2001).

A alimentagcdo continua pode ser dividida em doigpgs: métodos que utilizam
uma alimentagcdo pré-determinada, e aqueles quaigrasam controle por “feedback”
(YEE e BLANCH, 1992)Segundo Allen e Luli (1998), alimentacéo pré-deteata pode
ocorrer a uma taxa constante (também conhecida @mntacdo por gradiente) ou
através de uma taxa exponencial de alimentacdasHasas sdo definidas pelo operador
no inicio da fermentacdo. Com taxa constante deealiacdo, a biomassa ird aumentar
linearmente com o tempo, a uma taxa especificat¥atpea de alimentacdo. No caso da
alimentac&o exponencial a biomassa ira aumentarasana velocidade determinada pela
taxa exponencial de alimentacdo, a menos que a anesfm maior que a velocidade
especifica de crescimento maxima do micro-organigntue ird provocar um acumulo de
substrato no reator (YEE e BLANCH, 1992).
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O tipo de alimentacado tem influéncia na obten¢éprdeeinas recombinantes, bem
como no acumulo de biomassa (JURal, 1988). Um problema inerente a esse tipo de
alimentacédo pré-determinada, € que ndo se temot®rda concentracdo de nutrientes
dentro do reator, o que pode acarretar um acumelloutrientes, principalmente se o
micro-organismo nao cresce a taxa especificadagqueoador. Para reduzir os problemas
de alimentagéo pré-determinada, pode-se fazecdade um determinado componente ao
meio de cultivo utilizando-se um controle que vqué as necessidades do micro-
organismo durante o crescimento.

A FBA geralmente conduz a resultados superiorgsracesso de fermentagédo em
batelada, especialmente benéfica devido as alesagés concentragbes de nutrientes
afetando a produtividade e o rendimento do prodigsejado (YAMANE e SHIMIZU,
1984; CARVALHO e SATO, 2001).

O processo de producdo, assim como o de outrosbétiéda secundarios, é
caracterizado pela relativa dissociacao entre sesfaubsequentes de crescimento celular
(trofofase) e de producéo (idiofase). Desta formbatelada alimentada € uma operacéo
alternativa a batelada que possibilita, atravésufdementacdo adequada de nutrientes,
prolongar a idiofase e contornar efeitos de refesgou inibicdo causados por altas
concentracdes do substrato limitante e controlaebxidades de crescimento celular e de
consumo de oxigénio, intimamente relacionadas 130 d& micro-organismos aerobicos
(YAMANE e SHIMIZU, 1984).

Existem diversas maneiras de se obter informac@epalametros de processo
(oxigénio dissolvido, coeficiente respiratério, centracdo de substrato, concentracdo de
produtos metabdlicos no meio, calor metabdlico eluwdo de C¢) para controle da
adicdo de nutrientes no reator. O método mais sgnplquando se tem alimentacéo ligada
diretamente a um sensor (MENDES, 2006).

Ao longo dos ultimos 20 anos muitas técnicas fodasenvolvidas para estimativa
de reatores em batelada alimentada. De acordo ¢wmizs et al. (1993) o controle do
desenvolvimento do sistema para a FBA nao é singeeslo a: (i) a falta de modelos
precisos para descrever o crescimento celularreaigio do produto, (ii) a natureza nao-
linear do bioprocesso, (iii) a lenta resposta duc@sso, e (iv) uma caréncia de sensores
para a quantificacdo de variaveis de estado.

O principal objetivo da pesquisa em fermentacaaésto-eficacia de bioprodutos,

assim, é importante desenvolver um meétodo de oudfiie permita a producéo do produto
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desejado com uma alta concentracao e rendimenE@®AAtem sido amplamente utilizada
para a producdo de bioprodutos, incluindo variapdiimeros primarios e metabdlitos
secundarios, proteinas e outros (RUY e PAULO, 2001)

A literatura é relativamente escassa em relacam@upao de inulinase por FBA,
principalmente em se tratando de FBA por FES. Arw@a de trabalhos é influenciada
principalmente pela dificuldade de se estimar afmpatros cinéticos, uma vez que 0
micro-organismo utiliza varias alimentacfes durantermentacdo (MENDES, 2006).

No entanto, o micro-organismi§luyveromyces marxianu8B6556 foi estudado
por Hensinget al (1994) com o intuito de modelar a producéo ddirnage em alta
densidade celular no processo batelada alimerfadaazao disso, estudos que empregam
condicbes de crescimento em meios com limitadaserdracdes de carbono para
producdo da enzima séo necessarios para investigassibilidade de obtencdo de uma
maior produtividade enziméatica a partir do procesadatelada alimentada.

Hensinget al (1995) desenvolveram um modelo baseado na equis;&tonod,
descrevendo a relacdo entre a taxa de crescimepeciéco e taxa de producdo de
inulinase num biorreator batelada alimentada cota dénsidade celular. O modelo
descreveu adequadamente a producdo de biomass@rneator batelada alimentada.
Porém, a producdo de enzima foi maior que a prguita modelo. Os autores ndo
apresentaram a dinamica do consumo de substratonelo, onde a sacarose foi
considerada como sendo a unica fonte de carbono.

Mendes et al (2005) estudaram a producdo de inulinase Kioryveromyces
marxianusNRRL Y-7571 a partir de meios industriais compogios melaco de cana-de-
acucar e agua de maceracdo de milho realizada atores operando em batelada
alimentada. Apos o estudo de estratégias de alap@mtdo reator de bancada pela taxa
exponencial pré-determinada e por “feedback” de pEFificaram que o processo
fermentativo com alimentagdo para controle de pbl alcancou atividade enzimética
méxima igual a 562 U.mt, utilizando-se subprodutos industriais de baixst@uAlém
disso, os autores notaram que a taxa de producdoutinase foi maior quando as
condicdes do meio apresentavam concentracdo daras(redutores inferior a 2,0 d.ke

em altos niveis de oxigénio dissolvido.
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[1.5 Avaliacdo dos parametros cinéticos e influéneido pH e temperatura na reacéo e

estabilidade enzimatica

As enzimas, como qualquer outra proteina, sofresmataracdo térmica, perdendo
sua atividade parcial ou totalmente. Desta fornde grande importancia o conhecimento
da estabilidade térmica no projeto de reatoresitatas (SANTOS, 2002).

Quando uma reacdo enzimatica comeca, nota-se urmanémma concentracao do
produto e uma diminuicdo na concentracdo do subsité que a reagdo é completada ou o
ponto de equilibrio é atingido. A mudanca iniciasnconcentracdes do produto ou
substrato é a velocidade de reacédo e é usualmeptesea em Unidades Internacionais
(U.L.). Sendo a enzima uma proteina ela tende @epeatividade no tempo, e mais rapida
sera esta perda quanto maior for a temperatura (GERI, 2002).

Existem dois grandes problemas associados a aphidgadustrial de inulinases para
producdo de frutose: (i) a inulina tem uma soldatie limitada a temperatura de
armazenamento, e (ii) ha uma grande chance densimagdo microbiana na temperatura
de armazenamento. Porém, o processo industrial parducdo de frutose e fruto-
oligossacarideos é realizado em torno de 60 °Caibnma das inulinases perde a atividade
depois de poucas horas a esta temperatura e censeqignte € preciso o reabastecimento
da enzima, aumentando assim o custo de producaentdato, ha um crescente interesse
na producao e caracterizacdo de inulinases terédvaesti{GILLet al, 2006a).

Deste modo, o conhecimento de temperatura e irdlaéte pH na atividade de
enzima € mesmo importante para determinacdo ds téxaeacdo 6timas. Temperatura
alta e pH baixo podem diminuir o risco de contamé@wa melhorando a solubilidade de
algum substratos, e podem também reduzir a formaghaor em alguns xaropes
(VANDAMME e DERYCKE, 1983). Por determinar melha eondi¢cdes operacionais e a
dimenséo de reatores € necessario saber, pelo neterspo de reducdo decimal (valor
D) e a taxa constante de desativagddING et al, 2003).

O modulo da constante cinétida € fortemente dependente da temperatura,
influenciando em consequéncia a atividade enzimatia constantek pode ser

correlacionada com a temperatura, através da egdacArrhenius (Equacéao I1.1):

K (T) = Ko exp (-Ea/RT) (11.1)
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onde K(T) € a constante cinética a temperaturadl €Ea energia de ativacdo, R é a
constante dos gases ideais (R = 1,9872 cal/(mold€)E a constante de proporcionalidade
e T é a temperatura absoluta (K).

Verifica-se experimentalmente, que a atividade reatica ndo aumenta
indefinidamente com a temperatura, como prevista @guacdo de Arrhenius. A partir de
uma determinada temperatura (denominada tempei@atiora), verifica-se um decréscimo
na atividade com o aumento de temperatura (CABRI®IB9). A expressado de Arrhenius
se ajusta aos dados experimentais numa ampladais@mperatura, sendo sugerida, como
uma primeira aproximacao para a dependéncia reehaaeratura (SANTOS, 2002).

A enzima estad sujeita a desnaturacdo, o que impleaperda da atividade.
Geralmente esta desnaturacdo € irreversivel, migndfo perda definitiva do poder
catalisador. Esta desnaturacdo pode ser mais oasmapida dependendo das condi¢des
do meio. Em relacdo a temperatura, ela € maisesg@nanto mais baixa a temperatura.
Por esta razdo é aconselhavel estocar enzimas s damperaturas. Outros fatores
também influem na estabilidade da enzima como pH¢entragdo de sais, etc. O ideal &
se conhecer estas condi¢cdes de Otima estabilidddesé para o armazenamento do
produto, como também minimizar a perda durante ioogsso (MAUGERI, 2002).

A estabilidade térmica € dependente das condigdevalo em que se encontra a
enzima, se estd imobilizada e/ou complexada a owttroponente e ainda pode ser
influenciada pela prépria concentracdo de subst@ABRAL, 1989).

Quanto a estabilidade da enzima em relacdo aogtéléeuma informacao de grande
importancia para sua caracterizacao. Entretardgstabilidade da enzima em relacdo ao pH
depende de outros fatores tais como: temperataraa fibnica, concentracdo de ions
metélicos, natureza quimica do tampdo, concentragdsubstrato e concentracdo da
enzima (SANTOS, 2002).

Devido ao fato da enzima possuir varios gruposzereis, mudancas no pH afetardo
o sitio catalitico e a conformacdo da enzima. Emalgenzimas sédo ativas numa faixa
limitada de pH e para cada enzima existe um oOtimouma faixa 6tima de atuacéo
(MAUGERI, 2002).

Como visto, a caracterizacdo da enzima € essdnoial para o estabelecimento das
condicOes de trabalho e aplicacdes como para endetedo da temperatura e pH 6timos

e de estabilidade.
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Zhanget al (2004) estudaram a purificacdo e as propriedadesnéaticas de uma
inulinase recombinante. O gemaAl que codifica uma exoinulinase obtida a partir de
Aspergillus nigerAF10 foi expresso erRichia pastoris A atividade enzimatica foi de 316
U.mL™* em um fermentador de 5 L, e apresentou 35% deipeotle inulinase do total de
proteina da fermentacdo. A taxa de hidrolise dénadoi de 92%, com a adicdo de 25
U.g* de enzima, e 90% de contetido de frutose depoi§ He A glicose pode inibir
significativamente a hidrélise enzimatica da inajisendo este o primeiro trabalho que
apresenta a inibicdo da glicose pela hidrélisdisatia por uma inulinase.

Chenet al (2009) estudaram a purificacdo e a caracterizdeawés exoinulinases
(Exo-l, Exo-Il, e Exo-lll) e duas endoinulinasesn{l-I e Endo-Il) obtidas a partir de
Aspergillus ficuumINSP5-06. Foram determinados os pesos molecidapssvalores de
Km para cada enzima. As cinco inulinases apresentseagstaveis abaixo de 50°C com
atividade 6tima a 45°C, e mantiveram a estabilidadena gama de pH 4-8 com um pH
o6timo a 4,5 para exoinulinase e 5,0 para endoiaséin A atividade de inulinase foi
completamente inibida por AgFe* e AP*, porém para K C&*, Li**, EDTA e uréia nédo
tiveram influéncia significativa na atividade delinase.

Mazutti et al. (2009) realizaram um estudo comparativo da caiaaggio parcial do
extrato enziméatico bruto entre duas diferentesinagks obtidas por FES e FS usando
residuo agroindustrial como substrato. O extratatobrenzimético obtido por FS
apresentou pH oOtimo e temperatura para atividaddrolitica de 4,5 e 55°C,
respectivamente; e o extrato obtido por FES aptesgrH 6timo e temperatura de 5,0 e
55°C, respectivamente. Ambas enzimas apresentararodstabilidade alta, com um valor
D de 230,4 h e 123,1 h para FS e FES, respectivam@meducao de inulinase por FS
apresentou alta estabilidade a pH 4,4, enquantcagnalinase obtida por FES foi mais
estavel a pH 4,8. Os resultados mostraram que linasa obtida por FS é menos
susceptivel ao efeito do pH e a inulinase obtida FBS é mais resistente a altas

temperaturas.

[1.6 Consideracdes finais

Com base no apresentado no decorrer deste cap#ildans aspectos séo

evidenciados. Existe um grande interesse na olded@éenzima inulinase devido a sua
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potencial aplicacéo industrial. A busca pela redut@s custos de producao de inulinase
faz com que aumente as investigacdes sobre swssteatprincipalmente formas de
fermentacdes para que a obtencdo da enzima seviaved economicamente.

Atualmente, os processos de fermentacdo em esédido vém ganhando espaco e
a atencdo de pesquisadores por apresentar vantagemdmicas perante a fermentacao
submersa, porém é necessario estudos mais aprdhsida que se refere comportamento
do processo em aumento de escala e emprego dedboves. O aumento de escala, por
sua vez, requer o desenvolvimento de modelos m#atawmaonfiaveis que possam ser
utilizados como ferramentas de projeto, otimizag@&@ontrole do processo. A escolha certa
da configuracdo do biorreator, obrigatoriamentderd@nard o bom desenvolvimento
deste tanto na escala laboratorial como na in@listri

A fermentacdo por batelada alimentada € uma operalbérnativa a batelada e
busca desenvolver um método de cultivo que peraniaoducédo do produto desejado com
uma alta concentracao e rendimento.

Portanto, € de grande valia a busca de estratpgias o aumento de escala de
processos envolvendo FES e consequentemente ateca@@o desta enzima

possibilitando maior conhecimento referente as pugiedades.
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[11.1 Micro-organismo, pré-inéculo e substratos

O micro-organismo utilizado foi a levedukduyveromyces marxianudRRL Y-
7571, a qual foi previamente reportada como produide inulinase por FES e é
pertencente ao grupo GRAG€dnerallyRecognized as SafeMAZUTTI et al, 2007). O
micro-organismo foi mantido a 4°C em caldo YM comte: 3 g.I* de extrato de levedura,
3 g.L'* de extrato de malte, 5 g'lde peptona, 10 glde glicose e 20 gt de agar. O
meio para o pré-inéculo contém: 5 d.He extrato de levedura, 20 g.kacarose, 5 gt
de K.HPO,, 1,5 g.I'* de NHCI, 1,15 g.L* de KCl e 0,65 g.I* de MgSQ.7H,0. Cada tubo
de caldo YM foi transferido para um erlenmeyer 686 BL contendo 100 mL de meio, o
qual foi incubado a 30 °C, 150 rpm por 24 horas.

O meio solido usado como substrato para a proddedioulinase era composto por
bagaco de cana suplementado com 15% (p/p) de madacana pré-tratado, 30% (p/p) de
agua de maceracao de milho (AMM) e 20% (p/p) deldade soja (MAZUTTIet al,
2006; 2007). O bagaco de cana, adquirido na COTRHEL (Erechim, RS) foi seco sob
temperatura ambiente e triturado mecanicamentejatesira a uniformizar o tamanho de
particulas. A AMM foi adquirida na Corn Productselmacional — Mogi Guacgu (SP); o
melaco de cana foi adquirido na Refinaria Esteramfinas (SP); o farelo de soja foi
adquirido na empresa Olfar — Erechim (RS). A umadixdkcial dos substratos foi corrigida
para 65% conforme determinada em trabalho ant@MAZUTTI et al, 2006).

O melaco de cana foi pré-tratado preparando-se aohgdo 200 g.t em &cido
sulfarico pH 5,0. Esta solugdo permaneceu em reppos 24 horas. Apos esse periodo, 0

pH final foi ajustado para 4,0 com acido sulfurico.

[11.2 Testes preliminares para producdo de inulinas por FES usando estratégias de

fermentacao batelada simples (FBS) e fermentacao dratelada alimentada (FBA)

As fermentacbes foram conduzidas em béqueres derqgmleno de 600 mL
tampados com manta acrilica hidrofébica. Os bégupega a FBS continham 10 g de
bagaco de cana seco, suplementados com 3 g de ANBMy, de melaco de cana e 2 g de
farelo de soja. Para a realizagdo das suplemesiagd®MM e o melago de cana foram
diluidos na quantidade de agua a ser adicionadaquarigir a umidade e adicionados ao

bagaco com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
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Para a FBA, os béqueres foram alimentados com33; 80 e 100% (p/p) do total
de substrato e os tempos de adi¢Bes foram fixawo8,el2 e 18 horas apds o inicio da
fermentacdo, dependendo da estratégia de alimentaca

Todos os béqueres com o meio foram autoclavaddl Z1lpor 15 minutos. Cada
béquer foi inoculado com 6 mL de suspensao deastkiincubado por 36 horas em estufa
com controle de umidade (inje¢do de ar umidific&®®o ) a uma temperatura de 36°C.

Para a avaliacdo cinética do processo de produedimulinase por FBS e FBA
conduzidas em béqueres de polipropileno foramzaddis fermentacdes destrutivas, ou

seja, cada intervalo de tempo avaliado correspandea nova fermentacao.

[11.3 Producédo de inulinase por FES usando estratégs de fermentacdo batelada

simples (FBS) e fermentacédo batelada alimentada (PP} em biorreator de leito fixo

[11.3.1 Fermentacéo batelada simples (FBS), fermeaté&o batelada alimentada (FBA)

e diferentes estratégias de aeracao

As fermentacgfes foram realizadas em biorreatoeitie fixo com capacidade (util
de 3kg de bagaco de cana seco. O biorreator cergsim cilindro inoxidavel de 34 cm
de didmetro e 50 cm de altura. A Figura llafiresenta um diagrama esquematico do
biorreator de leito fixo.

O biorreator foi conectado a duas estratégias gae umidificador de ar e/ou a
um secador de ar.

1) O umidificador de aro qual fornece ar com umidade relativa entre 98,0

consiste de um cilindro de PVC disposto horizongglte antes da entrada do ar no
biorreator. O ar seco fornecido por um compressaardoi bombeado diretamente dentro
do umidificador usando um difusor, onde o ar pegoanem contato com a agua por um
tempo suficiente para que fosse obtido ar satusadoa temperatura de 30°C.

2) O secador de aconsistia de uma resisténcia disposta antes dadentle ar no

biorreator. O ar seco, também fornecido por um cesgor de ar, foi bombeado para
dentro da resisténcen diferentes temperaturas (30; 35; 40; 45°C).
Independente do tipo de ar injetado para dentrbidiweator, 0 mesmo percorria

todo o leito, até sua saida no topo.
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Figura Ill.1: Diagrama esquematico do biorreator ld#o fixo: a) compressor; b)
umidificador; c) controle de vazao, temperaturaredade; d) sensores de temperatura; e)
medidor de CQ temperatura e umidade.

O biorreator foi carregado com 2 kg de bagaco dea cseco devidamente
suplementado. A umidade dos substratos foi coaigpdra 65% (Base seca - p/p) e
autoclavado a 121°C por 15 minutos. As fermentagbesaram com um volume de
indculo correspondente a 14 g de massa iniciabllgas (MAZUTTlet al, 2010a). Todos
os experimentos foram conduzidos por 24 h sendmasi&BAo biorreator foi alimentado

apos 6 h do inicio da fermentacao com 50% (p/matga/volume total do substrato.

[11.3.2 Determinacao da temperatura

As temperaturas de entrada (0 cm) e saida do atorr¢40 cm), bem como as
temperaturas ao longo da altura do biorreator 200,e 30 cm), foram constantemente

monitoradas através de um sensor de temperatuil@ORNOVUS, Brasil).

[11.3.3 Determinagéo da producédo de CQ

Também foi avaliado o metabolismo respiratério doicroaorganismo,
determinando a producéo de £@e modo que o ar de saida do biorreator foi sewdd

por um sensor de GOgasoso baseado na refragdo das ondas de infraliermel
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(CARBOCAP GMT220, VAISALA, Inc., Finlandia) com sih de saida linearmente
convertido para 4-20 mA. O sensor foi conectadolacgp de aquisicdo de dados
(FIELDLOGGER NOVUS, Brasil), com um intervalo deriinuto entre cada aquisicao.

[11.3.4 Determinacéo da umidade

A umidade foi determinada pelo método da AOAC 9B4® qual se baseia na
secagem em estufa a 105°C até a amostra atingircpestante. Para as fermentacfes em
biorreator leito fixo, a umidade foi avaliada apg®% horas de fermentagcdo em quatro
diferentes alturas do biorreator, com coleta desdras a 0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm e
30-40 cm.

[11.4 Caracterizacao da inulinase

O estudo do extrato enzimatico bruto foi realizadotermos de temperatura 6tima,
termoestabilidade, pH 6timo, e estabilidade de PHextrato enzimatico usado para o0s
ensaios foi obtido da condicdo experimental 6tiFBA - 637,48 U.gd$). A atividade da
inulinase foi determinada como descrito no itendIdl.

[11.4.1 Efeito da temperatura e do pH na atividadeenzimatica

Para o estudo do efeito da temperatura e pH nidatie enzimatica realizou-se um
delineamento composto central rotacional(RCCR), totalizando 11 experimentos? (2
ensaios com 2 pontos axiais para cada variavepamiente e 1 ponto central para cada
variavel independente repetido 3 vezes). O temta tie reacdo foi de 10 minutos e as
faixas de pH e temperatura estudadas sao apreasmad abela 11l.1. Os resultados foram
analisados usando o software Statistica® 7.0 Stdisn, e através da analise de superficie
de resposta, determinaram-se os valores Otimossdgstriaveis para maxima atividade

enzimaética.

Tabela ll.1:Varidveis e niveis estudados no pkmeinto fatorial completo??2 para

otimizacao da atividade.

Variaveis Independentes / Niveis -1,41 -1 0 1 1,41
pH 4,5 4,6 5,0 5,4 55
Temperatura (°C) 40,0 444 55,0 65,6 70,0
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111.4.2 Efeito da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da inulinase foi testadaulimndo a enzima em tampéo
acetato 0,1 M a pH 4,8 nas temperaturas 40; 5@& B0°C. As amostras foram retiradas
em determinados intervalos de tempo, para as needida atividade. O estudo foi
interrompido quando foi verificada a perda de nEs50% da sua atividade enzimética
inicial. A partir dos valores obtidos pode-se chdcas constantes de desativacao térmica,
a meia-vida e a energia de desnaturacao térmieaggatiferentes temperaturas.

Construindo-se um grafico de In (AAem funcdo do tempo (horas), sendg &
atividade inicial e A, a atividade referente aagspes de retirada de amostra, obtém-se o
valor de Kd (constante de desativacdo da enzinaad, gada temperatura. Posteriormente,
para a determinacdo da energia de ativacao da arizintenergia de ativacdo para reacéo
de desativacdo), grafica-se In Kd x 1/T (K), obtesd uma reta correspondente a equacao
de Arrhenius (Equacéo Ill.1):

InKd =Ink - =4 (I1.1)
RT

sendo que:

Kd = constante de desativacdo da enzima

K = constante de proporcionalidade

Ed = energia de desativacdo enzimatica

R = constante dos gases ideais (1,928cal/gmol K)

T = temperatura absoluta (K)

Costuma-se expressar a estabilidade térmica enodseda meia vida, a qual é
definida como sendo o tempo necessario para pBdérda sua atividade inicial, ou seja,
A/Ap=0,5.

O tempo de meia vidaiff) pode ser relacionado a constante de desativaddo K

através da Equacéo Il1.2:

_—In(0g)
Kd

t (11.2)

NP
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[11.4.3 Efeito do pH na estabilidade da enzima

A estabilidade da inulinase foi testada incubaadmzima em tampao acetato de
sédio 0.1 M nas faixas de pH 3.5; 4.0; 4.5; 5.0.% & uma temperatura de 50°C. As
amostras foram retiradas em determinados internvddosempo medindo-se a atividade
pelo método DNS, como descrito no Item 111.5.2.

[11.4.4 Efeito da estabilidade da enzima bruta a bixas temperaturas

O efeito da estabilidade da inulinase a baixa &atpra foi realizado usando
tampéo acetato de sédio 0.1 M em pH 4.8, a 50°Camsstras foram armazenadas
(amostras de 2 mL) nas temperaturas: -80; -10 ee48n determinados intervalos de
tempo realizou-se as medidas de atividade a fimcdenpanhar a estabilidade da enzima.

A atividade residual de inulinase foi determinadmo descrito no Item I11.5.2.

[11.4.5 Determinagéo de Ky € Viax

Ensaios enzimaticos com 0,5 mL de extrato enzimtiato foram executados em
tampéao acetato de sédio 0,1 M pH 4,8 a 50°C emedifes concentracdes de sacarose e
inulina: 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 10; 15; Z%; 30 e 35 g.t, sendo que o tempo de
reacao foi de 10 e 30 minutos para sacarose @ardspectivamente. A determinacao dos
parametros cinéticosike Vimax foram determinados pelo método de Lineweaver-Burk.

I11.5 Métodos analiticos

[11.5.1 Determinacéo da atividade enzimatica para a fermentacfes

Apés as fermentacdes em biorreator de leito fixtividade de inulinase foi
determinada em quatro diferentes alturas do bitmreeom coleta de amostras a 0-10 cm,
10-20 cm, 20-30 cm e 30-40 cm.

A inulinase foi extraida do meio através da adidgdd 00 mL de tampéao acetato de
sédio 0,1 M pH 4,8, seguindo com a incubagdo a 5A8D rpm por 30 minutos. A
atividade enzimatica foi determinada do sobrenajaapds a filtracdo dos soélidos,

adicionando-se 0,5 mL da solucdo de extracdo adamente diluida em 4,5mL de uma
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solugcdo 2% (p/v) de sacarose em tampédo acetatdddie §€0,1 M pH 4,8) a 50°C
(MAZUTTI et al, 2006). A liberagcédo de acUcares redutores totaisT{A8 medida pelo
método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER,9%9). Para cada amostra foi
realizado um branco para corrigir a liberacdo décags devido a hidrolise nao
enzimatica. Os resultados foram expressos em tedmaomidades de inulinase por grama
de sélidos seco (U.gds

[11.5.2 Determinacéo da atividade enzimatica para aracterizacao da enzima

Para a determinagcdo da atividade de inulinase sbasd@®s da caracterizagéo
enzimatica, adicionou-se 0,5 mL da solucdo de &xtemzimatico bruto em estudo
adequadamente diluido em 4,5 mL de uma solucédo 2% (e sacarose em tampao
acetato de sodio (0,1 M) com pH e temperatura ndaoale acordo com cada experimento
(Itens 111.4.2; 111.4.3 e 11l.4.4). Os resultadosrdm expressos em termos de unidades de
inulinase por mL de extrato enzimatico bruto (UjLSeguindo o mesmo procedimento,
também foi determinada a atividade de inulinasendsainulina como substrato na
condicao experimental 6tima.

Uma unidade de inulinase corresponde a quantidadmzima que libera gmol
de ART por minuto nas condi¢des do ensaio.

A relacéo que caracteriza a enzima inulinase fizada através da taxa de atividade
sobre a sacarose em relacéo a inulina (S/I), séadi®,27. Para uma inulinase a taxa S/I
deve ser menor do que 50 (ETTALIBI e BARATTI, 1987)
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Como existem poucos trabalhos na literatura enficanproducédo de inulinase por
fermentacdo batelada alimentada (FBA) foi precis@ialmente, testar a fermentacdo
batelada alimentada em pequena escala, para gqdepsis de confirmar a viabilidade
deste tipo de fermentacédo na producéo de inulimaskesse entdo ser aumentada a escala
de producdo. Assim, o objetivo do item IV.1 € apntéar resultados referentes a testes
preliminares para producdo de inulinase por FESbégueres usando estratégias de
fermentacdo batelada simples (FBS) e fermentacB®ada alimentada (FBA). O meio
sélido usado como substrato para a producao deasel foi determinado por (MAZUTTI
et al, 2006).

IV.1 Producdo de inulinase por FES usando estratéags de fermentacdo batelada

simples (FBS) e fermentacdo em batelada alimentad&BA): Testes preliminares

A Figura IV.1 apresenta os valores de atividade ineditica obtidos
experimentalmente, os quais variaram de 30,19+P4fils’* (FBS - fracdo 100%) a
470,72+13,75 U.gdd.(FBA - fracdo de 25%). Nota-se que, independenteipto de
fermentacdo, os ensaios que apresentaram maiataavenzimatica foram os ocorridos
em 24 horas de fermentacdo, e que a producdo maemaulinase na cinética foi de
470,72 U.gds' para a fermentacdo em batelada alimentada conrogadicdes de
substrato (fracdo de 25% do total do substrato).

Com relacdo aos perfis cinéticos (Figura 1V.1) domnportamentos distintos
foram identificados entre os quatro experimentas ebitratégia de FBS (100%), percebe-
se que nas primeiras 6 horas de fermentacdo eanost valores de menor atividade,
porém apds 6 horas a producdo aumenta considemvelmté 24 horas e em seguida
decresce. Ja para a estratégia de FBA (fracdo%¢ R&rcebe-se o inverso, nas primeiras
6 horas de fermentacéo verifica-se maiores valdeesroducéo, devido possuir ¥2 menos
de substrato e possuir a mesma quantidade de ingéulmL) e, apdés 6 horas de
fermentacdo e suas consequentes alimentacdes u@oodumenta para seu pico maximo
(470,72 U.gds") no tempo de 24 horas.
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Figura IV.1: Cinética da fermentacdo batelada se0100%) e fermentacdo em batelada
alimentada (50; 33,3 e 25%) para producéo de iasdin

De acordo com os dados apresentados referentesl@cgo de inulinase por FBS e
FBA, os resultados sdo comparaveis aos de Maziudi. (2006) que obtiveram 345+41
U.gds* apds 96 horas de FBS usando 5 g de sélidos seams Mazuttiet al. (2007) que
verifcaram que o uso de farelo de soja reduziungptemaximo de FBS de 96 para 24
horas, conduzindo & uma atividade de 250 U'gds

Mendes et al (2005) estudaram a producdo de inulinase Kloryveromyces
marxianusNRRL Y-7571 operando em batelada alimentada. Apéstado de estratégias
de alimentacdo do reator de bancada pela taxa emp@ah pré-determinada e por
“feedback” de pH, os autores verificaram que o @sso fermentativo com alimentagao
para controle de pH 4,5 alcancou atividade enzamamaxima igual a 562 U.ri.
utilizando-se subprodutos industriais de baixoa@usimo substrato.

A escassez de trabalhos na literatura referenfgeducdo de inulinase por FBA
tornou dificil a comparac¢édo dos resultados obtitesse trabalho. No entanto, € possivel
fazer uma comparagao com producao de outros padbtalos por FBA.

Tomas-Pejcet al (2009) estudaram a producéo de bioetanol a petipalha de
trigo com Kluyveromyces marxianugm processos simultaneos de sacarificacdo e
fermentacdo em batelada alimentada. No trabalhtgsvéstratégias de alimentacdo para
producado de etanol foram estudadas. A FBA pelogssicde FES com a adi¢céo de palha

de trigo resultou em uma melhor configuracdo, alando a concentracdo de etanol mais
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alta (36.2 g.[') com um contedo de palha de trigo inicial de 1@%) e 4% (w/v) de
adicao de substrato em 12 horas.

MU et al (2009) avaliaram a FBS e FBA para a producéaoct#o &83-fenil-latico
(conhecido como agente antimicrobiano) a particafz ddactobacillussp. SKO07. Com
a FBS, o rendimento do produto foi de 2,42 'g.Quando FBA foi introduzida em
fermentador com capacidade de 3 L, a producdo d#o &8-fenil-latico alcangou
rendimento de 17,38 gL

O teor de umidade do substrato € um dos princip@i&metros que influencia o
sucesso de uma fermentacdo em estado solido. AraFityi2 apresenta os perfis
experimentais para umidade obtidos nos experimelg@valiacdo cinética do processo de
producdo de inulinase durante as 36 horas de féagém em béquer. Em todos os
experimentos foi verificado que houve uma diminaigéd valor de umidade final em
relagdo a inicial, obtendo-se um valor médio de S5®boumidade apos 36 horas de
fermentacdo. Porém, apos 24 horas de fermentagio senobteve os maiores valores de
atividade enzimatica, o valor médio encontrado &2k de umidade. Esta porcentagem
de umidade esta dentro da faixa 6tima de umidadicaela na producéo de inulinase por
FES (entre 60-75%) para a mesma composicdo do emimmegada neste trabalho
(MAZUTTI et al, 2006).
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Figura IV.2: Perfis experimentais para umidade du#tinos experimentos de avaliacdo
cinética do processo de producdo de inulinase thuras 36 horas de fermentacdo em
béquer por fermentacdo batelada simples (100%j)neefdacdo em batelada alimentada
(50; 33,3 e 25%)).
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A melhor condicdo de fermentacdo encontrada fibe @stratégia de FBA (fracédo
de 25%) resultando em uma atividade maxima de 270,gds’ apés 24 horas. Os
resultados mostram a viabilidade de se produzimiase por FES pela estratégia de FBA.
Assim, os resultados obtidos nesta etapa servicemo dase para a sequéncia do trabalho.
Os préximos passos foram contemplar o estudo diupém de inulinase em biorreator de
leito fixo verificando a viabilidade técnica de aamp de escala e 0 uso de estratégias de

fermentacao batelada simples (FBS) e fermentacauatgtada alimentada (FBA).

IV.2 Producdo de inulinase por FES usando estratéggs de fermentacdo batelada
simples (FBS) e fermentacdo em batelada alimentad&BA) em biorreator de leito

fixo
IV.2.1 Producéo de inulinase

A simplicidade de construcdo e operacao dos bimmes leito fixo € contraditoria
em relacédo as dificuldades encontradas no congrolitmizacdo do processo, devido aos
gradientes de massa e energia que ocorrem durdatmentacdo. O objetivo nesta etapa
do trabalho nédo foi estudar especificamente ososfelos gradientes de massa e energia
inerentes a operacao dos biorreatores leito fixas imvestigar a viabilidade de se produzir
inulinase neste tipo de biorreator por FBS e FBASstd intuito, foram realizados 7
experimentos, sendo as variaveis operacionais adaigd temperatura, tipo de aeracédo na

entrada do biorreator e tipo de fermentacéo (Talels.

Tabela IV.1: Variaveis investigadas no processqueiucao de inulinase por FES em

biorreator de leito fixo.

Exp Tipo de Tipo de ar de Temperatura do ar Inulinas_le*
" Fermentacdo entrada de entrada (°C) (U.gds")
1 FBS Seco 30 221+73,8
2 FBS Seco 35 348+86,1
3 FBS Seco 40 135+45,3
4 FBS Seco 45 107+47,8
5 FBS Umido 30 447+12,0
6 FBA Seco 36 482+95,6
7 FBA Umido 30 586+62,6

*Produc¢édo de inulinase em termos médios, consideraa quatro zonas dentro do biorreator.

39



CAP. IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser visto na Tabela V.1, os valorestiédade enzimética obtidos
experimentalmente variaram de 107+47,86 Ulg@sperimento 4) até 586+62,6 U.gds
(experimento 7). De acordo com os dados apreses)tado maiores atividades foram
obtidas nas fermentacbes em batelada alimentadajdaepela fermentacdo batelada
simples com entrada de ar mido.

Com relacéo a producgdo de inulinase em termogiddaale enzimatica em cada
uma das quatro zonas dentro do biorreator, os @qsi® apresentados na Figura V.3,
pode-se verificar que nos experimentos 1, 2, 36 4fermentacdes com entrada de ar seco)
a producédo de enzima aumenta conforme aumentara dib biorreator, independente do
tipo de fermentacao. Este aumento na producéoutiaase na parte superior do biorreator
ocorre devido ao ar seco e baixa umidade nas Zoea2. Porém nos experimentos 5 e 7
(fermentacdes com entrada de ar umido) ocorrenaysn, a producao de enzima diminuiu
conforme aumentou a altura do biorreator. Esta @wadproducdo pode ser consequéncia
da desnaturagcdo causada pelo aumento do calordtietagerado pelo micro-organismo

nas zonas 3 e 4.

700
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E o] © ¢ Exp3
2 200 . © , L Expd
& i + Exp$5
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i # Exp7
0
0 1 2 3 4 5
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Figura IV.3: Producdo de inulinase por FES no b&or de leito fixo em termos de
atividade enzimatica em cada uma das zonas demtpmdeator: Zona 1 (0-10 cm), Zona
2 (10-20 cm), Zona 3 (20-30 cm) e Zona 4 (30-40.cm)

Xiong, Jinhua e Dongsheng (2007) obtiveram atividatfixima de 410 U.gds
apos 72 h de fermentacdo usando 100 g de sélidos.ddazuttiet al (2010a) estudando
a producédo de inulinase por FES em biorreator de fexo, obtiveram uma atividade

méxima de 436 U.gdsapos 24 horas de fermentacdo conduzindo a umatproéde de
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18,2 U.gdg.h. Neste trabalho, a maxima produtividade obtidadf®iaproximadamente
24,4 U.gds.h, cujo valor é de 1,3 vezes maior & obtida por Ntaet al (2010a) e 4,3
vezes maior que a obtida por XIONG, JINHUA e DON@E&BHE (2007).

A Figura IV.4 apresenta os valores de umidadedobtao final das fermentacdes
considerando as 4 zonas dentro do biorreator gasate ensaios experimentais realizados.
Pode-se verificar que o teor de agua do substéditbosdiminuiu acentuadamente na zona
1 dos experimentos 1 a 4, provavelmente devidoraseeo e 0 respectivo aumento da
temperatura do ar de entrada do biorreator. Nogragrpntos 5 e 7 (fermentacfes com
entrada de ar umido) observa-se que a umidade uiimamforme o aumenta a altura do
biorreator. Mazuttet al. (2010b) estudaram a avaliacdo cinética da proddedaulinase
por FES em biorreator de leito fixo e também olm@mw que a umidade diminuiu em
funcao da altura do biorreator e que o teor de dgusubstrato sdlido € menor nas zonas 3
e 4. No entanto, observa-se que independente dalédermentacdo, acima da zona 1 o
teor de umidade ndo atingiu valores inferiores %.65ste aspecto é interessante tendo em
vista que o intervalo ideal apresentado na liteaapara a producao de inulinase por FES
variou de 60% a 75% (MAZUTTét al, 2006; SELVAKUMAR e PANDEY, 1999).
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Figura 1V.4: Valores para umidade avaliados em aata das quatro zonas dentro do
biorreator: Zona 1 (0-10 cm), Zona 2 (10-20 cmp&8 (20-30 cm) e Zona 4 (30-40 cm).

Os resultados obtidos nesta etapa mostraram quedagéo de inulinase usando

biorreator de leito fixo com capacidade de 3 kgs¢baeca) por fermentacdo batelada e
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batelada alimentada é tecnicamente viavel, aléra BBA aumentar a produtividade do
processo quando comparada com a literatura.

IV.2.2 Avaliacdo cinética para temperatura e produgo de CQ

A avaliacdo cinética € importante no aumento delaspois ela permite visualizar
os fenbmenos que ocorrem dentro do biorreator agolado tempo, possibilitando a
inferéncia do controlador sobre as variaveis mdagas com o objetivo de tentar manter o
comportamento real do sistema o mais proximo pebkdiv 6timo. As principais variaveis
manipuladas num biorreator de leito fixo sdo a masgial de células, a temperatura, a
vazéo e a umidade do ar de entrada, além da padesib leito. A vazéo otima € sempre
dependente da dimens&do do biorreator, ou sejatauaaior o biorreator maior sera a
vazéo requerida para fornecer oxigénio aos micgasosmos e para a remocgéo do calor
metabdlico. A temperatura e umidade, por sua eea,imfluéncia direta na taxa na qual os
micro-organismos se desenvolvem, logo afetam apesance do processo. A porosidade
e a massa inicial de células sdo dependentes duaidpde de material solido usado na
fermentacdao.

O objetivo desta etapa do trabalho € apresenteal@@io cinética da temperatura
e producéo de CQem biorreator de leito fixo por fermentacdes ertelbda e batelada
alimentada. Os estudos foram realizados com basesete experimentos apresentados
anteriormente relativos a producado de inulinased@eaue aqui, os experimentos foram
monitorados experimentalmente.

A Figura IV.5 apresenta os perfis de temperatutalob durante os experimentos
de avaliacdo cinética do processo de producdouli@ase com as variaveis apresentadas
na Tabela IV.1.

Observa-se que nos experimentos 1, 2, 3, 4 e Bgfencoes com entrada de ar
seco) independentemente do tipo de fermentac&oetatura ndo aumenta em fungéo da
altura do biorreator e que praticamente se manbaixa@ada temperatura do ar de entrada.
Ao contrario disso, nos experimentos 5 e 7 (feraggs com ar umido) a temperatura
aumenta em funcdo da altura do biorreator e noviate onde o metabolismo dos micro-
organismos é maximo, foi verificada uma diferengaterno de 15°C entre o ar na entrada

e na saida do biorreator. No entanto, o valor mé&xdmtemperatura diferiu entre as FBS e
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FBA (exp 5 e 7, respectivamente) onde observa-sggra FBA as temperaturas de saida

chegaram a aproximadamente 50°C.
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Figura IV.5: Perfis experimentais para temperatltiddos nos experimentos de avaliagao

cinética do processo de producdo de inulinase. &aerfis de temperatura medida na
entrada e saida de fluxo de ar (TO e T4) e noiantdo biorreator a 10, 20 e 30 cm (T1, T2

e T3, respectivamente).
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A temperatura do ar de entrada tem influéncia ained tempo onde foram
verificados os picos de temperatura, tanto dendrbidrreator como na corrente de saida,
0S quais sao resultados diretos do metabolismewtallira. Nos experimentos 1 a 4 (FBS
com entrada de ar seco a 30, 35, 40 e 45°C, resueente) observa-se que conforme
aumenta a temperatura do ar de entrada, os pictsmeratura dentro do biorreator sédo
observados em menores tempos (16,0; 14,7; 12,83ehbBas respectivamente). Ou seja,
quanto mais alta a temperatura do ar de entrada,rado a temperatura do meio atinge
o valor 6timo para o crescimento da levedkhayveromyces marxianudRRL Y-7571,
cujo valor é de 36°C (MAZUTTlet al, 2006; TREICHELet al, 2009b). Ja no
experimento 5 (FBS com entrada de ar umido a 30%€mpo foi de 9,2 horas enquanto
gue nos experimentos 6 e 7 (FBA com entrada decar & 35°C e FBA com entrada de ar
umido a 30°C) os tempos sao 16,10 e 6,15, respatntite.

Com relacdo aos perfis de €@igura IV.6) observa-se que a producdo deste é
diretamente proporcional aos perfis de temperdtigura 1V.5) e provavelmente também
ao consumo de acucares redutores totais (ART) eassande células no meio. Nos
experimentos com entrada de ar seco, (Exp. 14Z% 8), observou-se menor producéo de
CO,, porém nos experimentos com entrada de ar Umitlserea-se o contrario,
provavelmente devido ao ar Umido favorecer o cmesefo microbiano e

consequentemente o aumento da concentracéao go CO
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Figura IV.6: Perfis experimentais para £0btidos nos experimentos da avaliacéo

cinética.

IV.3 Caracterizacao parcial da inulinase

A caracterizagdo da inulinase baseou-se no esw@atdato enzimatico bruto com

0 objetivo de apresentar resultados referentesmpeatura 6tima, termoestabilidade, pH

otimo, estabilidade de pH, estabilidade a baixagp&zaturas es parametros cinéticos,K
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e Vmax O extrato enzimatico usado para os ensaios fiddmlola condicdo experimental
6tima por FBA (586 U.gdS.

IV.3.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade ezimatica

O pH 6timo e a temperatura para atividade denask foram determinados através
da consecucdo de um delineamento composto cemtational 3, totalizando 11
experimentos, @ensaios com 2 pontos axiais para cada variavepemtiente e 1 ponto
central para cada variavel independente repetideZgs). A Tabela IV.2 apresenta a
matriz em termos de atividade de inulinase paridoefie pH e temperatura. Os valores de
atividade enzimética obtidos experimentalmente avam de 283,21+12 U.miL
(experimento 8) & 488,09+3 U.nL(experimento 11). Os resultados mostram que a
méxima atividade da inulinase em funcdo do pH dedsperatura foi obtida no ponto

central em valores de 5,0 e 55°C, respectivamente.

Tabela IV.2: Matriz do DCCR (valores reais e cadiflos) com a resposta em termos da

atividade enzimatica em funcédo do pH e da tempexatu

EXp. pH TS Umy omly  Em 08
1 4,6 (-1) 44.4 (-1) 332,86+32 365,23 -9,73
2 5,4 (1) 44,4 (-1) 333,64+4 337,71 -1,22
3 4,6 (-1) 65,6 (+1) 342,96+6 349,60 -1,93
4 5,4 (1) 65,6 (+1) 412,93+21 391,27 5,25
5 4,5 (-1,41) 55,0 (0) 461,14+25 435,68 5,52
6 5,5 (+1,41) 55,0 (0) 430,97+14 445,65 -3,41
7 5,0 (0) 40 (-1,41) 292,98+23 269,34 8,07
8 5,0 (0) 70 (+1,41) 283,21+12 296,08 -4,54
9 5,0 (0) 55,0 (0) 482,65+2 484,90 -0,47
10 5,0 (0) 55,0 (0) 483,83+1 484,90 -0,22
11 5,0 (0) 55,0 (0) 488,09+3 484,90 0,65

Os resultados apresentados referente a atividadenudimase foram tratados
estatisticamente para a avaliacdo dos efeitos da wariavel independente sobre a
resposta. A Tabela IV.8presenta a analise dos efeitos para os termasdsiequadraticos
e de interacdo entre as variaveis independentestel@®s significativos no modelo

codificado (Equacédo IV.1) foram selecionados baseaw valor de p, que serve como
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uma ferramenta para checar a significancia de oadaos coeficientes. Como pode ser
observado o termo significativo do modelo (p<0,Q0@5 T2. J& os termos pH, PHT e

pH x T ndo foram significativos (p>0,0005).

Tabela IV.3: Andlise dos efeitos para os termoedias, quadraticos e de interacdo das
variaveis independentes para atividade da inulieeséermos do pH e da temperatura.

Efeito Erro Padrao P
Média 484,9 14,57 <0,0005
pH Linear (pH) 7,07 17,87 0,7084
pH Quadratica (pH -44.5 21,32 0,0912
Temperatura Linear (T) 18,96 17,87 0,3371
Temperatura Quadratica3T -203,4 21,32 0,0005
pH X Temperatura (pH x T) 34,6 25,23 0,2292

A Tabela IV.4 apresenta a analise da variancia (XNYOe foi empregada para a
validagdo do modelo matematico codificado usada parpredicdo da atividade de
inulinase dentro das faixas de pH e temperatutaladas. O valor de F reflete a razdo da
soma quadratica média devido a regressao pela qoatratica meédia devido ao erro e
indica a significancia de cada fator do modelo.Td&ela V.40 valor calculado de F foi
18,94, o qual é aproximadamente 3 vezes maior qualar tabelado, mostrando que o
modelo é estatisticamente significativo. O coefitéede determinacdo fRde 0,95 sugere
gue o modelo gerado a partir dos dados da Tabelgbde explicar 95% da variacao total
dos resultados. Isto implica numa representacéefatatia do processo pelo modelo,
conforme ¢€ ilustrado pela atividade enziméticaudatta pela Equacéo IV.1%6oluna) e o
erro relativo (6 coluna) da Tabela IV.2.

No entanto, outra possibilidade de se avaliarisstaimente a validade do modelo
€ calculando o valor de F referente a razdo da spradratica média devido a falta de
ajuste pela soma quadratica média devido ao emm. Rorém, nesta situagdo o modelo
gerado neste trabalho ndo é estatisticamente yalid@m vez que o F calculado é
aproximadamente 5 vezes maior que o F tabelad@énkPonatematicamente isto sempre

vai ocorrer em situacdes onde 0 erro puro € ma®ba
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Tabela IV.4: ANOVA para a atividade enzimatica comasposta para o DCCR.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrados =
Variacao Quadrados Liberdade Médios

Regressao 60288,32 5 12057,66 18,94
Residuo 3182,92 5 636,58

Falta de ajuste 3165,98 3

Erro Puro 16,38 2

Total 63471,24 10

R°=0,95 F o555 5,05.

A Equacéo IV.1 apresenta o modelo codificado gepadi® analise de regresséao:

Y = 484899+ 35370pH - 22248[pH? + 9480CT ~1017 (T2 + 17298LT CpH (IV.1)

Onde Y é atividade enzimatica calculada (UlpH e T sdo os valores codificados de
pH e temperatura, respectivamente.

O modelo codificado representado pela Equagédo &hlidado pela analise de
variancia foi usado para gerar as superficies dposta e curvas de contorno para a
atividade de inulinase em fungédo da temperatura pH| as quais estdo apresentadas na
Figura IV.7. As Figuras IV.7 (a) e (b) mostra oiefale interacdo do pH e temperatura na

atividade de inulinase. A faixa de pH e temperahar@jual a atividade foi maxima variou
entre 4,6-5,4 e 50-60°C, respectivamente.

Bl 59544
Bl 120,088 5

=4
Bl 168632 Z 8
O 208,176 3 =
247720 % 5
287264 € g
B 326808 2 g
Bl 366.352 P 2
B 105395
Il 445,439
Il above

44 46 48 50 52 54 58

pH

(a) (b)
Figura IV.7: Superficie de resposta (a) e curvaatgorno (b) para atividade de inulinase
por FBA no biorreator leito fixo: Efeito da temptena e do pH.

Chen et al (2009) estudaram exo- e endo-inulinase Adeficuum JNSP5-0Q6

encontrando um pH 6timo de 4,5 e 5,0 e uma temyraratima de 45°C, respectivamente.
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Mazutti et al (2009) estudaram a caracterizacdo de inulinagsdaopor FES e FS usando
K. marxianusNRRL Y-7571 e encontraram um pH 6timo de 5,0 eedibna temperatura
Otima de 55°C.

A Tabela IV.5 apresenta varios trabalhos na liteeatue relatam pH e temperatura
otimos para atividade de inulinase obtida por fetiamgio submersa e fermentacdo em
estado sélido e sintetizadas por varios micro-asgans. Porém, como pode ser visto nao
ha trabalhos sobre caracterizacdo de inulinasedalpor fermentacdo em batelada

alimentada, ficando assim dificil a comparacaotdid®s resultados aqui obtidos.

Tabela IV.5: Valores de temperatura e pH 6timos paulinases obtidas por diferentes

micro-organismos, referentes a trabalhos publicaddgeratura nos ultimos anos.

Formas Temp.
Micro-organismos de Atimo Otima Inulinase Referéncias
Cultivos (°C)

Bactérias

SHARMA e GILL
Streptomycesp. FS 6,0 70 Exo (2007)
Fungos

. , ETTALIBl e

Aspergillus ficuum FS 4,7 60 Exo BARATTI (2001)
Aspergillus nigelAF10 FS 4,5 55 Exo ZHANGt al (2004)
A. ficuum JNSP5-06 FS 4,5 45 Exo CHENt al (2009)
A. ficuum JNSP5-06 FS 5,0 45 Endo CHEMt al (2009)
Levedura
K. marxianus NRRL Y- MAZUTTI et al
7571 FES 5,0 55 Exo (2007)
Cryptococcus aureus7 FS 5,0 50 Exo SHENGt al (2007)
Cryptococcus aureus7 FS 5,0 50 Exo SHENGt al (2008)
Cryptococcus aureus7 FES 5,5 29 Exo SHENG@t al (2008)
P. guilliermondiiM-30 FES 6,5 30 Exo SHENEt al (2009)
K. marxianusNRRL Y- MAZUTTI et al
7571 FES 5,0 55 Exo (2009)
K. marxianusNRRL Y- MAZUTTI et al
7571 FS 4,5 55 Exo (2009)
Yarrowia lipolytica FS 4.5 50 Exo LILet al (2010)

A metodologia de planejamento experimental e amalis superficie de resposta
mostrou-se Util para a otimizacdo das variaveisatdacterizagcdo enzimatica em funcéo da

temperatura e do pH. O extrato enzimatico brutadobpor fermentacdo em batelada
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alimentada apresentou pH e temperatura 6timossde 85°C, respectivamente, resultando
em uma atividade enzimatica de 484 +3 UmL

IV.3.2 Temperatura de estabilidade para a enzima wlinase

Os resultados obtidos do decaimento da atividad#mética da inulinase em
funcdo do tempo de incubacdo em diferentes tempagmo intervalo de 40 a°f) estdo
apresentados nas Tabelas IV.6 a IV.9.

Através dos resultados encontrados para a temperde estabilidade para a
inulinase deKluyveromyces marxianUdRRL Y-7571 obtida por FBA, observou-se que
dentro da faixa estudada a temperatura de maiabikdade é a de 40°C. Santos (2002)
apresentou a temperatura de 50°C como a de maabilelade para a enzima livre de
Kluyveromyces marxianuar. bulgaricusATCC 16045. Cazetttat al(2005) e Mazuttet
al. (2007) também obtiveram alta estabilidade deinask a temperatura de 50°C a partir
de K. marxianus Mazuttiet al (2009) estudaram a estabilidade para inulinalsedas por
FS e FES e observaram que ambas as enzimas apraseatta estabilidade a temperatura
de 50°C.

Tabela IV.6: Perfis de atividade da inulinase aperatura de 40°C.

Tempo (h) Atividade (U.mL™) AlAg
0 5,188 1,00
0,083 5,158 0,99
0,16 5,069 0,98
0,25 5,059 0,98
0,75 5,107 0,98
1 5,090 0,98

2 5,120 0,99

3 5,090 0,98

4 5,021 0,97

5 5,067 0,98
10 5,090 0,98
20 5,076 0,98
30 5,066 0,98
40 5,021 0,97
50 5,046 0,97
60 5,006 0,96
70 5,051 0,97
80 4,977 0,96
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Tabela IV.6: Continuacao.

Tempo (h) Atividade (U.mL™) AlA,
90 5,021 0,97
100 4,994 0,96
110 5,043 0,97
120 4,960 0,96
130 4,950 0,95
140 4,877 0,94
150 4,914 0,95
192 4,859 0,94
264 4,849 0,93
312 3,696 0,71
360 2,685 0,52
480 2,476 0,48

Tabela IV.7: Perfis de atividade da inulinase aperatura de 50°C.

Tempo (h) Atividade (U.mL™) AlAo
0 4,27 1,00
0,083 3,98 0,93
0,16 4,23 0,99
0,25 4,24 0,99
0,5 4,18 0,98
1 4,24 0,99
2 4,21 0,99
3 4,18 0,98
4 4,17 0,98
5 4,23 0,99
10 4,21 0,99
20 4,21 0,99
30 3,92 0,92
40 4,11 0,96
50 4,11 0,96
60 4,05 0,95
70 4,13 0,97
80 4,10 0,96
90 4,04 0,95
100 4,01 0,94
110 3,99 0,93
120 3,79 0,89
130 3,49 0,82
140 3,15 0,74
150 2,46 0,58
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Tabela IV.8: Perfis de atividade da inulinase aperatura de 60°C.

Tempo (h) Atividade (U.mL™) AlA,
0 6,75 1,00
0,083 6,12 0,91
0,16 6,09 0,90
0,25 5,98 0,89
0,5 5,40 0,80
0,75 5,05 0,75
1 4,14 0,61

2 3,52 0,52

3 3,48 0,52

4 3,38 0,50

5 2,97 0,44

Tabela IV.9:Perfis de atividade da inulinase a terafura de 70°C.

Tempo (h) Atividade (U.mL™) AlAg
0 4,264 1,00
0,083 2,544 0,60
0,16 2,359 0,55
0,25 2,174 0,51
0,5 2,171 0,51
0,75 1,972 0,46

1 1,913 0,45

2 1,877 0,44

Os dados obtidos experimentalmente foram graficedo$n A/A, versus tempo e
desses gréficos, obteve-se um valor de Kd (cors@amtdesativacdo térmica) para cada
temperatura, como mostra a Tabela 1V.10. Com esi&wmes, graficou-se o In Kd em
funcdo de 1/T (K) para o calculo de Ed (energia ali’acdo para a reacdo de

desnaturacao), mostrado na Figura IV.8.

Tabela IV.10: Valores de Kd em funcéo de cada teatpe estudada.

T (°C) T(K) Kd Experimental 1/T(K) In kd
40 313,15 0,0002 0,00319 -8,5172
50 323,15 0,0005 0,00309 -7,6009
60 333,15 0,1545 0,00300 -1,8676
70 343,15 0,2623 0,00291 -1,3383
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Figura IV.8: Grafico linearizado para a equacadéudbenius.

Com os valores de Kd em funcéo da temperaturacgiae In Kd em fungao do
inverso da temperatura (Figura 1V.8) para o calda@nergia de ativacao para a reacéo de
desnaturacao (Ed). A partir da inclinacdo da rétizwe-se o valor de Ed, que é 222,9
KJ.mof*,

Ettalibi e Baratti (2001) reportaram energia deagéo de 29,4 (enzima livre) e 26
(enzima imobilizada) KJ.md| para inulinase obtida a partir despergillus ficuum
Treichel (2004) reportou energia de ativacdo de,1554).mol*. Paulaet al (2008)
estudando a hidrdlise da sacarose com inulinasedivmobilizada encontraram energia de
ativacdo de 56,20 e 20,27 KJ.moltespectivamente.

A expressao para determinar os valores de Kd é:

Kd (tedrico) = Kdo * exp(-Ed/RT), sendo T = temgdera em Kelvin.

Um parametro imprescindivel quando se avalia d#isi@zde enzimatica € o tempo
de meia vida, 1f,, que corresponde ao intervalo de tempo necessariomma dada
temperatura, para que a enzima tenha sua ativiédddeida a 50% da atividade inicial. Os
valores dos tempos de meia vida (horas) foram lzelos de acordo com a Equacéo V.2,
para as temperaturas estudadas, como mostra Tighela A Figura V.9 apresenta os

valores demeia vidaexperimental.

ty/= -In0,5/Kd (IV.2)
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Tabela IV.11: Valores de Kd e tempos de meia vslamados para enzima inulinase.

T (°C) T(K) Kd Exp. t1 (h) Exp.
40 313,15 0,0002 3465,50
50 323,15 0,0005 1386,20
60 333,15 0,1545 4,49
70 343,15 0,2623 2,64

4000

3000

—&— t, , (h) Experimental

2000

t,;; (horas)

1000

40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura IV.9: Tempo de meia vida (horas) experimiergesus a temperatura.

IV.3.3 Influéncia do pH no estudo da estabilidade gra a enzima inulinase

A influéncia do pH na estabilidade da inulinaséidzbpor FBA foi verificada nas
faixas de pH 3,5-5,5, usando tampéo acetato de €6tliM a 50°C em diferentes tempos
de intervalos. Os resultados estdo apresentaddslmela V.12 e na Figura 1V.10. A
analise dos resultados demonstram que a maiorileltdb da enzima foi verificada em
valores de pH 4,0; pH 4,5; pH 5,0 e pH 5,5 depeids0 horas de reacao, com a reducéo
de 47; 45; 48 e 44 % de atividade, respectivamemerém, em pH 3,5 a atividade de
inulinase foi reduzida a 33% em relacao a atividadzal, depois de 60 horas de reacéao.
Observa-se também uma ampla faixa de estabilidad®mparado com outros trabalhos
na literatura, visto que a enzima comeca a pestabidade aproximadamente apos 120
horas de reacéo.
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A estabilidade do pH para extratos obtidos a pdetifermentacdo em estado solido
e fermentacao submersa foi recentemente report@ddgzuttiet al (2009). No trabalho,
a inulinase produzida por fermentacdo submersasam@u estabilidade a pH 4,4 depois
de 82 horas, enquanto que a inulinase produzid&pSrapresentou estabilidade a pH 4,8
depois de 55 horas de exposicao.

Treichelet al (2009a) obtiveram estabilidade a pH 4,4 depoi8alkoras, Mazutti
et al (2007) obtiveram estabilidade de inulinase emtre 4,5 e 4,8 a partir d&.
marxianus NRRL Y-7571 por FES. Kushet al (2000) e Ettalibi e Baratti (2001)
obtiveram atividade maxima em pH 4,7 para enzinidglas a partir d&luyveromyces

marxianusvar.bulgaricuse Aspergillus ficum

Tabela IV.12: Valores das atividades enzimaticasugeos pHs estudados.

pH
Tempo (h) 35 4.0 45 5.0 55
0 556 5.77 523 4,27 4,37
0,83 548 5,70 5,07 3,08 4,09
0,16 5,33 5,35 5,06 4,04 3,96
0,25 514 533 5,03 4,04 3,89
05 5,12 539 5,01 3,99 3,82
1 4,25 541 4,94 3,08 3,86
2 4,09 5,59 4,98 4,08 3,84
3 4,07 5,60 4,99 3,65 3,82
4 3,68 5,42 4,93 3,85 3,90
5 3,58 5,34 4,87 3,90 378
10 3,51 518 4,89 3.77 3,72
20 331 5,07 4,92 3,82 3,57
30 243 5,08 4,96 3,92 3,49
40 221 5,10 4,92 3,78 3,23
50 211 5,03 4,96 3,65 3.21
60 1,88 4,95 4,83 3,66 283
70 4,88 4,66 3,61 271
80 4,45 438 279 253
90 4,35 4,21 2,66 254
100 4.27 3.41 2 66 242
110 3,57 3,39 206 218
120 3,52 262 230 282
130 285 256 218 253
140 278 2 45 216 1,96
150 273 238 207 1,03
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Figura IV.10: Influéncia do pH na estabilidade dtr&o enzimatico obtido por FBA.

IV.3.4 Estabilidade da enzima a baixas temperaturas

Uma caracteristica muito importante e que deveagaliada é a estabilidade da
enzima quando armazenada a baixas temperaturasggiaiinfluenciard no tempo em que
a enzima podera ser armazenada, mantendo suasedat@mas iniciais em termos de
atividade enzimatica.

A estabilidade do extrato enzimético bruto a baixamperaturas foi avaliada
submetendo-se amostras (2 mL) a temperaturas del®@ 4°C. A atividade enzimatica
foi monitorada inicialmente a cada 24 horas pompaniodo de 5 dias, em seguida a cada 5
dias por um periodo de 100 dias e por ultimo a é@ddias até completar 225 dias.

Os resultados obtidos para a atividade enzimates diferentes temperaturas
demonstram um comportamento varidvel em relacdoaautencdo de sua atividade
durante o seu tempo de armazenamento.

Porém observou-se que nédo houve comportamentmtdistntre as diferentes
temperaturas de armazenamento em teste. As tragate armazenamento, apresentaram
em alguns momentos, diminui¢gdo da atividade e, etro®, aumento. No entanto, este
aumento foi mantido durante os demais dias de @mauzento obtendo-se
aproximadamente 50% a mais da atividade enzimatctnal do periodo em relagéo a
atividade inicial.

O estudo da estabilidade do extrato bruto de nask obtida a partir d&.

marxianusNRRL Y-7571 por FBA mostra que o extrato enzin@pode ser armazenado
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em temperatura de congelamento e resfriamento (&8D;e 4°C) e que este aumenta
gradativamente sua atividade enzimatica, chegaodinlbro da atividade inicial apos 225

dias de armazenamento.
IV.3.5 Determinagéo dos parametros cinéticos Ke Vimax

O efeito da concentracdo de sacarose e inulinatimelagle enzimatica foram
testados na faixa de 0,5 a 35 §.(Tabela IV.13 e IV.14, Figura IV.11 e IV.12,
respectivamente).

ApOs a obtencdo dos dados experimentais foram ndie@das as constantes
cinéticas. Para a determinacdo dos parametrosoutiie o método grafico de Lineweaver-
Burk, considerando a Equacéo V.3 a seguir:

v = Yoo 151 (IV.3)
K +[S]
Através da linearizacdo da Equacéao IV.3 tem-se:
K, 1 1
+
Vina S Vméx

max

1 (IV.4)
Vv

Entao, grafica-se 1/[s] x 1/V, conforrRégura IV.11 e Figura IV.12.

Tabela IV.13: Atividade enzimética em funcdo dacemtracdo da sacarose [S].

Sacarose Sacarose Atividade 1/Atividade
QLD molL)  (UmL?Y)  (Lminmol?) 1/Sacarose (mol)
0,5 0,001 21,55 46,41 684,62
0,75 0,002 22,74 43,98 456,41
1 0,003 26,48 37,77 342,31
1,5 0,004 27,81 35,96 228,21
2 0,006 31,59 31,65 171,16
3 0,009 38,45 26,01 114,10
4 0,012 39,43 25,36 85,58
5 0,015 42,42 23,57 68,46
10 0,029 45,11 22,17 34,23
15 0,044 49,51 20,20 22,82
20 0,058 50,41 19,84 17,12
25 0,073 53,63 18,65 13,69
30 0,088 54,51 18,35 11,41
35 0,102 55,44 18,04 9,78
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Tabela 1V.14: Atividade enzimatica em fungéo dacemtracdo da inulina [l].

Inulina (g.L ™) Inulini Ativida_c{e 1/At_ividadfel 1/Inulina (mol)
(molL™) (UmL™) (L.min.mol ™)
0,5 0,0003 3,99 250,63 3200,00
0,75 0,0005 4,03 248,10 2133,33
1 0,0006 4,08 245,37 1600,00
15 0,0009 4,22 236,74 1066,67
2 0,0013 4,40 227,45 800,00
3 0,0019 4,88 205,03 533,33
4 0,0025 5,37 186,29 400,00
5 0,0031 5,66 176,73 320,00
10 0,0063 7,46 134,13 160,00
15 0,0094 8,80 113,64 106,67
20 0,0125 10,33 96,81 80,00
25 0,0156 11,10 90,08 64,00
30 0,0188 12,13 82,41 53,33
35 0,0219 12,90 77,53 45,71
60
» * *
.50 . .
S 40 .t
g 30
= R
:3 0l
';2 10
0
0,00 0,02 0.04 0,06 0,08 0,10 0.12

Sacarose (mol.L'l)

Figura 1V.11: Velocidade de reacao de inulinas&ifitde enzimética) a temperatura de

50°C em func¢éo da concentracédo de substrato sacaros
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Figura IV.12: Velocidade de reacao de inulinaseviflide enzimatica) a temperatura de

50°C em func¢éo da concentracéo de substrato deanul

A correlacdo entre 1/v e 1/[S] (Figura 1V.13 e Faglv.14), forneceu os valores de
Km € Vmax AS equacoes foram as seguintes:
1/v = 0,0558 (1/[S]) + 18,94 con?R0,98 para sacarose
1/v = 0,4963 (1/[I]) + 56,938 com?R 0,98 para inulina

Os valores de Kencontrado para sacarose e inulina foram 2,94 n\7& mM,
respectivamente e os valores dg.Moram de 0,0527 mol.L.mthe 0,0175 mol.L.mit
para sacarose e inulina, respectivamente. Obsertarsbém que o baixo valor dg,K
(2,94 mM) e o alto valor de My (0,0527 mol.L.mift) demonstram aproximadamente 3

vezes mais afinidade da enzima por sacarose dpajueulina.
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Figura IV.13: Representacdo grafica linearizadaa pdeterminacdo dos parametros
cinéticos Ky e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para sacarose.
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Figura IV.14: Representacdo grafica linearizadaa pdeterminacdo dos parametros
cinéticos Ky e Vmax pelo método de Lineweaver-Burk para inulina.

Os valores de K determinados neste trabalho a partir do extrattohite inulinase
obtido de Kluyveromyces marxianublRRL Y-7571 por fermentacdo em batelada
alimentada, sao inferiores quando comparados cdaregak, reportados na literatura
principalmente para a hidrélise de sacarose e quaminparado a trabalhos onde

inulinases sdo produzidas pkr marxianus A Tabela IV.15 apresenta estudos para a
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determinacdo de Ke Vmax para hidrolise de sacarose e inulina realizadpsrér de

diferentes micro-organismos.

Tabela 1V.15: Valores de Ke VnaxObtidos para hidrolise de sacarose e inulina paddic

em trabalhos nos ultimos anos.

Micro- Sacarose Inulina . A
. Inulinase  Referéncia
organismos Km V max Km i
rf}';?%g;‘fj”;yces 11,9 mM - 392mM - Exo PA'?'%%;S al.
K. marxianus i i 86,9 i Exo KUSHI et al
var. bulgaricus mg.mL* (2000)
. ETTALIBl e
fA.Sperg'””S 0,060M 192 U.g - - Exo  BARATTI,
icuum (2001)
Aspergillus niger ZHANG et al
AF10 - 2,57 mM - Exo (2004)
GILL,
Aspergillus 250 526 MANHAS e
fumigatus 333 mM pmol.min* 1,25mM pmol.min® Exo SINGH,
(2006b)
66,66 260 450 IU.mg SHARMA e
Streptomycesp. mM IU.mg* 1,63 mM 1 9 Exo GILL, (2007)
Kluyveromyces
marxianus NRRL 7,1 mM 1Zﬁi7r?lM - - Exo MQZ(UZ'I(;'g;)et
Y-7571 '
K. marxianus 61,83 37,60 i i Exo PAULA et al
var. bulgaricus mM IU.mg™* (2008)
Pichia 21,1 0,1 mg.min E GONG et al.
guilliermondii ) ] mg.mL* ! X0 (2008)
Cryptococcus i i 20,06 0,0085 Exo SHENGet al
aureusG7 mg.mL*  mg.min’ (2008)
Aspergillus i i 43,1 i Exo CHENet al
ficuumJNSP5-06 mg.mL* (2009)
Aspergillus i i 14,8 i Endo CHENet al
ficuumJNSP5-06 mg.mL* (2009)
Pichia pastoris 24 0,09 E ZHANG et al
X-33 ) ) mg.mL?  mg.min’ X0 (2009b)
K. marxianus 13 mM 10,721M i i Exo TREICHEL et
NRRL Y-7571 min’ al. (2009b)
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Neste trabalho prop6s-se a producdo de inulinasdepmentacdo estado soélido
(FES) usando estratégias de fermentacdo batelagdesi (FBS) e fermentacdo batelada
alimentada (FBA) em biorreator de leito fixo. Assiforam realizados estudos
preliminares para a producdo de inulinase por FBFBA em pequena escala e apos
definido a viabilidade da producédo da enzima, erftiagealizado a producgéo de inulinase
em biorreator de leito fixo. Por ultimo foi realdma a caracterizagéo parcial da enzima
obtida. Neste contexto as conclusdes obtidas foram:

Em ensaios preliminares para producao de inulipasd-ES em béqueres usando
estratégias de FBS e FBA, a melhor condicdo decfietiangdo encontrada foi a de estratégia
de FBA (fracéo de 25%) resultando em uma producidma de 470,72 U.gd5.apds 24
horas. Os resultados mostram a viabilidade deaipir inulinase por FES pela estratégia
de FBA.

A maxima producdo de inulinase em biorreator di léko foi obtida apos 24
horas por FBA com entrada de ar Umido (586+62,81f)y cuja atividade corresponde a
uma produtividade obtida de 24,4 U.gds".

Assim, sé@o apresentados novos dados experimergasppoducao de inulinase por
FES em batelada alimentada utilizando a configaraegdbioreator de leito fixo, indicando
a viabilidade técnica do processo. Além disso,amod apresentados nao estao disponiveis
na literatura, mostrando uma perspectiva promigsara o aumento de escala no processo
de producédo da enzima.

A inulinase produzida por FBA foi parcialmente caesizada, apresentando
temperatura 6tima de 55°C e um pH 6timo de @,®xtrato bruto de inulinase apresentou
alta estabilidade & temperatura de 40°C, com uor dal Ed de 222,9 KJ.mblA enzima
apresentou estabilidade na faixa de pH 4,0 - 5,0.

Em relacéo ao estudo de estabilidade a baixastatopas conclui-sgue o extrato
enzimatico pode ser armazenado em temperaturangelemento e resfriamento (-80; -10
e 4 °C) e que este aumenta gradativamente sudaatésenzimatica, chegando ao dobro da
atividade inicial apos 225 dias de armazenamento.

Quanto aos parametros cinéticos calculados, ogemlde K, para sacarose e
inulina foram 2,94 mM e 8,71 mM, respectivamentesevalores de M.« foram de 0,0527

mol.L.min™ e 0,0175 mol.L.mitl para sacarose e inulina, respectivamente.
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Com base nos resultados obtidos para a inulinasgaghor fermentacao batelada
alimentada em biorreator de leito fixo sugere-se mpra trabalhos futuros seja realizado:

- Caracterizacao parcial (temperatura e pH 6timde estabilidade e estabilidade a baixas

temperaturas) da enzima imobilizada;

- Realizacdo de estudos de concentracéo, puribicagénobilizacdo (testando diferentes

suportes);

- Avaliacdo da atividade enzimatica (extratos ksuliofilizados, concentrados, purificados

e imobilizados) submetida a altas pressoes;

- Aplicacdo do extrato enzimatico livre e imobilira na producdo de fruto-

oligossacarideo.
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