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RESUMO

As invertases sdo enzimas que catalisam a hidrolise da sacarose liberando monémeros
de glicose e frutose. Dentre as aplicacGes € possivel detectar, a producdo do xarope de
acucar invertido, como também por atividade transferasica a producdo de fruto-
oligossacarideos que s&o agucares de baixa caloria, 0s dois muito utilizados na industria
alimenticia. O presente trabalho teve como objetivo comparar a producéo de invertases
da linhagem comercial de Saccharomyces cerevisiae (CATANDUVA-1) com uma
linhagem de levedura isolada da regido Centro-Oeste, denominada isolado 35, suas
caracteristicas fisico-quimica e producdo de fruto-oligossacarideos. Neste experimento
foram avaliados, viabilidade e producdo de invertases intra e extracelulares. As
invertases intracelulares foram caracterizadas fisico-quimica e foi também avaliado seu
potencial para producdo de fruto-oligossacarideos (Nistose). Quanto a producdo de
enzimas extracelulares o isolado 35 apresentou uma producdo de 4,21 U/mL em 168
horas de cultivo, enquanto que a linhagem comercial de S. cereviseae apresentou uma
producdo de apenas 2,54 U/mL em 168 horas de cultivo. Todos os isolados obtiveram
producdo de invertase intracelular, o isolado 35 produziu 21 U/mL em 72 horas de
fermentacdo, enquanto a linhagem de S. cereviseae apresentou a maior producéo de 35
U/mL em 48 horas de cultivo. O isolado 35 obteve um melhor desempenho de
viabilidade se comparados a linhagem comercial, apresentando 70% de células viaveis
apos 120 horas de fermentacéo, enquanto a linhagem de S. cereviseae apresentou apenas
15% de células vivas com igual periodo de cultivo. A invertase do isolado 35
apresentou maxima atividade no pH 4,0 e temperatura de 70°C enquanto que a da
linhagem de S. cereviseae no pH 4,5 a 50°C. A enzima dos dois isolados apresentaram
producdo de Nistose, a invertase da S. cereviseae apresentou sua maior producdo de
13,27 g/L em 20% de sacarose, enquanto que a do isolado 35 apresentou 12,82 g/L em
igual condicéo.

Palavras-chave: cultivo submerso, enzimas industriais, p-frutofuranosidases, agucar
invertido.



ABSTRACT

The invertase are enzymes that catalyze the hydrolysis of sucrose releasing monomeric
glucose and fructose. Among the applications can be detected, the production of invert
sugar syrup, as well as by activity transferasica the production of fructo-
oligosaccharides that are low calorie sugars, both widely used in the food industry. This
study aimed to compare the invertase production of commercial strain of
Saccharomyces cerevisiae (CATANDUVA-1) with an isolated yeast strain in the
Midwest region, called isolated 35, its physical and chemical characteristics and
production of fructo-oligosaccharides. In this experiment were evaluated, viability and
production of intracellular and extracellular invertase. Intracellular invertase were
characterized physicochemical and was also evaluated its potential for producing fructo-
oligosaccharides (nystose). As the production of extracellular enzymes isolated 35
showed a production of 4.21 U/mL at 168 hours of culture, while the commercial strain
of S. cerevisiae showed a yield of only 2.54 U/mL at 168 hours of culture . All isolates
obtained intracellular production of invertase isolated 35 produced 21 U/mL at 72 hours
of fermentation, whereas S. cerevisiae strain showed the highest production of 35 U/mL
in 48 hours of cultivation. Isolated 35 obtained a better performance of viability as
compared to a commercial line, with 70% of viable cells after 120 h of fermentation,
whereas S. cerevisiae strain showed only 15% of living cells with the same culture
period. Invertase isolated 35 showed maximal activity at pH 4.0 and 70°C, whereas the
S. cerevisiae strain at pH 4.5 at 50°C. The enzyme showed two isolates produce
nystose, the S. cerevisiae invertase presented a greater production of 13.27 g/L in 20%
sucrose, while 35 showed isolated 12.82 g/L in the same condition.
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1. INTRODUCAO

O etanol é produzido principalmente pela levedura Saccharomyces cerevisiae
que utiliza monossacarideos provenientes da quebra da sacarose (dissacarideo), esta
sacarose € uma substancia orgéanica cristalina de maior producdo mundial tendo duas
fontes naturais importantes: beterraba (Beta vulgaris) e cana-de-agUcar (Sacharum
officinarum), esta ultima é cultivada em varios paises sendo responsavel por 60-70% da
sua producdo (BON et al., 2008; FERREIRA et al., 2009).

As B-frutofuranosidases (E.C 3.2.1.26) conhecidas popularmente como sacarases
ou invertases, hidrolisam a sacarose obtendo o xarope de agucares invertidos (glicose e
frutose). Em Saccharomyces cerevisiae essa enzima pode ser encontrada em duas
formas, a invertase extracelular que fica localizada aderida na parede celular e a
invertase intracelular que se encontra no citoplasma (PARAZZI-JUNIOR, 2006). As
invertases também podem ser encontradas em invertebrados, vertebrados, algas verdes,
bactérias, vegetais e fungos (VITOLO, 2004).

A principal aplicagdo das invertases encontra-se na industria alimenticia para
producgéo de xaropes, doces, mel artificial, leite condensado e bebidas. No entanto, esta
enzima também pode ser utilizada pela inddstria de cosméticos, farmacéutica, papel e
principalmente em processos de producdo do etanol (QURESHI et al., 2012). No
entanto a aplicacdo em escala industrial desta enzima ainda € limitada devido ao
elevado custo de producdo e a necessidade de parcial purificacdo ap6s cultivo
(ASHOKKUMAR, 2001).

Apesar da invertase estd principalmente relacionada a inddstria alimenticia na
fabricacdo do xarope de glicose e frutose (acUcar invertido) ela também tem grande
importancia na formacgdo de frutooligossacarideos. Algumas invertases em altas
concentracdes de sacarose (acima de 10%) podem apresentar uma atividade
transferasica, essa atividade transferdsica realizada ocorre através de uma reagdo
enzimatica de transfrutosilacdo que pode resultar na formacao desses agucares 1-kestose
(GF2), nistose (GF3) e frutoforanosil nistose (GF4) (PASSOS E PARK, 2003;NOVAKI
et al., 2010).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Produzir invertases pelo cultivo submerso de leveduras previamente isoladas e
selecionadas da Rede Centro-Oeste de Leveduras (RECOL). Avaliar a o potencial

industrial das enzimas produzidas.

2.2. Objetivos Especificos

1) Produzir invertases pelo cultivo submerso das leveduras (isolado 35 e Cat-1)
previamente selecionadas;

2) Realizar andlise fisico-quimica das invertases produzidas pelas leveduras e avaliar o
potencial industrial destas enzimas;

3) Avaliar o potencial de producdo de frutooligossacarideos utilizando as invertases

produzidas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Potencial biotecnoldgico de leveduras

Atualmente, a cana-de-agucar € uma das principais monoculturas que
movimentam a economia brasileira, sendo o Brasil o maior produtor de cana de agucar é
o0 primeiro do mundo na producdo de aglcar e o segundo maior na producao de etanol.
A producdo de etanol conta com projecOes positivas para 0s proximos anos, podendo
alcancar 58,8 bilhdes de litros em 2019, mais que o dobro registrado em 2008 segundo
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2014).

Apoés a crise do petréleo em 1973, o Brasil investiu fortemente no Plano
Nacional do Alcool (PROALCOOL) numa tentativa de fomentar a producéo do etanol,
uma fonte de energia sustentavel a qual minimizaria o impacto do aumento do prego do
petréleo. De fato, atualmente, um dos maiores desafios mundiais ¢ a busca de
alternativas ao petroleo, combustivel fossil, com reserva em declinio, altamente

poluente e com precos volateis. A busca de alternativas para combustiveis derivados de



petréleo tem aumentado a fim de reduzir a dependéncia mundial dos recursos nédo
renovaveis (FARRELL et al., 2006).

O etanol produzido no Brasil € obtido por fermentagdo de agucares contidos no
mosto de cana-de-acUcar, tendo como principais caracteristicas a alta densidade celular,
curto tempo de fermentacéo e reciclo das leveduras. (PULIGUNDLA et al., 2011). Um
fator que vem se tornando limitando neste processo é a tolerancia das leveduras
disponiveis no mercado frente aos estresses impostos em uma fermentacdo com um
elevado teor alcodlico (PIDDOCKE et al., 2009; PEREIRA et al., 2011).

A fermentacdo alcodlica € um processo que ocorre em anaerobiose com a
transformacdo de acucares em etanol e CO, catalisados por enzimas, realizada
principalmente por leveduras, em nivel citoplasméatico, com o objetivo de produzir
energia (obtida na forma de ATP), a qual sera empregada na realizacdo de suas
atividades fisiologicas (LIMA et al, 2001).

As leveduras sdo fungos unicelulares, sendo a maioria classificado no Dominio
Eukarya, reino Fungi, porém ndo formam grupo taxondmico ou filogenético especifico.
As células de leveduras sdo geralmente esféricas, ovais ou cilindricas e sua divisdo
celular geralmente ocorre por brotamento (Figura 1). No processo de brotamento uma
nova célula é gerada como pequena protuberancia da célula antiga. As células das
leveduras sdo muito maiores que as células bacterianas, podendo ser facilmente

distinguidas de bactérias em microscopio éptico (MADIGAN, 2004).

"

Figura 1: Microscopia de varredura da levedura Saccharomyces cereviseae.

(Iges.igm.unicamp.br).
Dentre essas leveduras o género Saccharomyces é um dos mais conhecidos por
serem utilizados em varios processos fermentativos em escala industrial, como por

exemplo na produgéo do etanol. O Brasil produz atualmente uma grande quantidade de


http://lqes.iqm.unicamp.br/canal_cientifico/lqes_news/lqes_news_cit/lqes_news_2009/lqes_news_novidades_1376.html

biomassa de levedura que sdo obtidas como subproduto de algumas industrias. Essa
biomassa além de ser destaque como uma excelente fonte de proteinas, apresentam
caracteristicas ndo-patogénicas (PINTO, 2011).

Diante dessa situacdo, faz-se necessario encontrar linhagens novas e mais
robustas, que certamente esta presente na grande biodiversidade de leveduras
encontradas nas dornas de fermentacdo (BASSO et al., 2008). Devido a sua excelente
caracteristica fermentativa, as leveduras sdo utilizadas na industria de alimentos e
bebidas em diversas formas, como na industria de panificacdo, na fermentacédo alcodlica
nas induastrias de cerveja, vinhos e alcool, em outros processos fermentativos como
catalisador biologico (PINTO, 2011). Esses fungos unicelulares sdo muito bem
adaptados a cultivos submersos, sendo este processo o mais utilizado em escalas
industriais para multiplicacéo celular e obtencéo de bioprodutos de leveduras.

O cultivo submerso consiste em um processo no qual os microrganismos
desenvolvem-se em meio liquido sob agitacdo, contendo nutrientes dissolvidos ou em
suspensdo. Este tipo de processo apresenta diversas vantagens, entre elas, a facilidade
no controle dos parametros de cultivo, facil recuperacdo metabdlitos e reducdo da
possibilidade de degradacdo do produto (FAHEINA-JUNIOR, 2012).

Leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae necessitam de sacarose na
composicdo do meio de cultura para producdo de invertases. O melaco de cana de
acucar, um subproduto proveniente da manufatura de acucar, € rico neste dissacarideo e
pode ser utilizado para o cultivo microbiano visando a producdo de invertase,
contribuindo para reducdo no custo de producdo destas enzimas. O Brasil possui 181
usinas sucroenergéticas, que geram grandes quantidades de melago de cana. (QURESHI
etal., 2012)

A conversdo dos carboidratos em aclcares fermentesciveis pode ser realizada
por via acida ou enzimaética. A hidrdlise &cida apresenta uma série de desvantagens,
dentre elas a formacdo de subprodutos téxicos indesejaveis (LEITE et al., 2008). A
utilizacdo do método enzimatico seria uma alternativa, no entanto, a utilizacdo industrial
de algumas enzimas ainda apresenta problemas a serem superados, como: elevado custo
de producéo, baixa estabilidade estrutural das enzimas e inibi¢do pelo produto de reagédo
(ZANOELDO et al., 2004). Entre as diferentes enzimas conhecidas, as invertases também
merecem destaque pelo seu potencial biotecnolégico e por apresentar diferentes
aplicagdes possiveis (GIRALDO, 2011).



3.2 As invertases

A invertase € uma enzima muito utilizada na industria de alimentos, foi também
a enzima que serviu de base para os estudos Michaelis-Menten relativos a curva de
saturacdo da atividade da enzima versus substrato. A constante de Michaelis-Menten
(Km), uma constante empirica igual a concentracdo em substrato para o qual ha uma
velocidade inicial igual a Vmax/2 em condicdes experimentais definidas, vem sendo
determinada para caracterizar a hidrolise da sacarose de invertase in vitro
(WHITAKER, 2003; EMREGUL, 2006; VUJCIC, 2011).

Seu nome comum, invertase, deve-se ao fato de que a hidrolise da sacarose leva
a inversdo da rotacdo Optica do meio reacional, basicamente em consequéncia do
surgimento de frutose, quando observado em polarimetro. O mecanismo de reacao €

baseado no esquema abaixo (Figura 2):

CH,OH CH,OH
H H 0 H
bwenae ™,
0 +HO —» (L UH H +
H,0H "
H
sacarose glicose frutose

Figura 2: Mecanismo de reagdo catalisada pela invertase (SILVEIRA, 2013).

A sacarose é um dissacarideo ndo redutor constituido de dois monossacarideos,
D-glicose e D-frutose que estdo ligados entre si através de seus carbonos anoméricos
(FERREIRA, 2009).

Muitos estudos referente as invertases estudam, principalmente, invertase
denominada extracelular, que ndo necessariamente € excretada pela levedura, e sim
encontra-se no espaco periplasmatico, esta invertase por ser uma enzima de facil acesso,
vem sendo muito estudada por ndo ser necessario seu rompimento celular para a sua
obtencdo. Saccharomyces cerevisiae € uma fonte de invertase bastante conhecida,
contendo as duas formas desta enzima. Sendo a intracelular pobre em carboidrato, e a
invertase extracelular rica em carboidrato, sendo esta Ultima a mais utilizada em
industrias de bebidas e alimentos (KARKAS e ONAL, 2012).



As invertases foram uma das primeiras carboidrases a ser estudada na historia de
enzimologia. Em 1828, identificou-se pela primeira vez sua atividade observando-se
que a levedura de panificagdo fermentava a sacarose em meio aquoso. A partir dai, a
grande quantidade de experimentos realizados sobre a invertase favoreceu seu uso como
enzima modelo para estudos de catalise enzimatica (SILVEIRA, 2013).

A invertase possui a habilidade de catalisar o desdobramento da sacarose na
mistura de glicose e frutose, produzindo aglcar invertido (CABAJ et al., 2012). A
solucdo de acucar invertido é uma solucdo densa comparada a sacarose, capaz de
minimizar a cristalizacdo. Corresponde a uma mistura de agucares em solucdo,
constituida principalmente de glicose, frutose e sacarose residual, sendo 20% mais doce
que a sacarose além de diminuir a temperatura de congelamento devido a sua afinidade
com agua (CADENA et al., 2010). A mistura de acUcar hidrolisada obtido pela invertase
tem uma vantagem industrial de ndo apresentar coloracdo, em contraste com 0s
produtos coloridos obtidos pela hidrdlise cida (SHAHEEN, 2008).

Essa hidrolise enzimética da sacarose € catalisada por dois tipos de enzimas: a
B-D-glicosidase (EC 3.2.1.20) e B-D-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). Embora em
ambos 0s casos ocorra a formacdo do agucar invertido, apenas a segunda delas ficou
conhecida como invertase. A atividade da invertase pode ser dosada de diferentes
formas, sendo uma delas a dosagem de acucares redutores ou dosagem colorimétrica de
glicose usando o método DNS (3,5- &cido dinitrosalisilico) dos agucares redutores
(VITOLO, 1979; CANTARELLA et al., 2003).

Essas enzimas podem ser encontradas em diferentes isoformas, no entanto, a
funclo especifica destas isoformas ndo é conhecida ainda, mas parecem controlar a

entrada de sacarose em diferentes vias de utilizacdo (ALEGRE et al., 2009).

3.3 Aplicac6es biotecnologicas de invertases

Os alimentos industrializados surgiram proporcionando reducdo de custos e
aumento do tempo de conservagdo. Dentre os aditivos usados na industria alimenticia,
destacam-se os adogantes, responsaveis por melhorar o sabor de alimentos. Existem
adogantes naturais e sintéticos, entretanto o consumo de adogantes naturais como a
sacarose nem sempre é bem-vindo, como é o caso dos diabéticos e dos obesos. Para

esses casos foram desenvolvidos adocantes sintéticos como o aspartame, sacarina,



ciclamato e acesulfame-K, que apresentam suspeitas e controvérsias quanto aos seus
efeitos em seres humanos, inclusive sua agéo carcinogénica (VICENTE, 2000).

As principais aplicagdes industriais estdo relacionadas com aquelas que utilizam
0 acUcar no estado dissolvido, tais como bebidas carbonatadas, sucos concentrados,
xaropes medicinais, doces e molhos, o acucar invertido tem sido preferencialmente
utilizado pela sua estabilidade em altas concentracdes, em funcdo da sua alta
solubilidade, permitindo maior tempo de vida de prateleira se comparado com solugdes
de sacarose. Além do mais a qualidade do produto obtido por hidrélise enzimatica é
superior quando comparada com o produto da hidrélise &cida (TOMOTANI e VITOLO,
2006).

Em processos industriais a invertase ou B-frutofuranosidase é usada para
obtencdo do xarope de aclcar invertido, esta mistura tem uma maior capacidade
edulcorante do que a sacarose, pois tem grandes potencialidades e aplicacBes na
indUstria de alimentos (QURESH et al., 2012). O acucar invertido (xarope de glicose e
frutose) é amplamente utilizado na industria de confeitos, na panificacdo e produtos
afins, na formulacdo de cremes para recheio e de geléias, que é cerca de 40% superior
ao da sacarose, e a sua lenta cristalizacdo, ocasionando uma melhoria na textura dos
alimentos (GRACIDA, et al., 2005).

Podemos ressaltar que a invertase também € utilizada para a produgdo de mel
artificial, alguns produtos cosméticos, farmacéuticos e na industria de papel e
recentemente na plastificacdo, podem também ser utilizadas na analise para a producao
de biosensores (QUERESHI, 2012). Dentro deste contexto, podemos concluir que o uso
industrial de invertases tem grande importancia, pois estas enzimas podem ser utilizadas
em diferentes setores industriais, o que reforca a importancia deste estudo.

Outra interessante  propriedade das invertases €é a sintese de
frutooligossacarideos, quando incubadas em concentracBes superiores a 10% de
sacarose (SAID; PIETRO, 2004). A producdo de frutooligossacarideos € realizada
enzimaticamente, a partir da sacarose, por reacdo de transfrutosilacdo e, devido a suas
caracteristicas de fibra alimentar solGvel, tém sido amplamente utilizados como
alimentos funcionais, pois ndo interferem nas propriedades organolépticas dos produtos,
além disso, sua solubilidade encontra-se proxima a da sacarose (SILVA, 2008).

Os Frutooligossacarideos (FOS) s@o oligossacarideos de ocorréncia natural em
produtos de origem vegetal, conhecidos como agucares ndo convencionais e tém tido

impacto na induastria de agucares devido as suas excelentes caracteristicas funcionais.



Atualmente os FOS, nome comumente dado a oligdbmeros de frutose, sendo os mais
utilizados: 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), sdo compostos
por unidades de frutose ligadas na posicdo beta- 2,1 da sacarose, o que os distingue de

outros oligdmeros (PASSOS, 2003), como mostra a Figura 3:
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Figura 3: Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos: 1-kestose (A), nistose (B) e
frutofuranosil nistose (C) (Fonte: PASSOS e PARK, 2003).

Os FOS sdo considerados ingredientes e ndo aditivos alimentares, na maioria dos
paises. Sdo fibras dietéticas, confirmado pelas autoridades legais em varios paises, € nos
Estados Unidos possuem o status GRAS (Generally recognized as safe).
Comercialmente, os FOS sdo suplementos caros, a cerca de U$ 0,20 por grama, o
consumo nas doses recomendadas pode custar U$ 2,00 por dia. Devido a suas boas
caracteristicas como um dietético natural, os FOS podem ser usados em formulac6es de
sorvetes e sobremesas lacteas que levem no rétulo “agtcar reduzido” “sem adig¢do de
acucar” “calorias reduzidas”, etc., em formulagdes para diabéticos, em produtos
funcionais que promovam efeito nutricional adicional nas éareas de prebidticos,
simbioticos, fibras dietéticas, em iogurtes, promovendo efeito simbidtico (além do
proprio efeito probidtico do iogurte), em biscoitos e produtos de panificacéo,
substituindo carboidratos, em barras de cereais, sucos e nectares frescos, produtos de
confeitaria, molhos, etc., (PASSOS e PARK, 2003).

As moléculas de FOS, pela sua configuracdo quimica, sdo resistentes as enzimas

digestivas, ndo sendo digeridas pelo organismo humano, chegando, portanto, intactas ao



intestino grosso. Desta maneira, podem ser fermentadas pelas bactérias presentes no
cblon, especialmente as dos géneros Lactobacilos e Bifidobactérias, exercendo assim
seu efeito prebidtico (SIQUEIRA et al., 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que as os FOS podem apresentar inimeros
beneficios & salde humana. Dentre eles, tém se destacado os efeitos relacionados a
promocéo do equilibrio da flora e do funcionamento intestinal, o controle do colesterol
e dos triglicerideos séricos, além de auxilio no tratamento de enfermidades como
anemia, osteoporose, hipertensdo, diabetes, intolerancia a lactose e insuficiéncia renal
(PASSOS e PARK, 2003; SIQUIERA et al., 2008).

Os FOS, por seu efeito antagonista, suprimem o crescimento de bactérias
maléficas como as escherichia coli balanceando a flora intestinal, reduzindo, assim, o
acumulo de metabdlitos toxicos decorrentes de processos fermentativos e a incidéncia
de céancer de colo. E aumenta a proliferacdo das bactérias benéficas como as
bifidobactérias que previne, também, a constipacdo, dentre outros benéficos (FREITAS,
2000).

A ingestdo diaria de frutooligossacarideos como alimento é comprovadamente
benéfica a salde humana, devido principalmente ao efeito prebidtico que promovem no
organismo. O estimulo ao crescimento de microrganismos probioticos, associada a
fermentacdo e producdo de &cidos graxos de cadeia curta, concomitante a inibicdo do
crescimento de bactérias patogénicas, promovem um equilibrio da microbiota intestinal,
levando a uma série de beneficios ao organismo, especialmente os relacionados ao
equilibrio da funcéo intestinal e ao controle dos lipideos sanguineos (PASSOS e PARK,
2003).

4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismo

No presente trabalho foram utilizadas uma linhagem de levedura previamente
selecionada para producédo de invertases (isolado 35) pertencente a Rede Centro-Oeste
de Leveduras (RECOL) e uma linhagem de Saccharomyces cereviseae denominada
“CAT-1” como padrao. Esta linhagem foi cedida pela Usina S&o Fernando, Dourados —
MS. A linhagem selecionada foi encaminhada para a Cole¢éo Brasileira de Culturas do
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Meio Ambiente e Industria CBMAT/Unicamp — Campinas — SP para sua identificacao

taxonOmica.

4.2 Manutencéo da cultura

As culturas estoques de leveduras foram mantidas em meio YEPD Agar
inclinado contendo (1,0% de extrato de levedo, 2,0% de peptona, 2,0% de glicose, 1,5%
de Agar). Apds incubacdo por 48 horas a 28°C, as culturas foram armazenadas a 4°C
contendo Oleo mineral para sua preservacdo, sendo repicadas continuamente para

manter a sua viabilidade.

4.3 Cultivo Submerso para producao de invertases

As leveduras foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20
mL de meio Agar inclinado YEPD (2% de peptona, 2% de glicose; 1% de extrato de
levedura e 1,5% de agar), mantidos por 48 horas a 28°C. A suspensdo do microrganismo
foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura adicionado 20 mL do
préprio meio que serd usado para producdo da enzima YEPS (2% de peptona, 2% de
sacarose e 1% de extrato de levedura). A inoculacdo das leveduras foi feita atraves da
transferéncia de 2mL da suspensdo microbiana para frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 18 mL do meio YEPS. Esses foram mantidos em agitacdo de 150 RPM de 0 a
168 horas a 28°C, amostras foram retiradas em diferente tempo de cultivo. Os valores

representa as medias das duplicatas de cada cultivo.

4.4 Determinacgao da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular foi rotineiramente realizada através do

método de coloracdo com azul de metileno. (LEE et al., 1981).
4.5 Obtencao dos extratos enzimaticos intra e extracelular
Os meios cultivados foram centrifugados a 1500 x g por 5 minutos a fim de

separar a massa celular do sobrenadante, sendo o ultimo denominado extrato enzimatico

extracelular. A massa celular foi ressuspendida com 5 mL de tampédo acetato e
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centrifugada a fim de eliminar as impurezas, o procedimento foi repetido e apds a
ultima centrifugacdo, a massa celular foi ressuspendida em 10 mL de tamp&o acetato,
sendo denominada biomassa celular ndo rompida. Para obtencdo das enzimas
intracelulares a biomassa celular foi submetida a 3 séries de agitacdo de 3 minutos cada,
sob agitacdo em Vortex utilizando 50g de pérolas de vidro. Posteriormente essa
biomassa rompida foi centrifugada, e o sobrenadante obtido foi denominado extrato
enzimaético intracelular. Os extratos extracelulares e intracelulares foram utilizados para

o0s ensaios de determinacdo de invertase (VIEIRA, 2012).

4.6 Determinacéo das atividades enzimaticas

A mistura de reacdo foi composta por 0,9 mL de tampao acetato de sddio 0,1M,
pH 5,0, contendo 1% de sacarose e 0,1 de extrato enzimatico, mantido por 10 minutos a
temperatura de 50°C. O agucar redutor liberado foi quantificado a 540 nm pelo método
de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), descrito pelo método de Miller (1959). A atividade
enzimatica foi expressa como a quantidade de enzima que produz 1 umol de produto

por minuto (U).
4.7 Caracterizacao Fisico-quimica das enzimas
4. 7.1. Efeito do pH sobre a atividade enziméatica

O pH 6timo das invertases foi determinado mensurando a atividade da enzima a
50°C em diferentes valores de pH (3,0 - 8,0), nesta etapa foi utilizado tampéo Citrato-
Fosfato a 0,1 M. A estabilidade das enzimas em pH foi determinada incubando-as por
24 horas a 25°C em diferentes valores de pH. Os tampdes utilizados foram Citrato-
Fosfato 0,1 M (3,0 - 8,0), Tris-HCI 0,1 M (8,0 — 8,5) e Glicina-NaOH 0,1 M (8,5 —
10,5). A atividade residual foi determinada nas condi¢cfes 6timas de pH e temperatura

de cada enzima.
4.7.2. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

A temperatura 6tima das invertases foi determinada pela dosagem da atividade
enzimatica em temperaturas de 30 a 75°C, no respectivo pH 6timo da enzima. A
termoestabilidade das invertases foi determinada incubando as enzimas por 1 hora de 30
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a 75°C. As atividades residuais foram determinadas nas condicdes 6timas de pH e

temperatura de cada enzima.
4.7.3. Efeito de etanol

A atividade enzimatica foi quantificada com a adicdo de etanol, em diferentes
concentragdes, na mistura de reacdo (0-30% de etanol). Os ensaios foram realizados a
50°C em tampdo acetato de sddio 0,1M pH 5,0.

4.8. Obtencdo de fruto-oligossacarideos por atividade transferasica

O potencial para producédo de fruto-oligossacarideo pelas invertases foi avaliado
incubando as enzimas por duas horas em solugbes contendo concentracdes de 5 a 20%
de sacarose a 50°C. Os controles foram igualmente tratados, no entanto, foi utilizado
enzimas inativadas por temperatura. Os agucares foram separados e quantificados por
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC, Agilent 1260) utilizando uma
coluna de exclusdo idnica Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, EUA). As amostras
foram eluidas a 25°C, utilizando 0,005M de éacido trifluoracético (TFA) como fase
mével a vazdo de 0,3 mL min™, utilizando detector refratometro diferencial (Agilent
1260, RID) acoplado a um modulo de aquisi¢do de dados. A identificacdo dos picos
eluidos foi realizada pela comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes de sacarose,

glicose, frutose, 1-kestose e nistose.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producdo das invertases por leveduras (S. cereviseae e isolado 35)

Na avaliacdo para a producdo das invertases intra e extra celulares, foram
analisadas os parametros fermentativos, como a viabilidade celular, atividade da enzima
invertase intra e extra celular das linhagens. Quanto a producéo de invertases no meio
extracelular (Figura 4A) pode-se notar um aumento na producdo de enzimas ao decorrer
do tempo para os isolados analisados. A linhagem comercial de S. cereviseae (CAT-1)
apresentou sua maxima producdo de invertases de 2,54 U/mL em 168 horas de

incubacéo, enquanto que do isolado 35 apresentou 4,21 U/mL também em 168 horas de
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cultivo. Praticamente o dobro da linhagem industrial, apresentando um isolado em
potencial para a producdo da enzima.

Quanto a producdo de enzimas no meio intracelular (Figura 4B) a S. cereviseae
(CAT-1) apresenta sua maior producdo de 35 U/mL em 24 horas de cultivo, enquanto
que o isolado 35 apresentou sua maior producéo de 23 U/mL em 72 horas de cultivo.

Na avaliagdo da taxa de viabilidade celular o isolado 35 obteve um melhor
desempenho quanto ao nimero de células vivas no decorrer do tempo em relacdo a
linhagem comercial de S. cereviseae (Figura 4C). Enquanto a S. cereviseae teve sua
viabilidade celular reduzida para 13% em 120 horas, o isolado 35 permaneceu com uma
viabilidade de 70% no mesmo periodo de cultivo. Em seus estudos SILVEIRA (2013),
também encontrou uma excelente viabilidade celular de leveduras num periodo de 24
horas, mostrando neste estudo que essa viabilidade pode se estender por um periodo
bem maior.

Né&o foi recuperada toda a atividade enzimatica presente na célula nos extratos
extracelulares. Quando ocorre o extravasamento celular pode haver a liberagdo de
metabolitos que podem resultar na perda ou reducédo da atividade enzimatica.

Comparando os resultados de producdo com viabilidade é possivel observar o
aumento na quantidade de enzimas extracelular nos estagios finais de cultivo, no qual
coincidem com a perda da viabilidade celular, o que permite inferir que 0 aumento na
concentracdo de enzimas no caldo fermentativo pode néo ser proveniente da secrecdo da
enzima pela levedura e sim pelo rompimento desta célula resultando da liberacdo dos
componentes intracelulares para o0 meio de cultivo.

Apos periodos mais longos de cultivo foi observado que houve queda da
atividade da enzima intracelular, perda da atividade celular e 0 aumento da producéo

enzimatica extracelular.



Figura 4: Producédo de invertases por S. cereviseae e isolado 35
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Nota: Producdo de invertases e viabilidade celular pelas linhagens de S. cereviseae e isolado 35

em meio YEPS com agitacdo de 150 rpm, variando o tempo de cultivo. A) enzimas

extracelulares S. cereviseae e isolado 35, B) enzimas intracelulares S. cereviseae e isolado 35;

C) viabilidade celular S. cereviseae e isolado 35.

A utilizacdo da fermentacdo submersa parece ser a melhor op¢do para a

producdo de invertases, Rustiguel (2009) encontrou uma atividade invertasica

extracelular em fermentacdo submersa do fungo Aspergillus phoenicis superior a uma

fermentacdo em estado solido suplementado com farelo de trigo como fonte de carbono,
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comprovando que o cultivo submerso pode ser a melhor escolha para esta enzima, até
mesmo utilizando fungos filamentosos.

A producdo obtida no presente estudo foi superior a encontrada por Bhatti et al.
(2007) que relataram sua maior producdo de invertase apds incubacdo de 96 horas
utilizando o melago como fonte de carbono pelo fungo Fusarium solani, obtendo uma
atividade invertasica maxima de 9,90 U/mL. Ja Matrai e colaboradores (2000), em seus
estudos relatam a produgdo méxima de invertase por Aspergillus flavus e Aspergillus
fumigatus foi alcancada apos 48 h de incubacéo, J& Rubio e colaboradores encontraram
uma producdo de invertases maxima apdés 36 horas de cultivo, tempos de cultivo
semelhantes aos encontrados neste estudo;

A maior producdo de invertase intracelular (Figura 4B) foi obtida apds 24 horas
de cultivo da linhagem S. cereviseae obtendo cerca de 35 U/mL, seguida do isolado 35
que produziu cerca de 23 U/mL em 72 horas. O tempo de 72 horas de maior producéo
enzimatica também foi observado por Ashokkumar e colaboradores (2001). Qureshi e
colaboradores (2012) obteve uma producdo proxima a encontrada neste estudo, de 35,89
U/mL de invertases do fungo Mucor geophillus. Nossos estudos estdo de acordo com a
literatura mostrando que o cultivo submerso € importante processo para a producao de

invertases.

5.2. Caracterizacao fisico-quimica das invertases da CAT-1 e isolado 35

Os valores encontrados para pH e temperatura 6tima das invertases do isolado
35 e S. cereviseae foram 4,0 e 70°C e 4,5 e 50°C respectivamente (Figura 5A e 5B).

O pH 6timo &cido encontrado neste estudo foi similar ao encontrado pela
invertase da levedura Rhodotorula glutinis que foi de 4,5 (RUBIO, 2006; RUNCO &
NAVARRO, 2006). Novaki et al., (2010) em seus estudos também encontrou atividade
méaxima no pH 4,0 do fungo Aspergillus casiellus. Andjelkovic et al., (2010) relatam
faixa de pH 3,5-5,0 como 6timo para invertase purificada de S. cereviseae. Bora et al.
(2005) obtiveram o pH 6timo para invertase igual a 5,0.

Alegre et al. (2009), avaliaram diferentes formas de invertases intra e
extracelular do fungo Aspergillus caespitosus produzidas em condic¢Oes distintas de
crescimento, obtendo para todas as formas de invertase, valores de pH 6timo na faixa de
4,0-6,0;
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A invertase produzida pelo isolado 35 apresentou estabilidade em ampla faixa de
pH variando de 3-10. A invertase da linhagem de S. cereviseae apresentou estabilidade
apenas de pH 3-7,0 (Figura 5C).

Com relagéo a estabilidade térmica, a invertase do isolado 35 manteve-se estavel
de 30 a 75°C enquanto que a invertase da S. cereviseae manteve-se estavel apenas de 30
a 50°C (Figura 5D).

Os resultados apresentados demonstram elevada estabilidade estrutural da
enzima produzida pelo isolado 35, caracteristicas extremamente interessante para
aplicacdo desta enzima em processos industriais. Os dados apresentados ficam ainda
mais expressivos quando comparados com caracteristicas apresentadas por invertases
produzidas por outras linhagens mesofilas.

Em seus estudos Novaki (2010) encontrou para invertase purificada de A.
casiellus temperatura 6tima em 70°C, a enzima apresentou estabilidade até 75°C valores
semelhantes aos encontrados no presente trabalho para invertases do isolado 35 que
manteve 62% de sua atividade apds 1 hora a 75°C.

A invertase de Aspergillus niger apresentou uma temperatura 6tima de 55°C e
estabilidade a temperaturas de no maximo 65°C (L’HOCINE et al., 2000). A invertase
produzida por A.ochraceus que apresentou temperatura 6tima de 60°C e meia vida de
60 min a esta temperatura (GUIMARAES et al., 2007).

Em seus estudos Gargel (2011) avaliou pH e temperatura de estabilidade da
enzima produzida pela levedura candida stellata que apresentou estabilidade de pH na
faixa de 3 e 8 e na temperatura de estabilidade obteve um bom desempenho até 55°C
perdendo sua atividade total a 70°C, apresentando menor estabilidade comparado a

invertase do isolado 35.



17

Figura 5: Caracterizacdo fisico-quimica das invertases S. cereviseae e
isolado 35

A S. cereviseae Isolado 35
100+ /.\.\. 1001_/_/.\_\.
| ~ 80
80 u \ S n
S 2 604
S| o~ . g 60 \
g 5 40 .
g S 401
© 40 2 \
> - ||
£ 204
20m
] 0+, . : . n
! ’ ! . 3 4 5 6 7
3 4 5 6 oH
pH
B S. cereviseae Isolado 35
1001 " 100+ N
"
801 / 804 e "
S n—N - S /
@ 60 / o 60 .)
8 " g x
@ 40 ./ Q 40+ n
g IS ./
- 20 20| W~
T T T T . L]
30 40 50 60 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
. Isol
C S. cereviseae 1001m . solado 35
~100{m—nm [ < 901 Lt LN ,l..: - -\l’.\
L \ | | X | ]
< 90 . < 80] "
S S 70
S 60 2 60]
o L 50
40 o
g g .
S 20 2 ool
S > o0l
= £ 20
< 0 L] < 10] L
T T T T T 3 4 5 6 7 8 9 10 11
3 4 5 6 7
pH pH
D S. cereviseae Isolado 35
1004 - oo, ana /.
& g0 —"—n / £ golm—g-m \.
E o E
S 60 S 60 n
[} [}
o ] 2
= 404 S 40
g g
T 20 2 204
= >
< o] n < o] n
30 40 50 60 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Nota: Efeito do pH e temperatura sobre a atividade das invertases produzidas por S. cereviseae

e isolado 35. A) pH 6timo; B) temperatura 6tima; C) pH de estabilidade; D) temperatura de
estabilidade.
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5.3. Avaliacgao do efeito de etanol sobre S. cereviseae e isolado 35

Foi verificado também o efeito das concentracBes de etanol sobra a atividade da
enzima, as duas linhagens obtiveram um bom desempenho até 10% de etanol, mantendo
atividade ainda em 15% (Figura 6).

Quanto ao efeito de etanol sobre a enzima em seus estudos Gargel (2011) a sua
enzima reteve ainda cerca de 40% de sua atividade residual na concentracdo de 10% de
etanol, valores semelhantes aos encontrados neste estudo.

De acordo com a literatura as enzimas podem ser expostas a diferentes
concentracOes alcoodlicas em varias aplicagdes industriais, portanto a inibi¢&o por etanol
é uma tendéncia no estudo de algumas enzimas (OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 6: Avaliacdo do efeito de etanol sobre S. cereviseae e isolado 35
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Nota: Efeito de etanol sobre a atividade das invertases produzidas por S. cereviseae e isolado
35.

5.4. Avaliacao do potencial de producéo de fruto-oligossacarideos por S.

cereviseae e isolado 35

Quanto a producdo de fruto-oligossacariodeos, ambas as invertases produzidas
apresentaram atividade transferésica, sendo possivel observar a producdo de nistose,
guando incubadas em elevadas concentracdes de sacarose. A producdo de Kestose-1,
ndo foi observada a presenca deste fruto-oligossacarideo em nenhum dos ensaios
realizados.

A producdo de nistose pela invertase da levedura S. cereviseae foi maior a
medida que a concentracdo de sacarose aumentou no meio de reacdo, atingindo cerca

13,27 g/L em 20% de sacarose (Figura 7A). No entanto, o maior rendimento,
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considerando converséo de sacarose em nistose, foi obtido nos ensaios contendo 10% de
sacarose (Figura 7B).

A invertase produzida pelo Isolado 35 apresentou maior rendimento e produgéo
de nistose, nos ensaios realizados com 20% de sacarose, atingindo cerca 12,82 g/L
(Figuras 8A e B), valor muito semelhante ao encontrado para a invertase produzida pela

linhagem comercial.

Figura 7: Producéo de nistose em diferentes concentracgdes de sacarose.
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Nota: A) Quantidade de nistose expressa em g/L. B) Rendimento da conversdo de sacarose em
nistose.

As amostras apresentaram ainda glicose, frutose e sacarose residual, sendo a
maior concentracdo de glicose e frutose encontrada nos ensaios realizados com menor
concentracdo de sacarose (5%). Justamente estas amostras, apresentaram menor
quantidade de nistose (Anexo ). Estes resultados indicam que em concentracfes iguais
ou inferiores a 5% de sacarose, ocorre predominante atividade hidrolitica das invertases
(hidrélise da sacarose em mondmeros de glicose e frutose), sendo observada maior
atividade para sintese de fruto-oligossacarideos (transferasica), nos ensaios realizados
com maior concentracdo de sacarose. Estudos realizados anteriormente confirmam os
resultados obtidos no presente trabalho. Vitolo (2004) relata a presenca de atividade
transferasica de invertases em concentracdes de sacarose superior a 10%. Segundo
Passos e Park (2003) a atividade transferasica de invertases ocorre por uma reacdo de
transfrutosilacdo na presenca de elevadas concentracfes de sacarose podendo resultar na
formacéo de fruto-oligossacarideos.

A gquantidade de nistose obtida no presente trabalho foi maior que a encontrada
por SILVA (2008), sendo de 0,17 g/L para Kluyveremyces marxianus e 0,12 g/L para S.
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cereviseae, mostrando o potencial das linhas selecionadas no presente trabalho. No
entanto, ainda € possivel variar outros parametros que influenciam na producdo de
fruto-oligossacarideos, como: pH, temperatura, tempo de reacdo e outras concentracoes

de sacarose, visando a otimizagdo do processo, que sera desenvolvido em etapas futuras.

6 CONSIDERACOES FINAIS

As duas linhagens avaliadas apresentaram potencial para producgéo de invertase
nas condicGes de cultivo adotada no presente trabalho. Ambas as enzimas estdo
predominantemente ligadas a célula microbiana, sendo liberadas para o meio
extracelular apenas nos estagios finais do cultivo, posteriormente a morte celular.

A levedura denominada isolado 35 apresentou maior viabilidade em comparacgéo
a linhagem comercial de S. cereviseae e sua invertase apresentou elevada estabilidade
estrutural. Estas caracteristicas sdo muito apreciaveis para aplicacdo industrial tanto da
levedura como da enzima.

As duas linhagens apresentaram atividade transferésica, resultando na produgéo
de nistose, em diferentes concentraces de sacarose. No entanto, as caracteristicas
descritas para a enzima produzida pelo isolado 35 estimula a continuidade do trabalho,

visando etapas futuras a otimizagéo da producgéo de FOS.
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Tabela 1: Producdo de fruto-oligossacarideos pela invertase da S. cereviseae em

diferentes concentracdes de sacarose.

Concentragdo Nistose Glicose Frutose Sacarose
de sacarose residual™
5% 1,23% 52,64% 44,42% 3,69%
10% 8,56% 30,34% 28,32% 32,76%
15% 6,90% 25,41% 16,14% 51,52%
20% 6,62% 29,88% 25,19% 38,29%

*sacarose restante ao final do processo.

Tabela 2: Producéo de fruto-oligossacarideos pela invertase do isolado 35 em diferentes

concentra(;f)es de sacarose.

Concentracdo Nistose Glicose Frutose Sacarose
de sacarose residual*
5% 1,24% 50,26% 46,65% 1,82%
10% 4,18% 40,91% 37,99% 16,89%
15% 5,58% 32,71% 28,86% 32,83%
20% 6,4% 23,43% 17,63% 52,49%

*sacarose restante ao final do processo.



