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INTRODUCAO

A exploracdo de espécies da regido semi-arida, como a aplicacdo de inulinases
produzidas por leveduras do semi-arido baiano para obtengdo de frutose, se torna uma
alternativa viavel para a industria, podendo contribuir para o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico, bem como a sustentabilidade da regido.

As enzimas inulinases (endoinulinases ou exoinulinases) sdo secretadas, em condicdes
6timas, por leveduras (fungos unicelulares) e possuem a capacidade de hidrolisar a inulina,
um carboidrato do grupo de polissacarideos chamado frutanas, cuja cadeia principal é
composta por unidades de frutose com uma unidade terminal de glicose. A inulina é, portanto,
uma fonte potencial para a producéo industrial de concentrados de frutose.

Segundo Gern et al (2000, p. 73) “As endoinulinases quebram a molécula de inulina
em diferentes pontos da cadeia, em uma Unica etapa enzimatica, produzindo inulo-
oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo [...]”. J4 as exoinulinases podem
hidrolisar completamente a inulina, produzindo concentrado de frutose com cerca de 95% de
pureza, em uma Unica etapa enzimatica (KATO et al, 1999 apud PESSONI et al, 2004).

A enzima inulinase também possui caracteristicas fisico-quimicas que a torna atrativa
para a industria, como, por exemplo, sua estabilidade em valores de pH baixo e a altas
temperaturas, caracteristicas essas que proporcionam um menor risco de contaminagdo
microbiana (MAKINO, 2004).

As reacOes enzimaticas se modificam com a temperatura e com o pH. Com 0 aumento
da temperatura ocorre o aumento da velocidade de reacdo em fungdo da maior energia das
moléculas, o resultado destas interacGes é um perfil com uma velocidade maxima a uma
temperatura denominada de temperatura 6tima e em seguida a desnaturacdo da enzima. Em
relacdo ao pH, observa-se 0 mesmo comportamento que a temperatura em funcéo de trés
fendmenos independentes: desnaturacdo irreversivel das enzimas em valores extremos de pH,
em fungdo da perda da estrutura pela ruptura; a ionizagdo do substrato ou o estado de
ionizacdo da enzima. Assim como na temperatura, existe um determinado valor de pH em que
a concentracdo da forma ativa é maxima, acarretando uma atividade méxima, denominado pH
6timo. (TREICHEL, 2004).

Em estudos que visam a determinacdo dos valores 6timos de temperatura e pH de
enzimas, podem-se empregar planejamentos experimentais como o Doehlert ou Matriz
Doehlert. Para duas variaveis, o planejamento Doehlert é formado por um ponto central e seis


mailto:gkmila_ribeiro@yahoo.com.br
mailto:sandrinhaassis@yahoo.com.br
mailto:jrvalasques@gmail.com

1231

Anais do XIV Seminario de Iniciacdo Cientifica da Universidade Estadual de Feira de
Santana, UEFS, Feira de Santana, 18 a 22 de outubro de 2010

pontos adicionais, formando um hexagono regular, sendo o ponto central repetido 3 vezes,
totalizando o nimero de 9 experimentos, conforme Doehlert (1970).

O objetivo do presente trabalho foi a otimizagdo dos processos de producdo e de
atividade enzimatica da enzima inulinase produzida pela levedura Pseudozyma sp (CCMB
300).

METODOLOGIA

A levedura Pseudozyma sp (CCMB 300), isolada de flor da regido semi-arida da
Bahia, Brasil, foi obtida na Colecdo de Cultura de Microrganismos da Bahia (CCMB) da
UEFS. A levedura foi crescida em meio agar YM, diluida em solucéo salina estéril e 10%
(v/v) do crescimento diluido inoculado em frascos contendo o meio mineral (extrato de
levedura, 1 g; glicose, 10 g; (NH4) 2S04, 3 g; KH,POy4, 4,59; MgSQ,, 0,25¢g; CaCl,, 0,25 g;
H,O 1L, pH 5,0) para a fermentacéo.

A fermentacao foi realizada utilizando-se uma incubadora do tipo shaker, sob agitacédo
de 150 rpm, 28° C, por 48 h obtido conforme Oliveira (2007). O fermentado foi entio
centrifugado (10000 rpm, 10 min, a 4° C) e o sobrenadante foi armazenado em tampéo acetato
0,05M, pH 5,5.

A otimizacdo da producdo enzimatica foi realizada variando-se a quantidade de
glicose e extrato de levedura no meio de cultura do micro-organismo. No planejamento
Doehlert realizado, a variavel glicose foi estudada em 5 niveis e a variavel extrato de levedura
em 3 niveis, sendo os valores no ponto central de 1,0 g/L de glicose e 0,1 g/L de extrato de
levedura.

A otimizacédo da caracterizagdo enzimatica foi realizada variando-se os valores de pH
e temperatura da atividade da enzima sobre o substrato inulina, sendo os valores no ponto
central de pH 7,0 e temperatura 50 °C. A faixa de pH e temperatura estudada teve como base
resultados da literatura.

A determinacéo da atividade da enzima sobre o substrato em ambas as otimizagoes foi
realizada pelo método do DNS descrito por Miller (1959). Os resultados obtidos nas
atividades enzimaticas foram comparados estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O grafico de superficie resposta da Figura 1 mostra a influéncia da glicose e do extrato
de levedura na producéo de inulinase.
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Figura 1: Superficie de resposta da influéncia da glicose e do extrato de levedura na producéo de inulinase por Pseudozyma sp (CCMB 300).
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A partir dos resultados obtidos pode-se observar na Figura 2 que a regido na qual a
producéo de inulinase foi maxima compreende concentracdes maiores que 10 g/L de glicose e
entre 0,4 a 1,2 g/L de extrato de levedura.

A analise de variancia demonstra que o modelo foi bem ajustado, obtendo-se um valor
de r2 igual a 0,99. O valor de F calculado (348,3) foi maior que o F tabelado (9,01),
demonstrando que a funcéo estad bem ajustada as respostas obtidas.
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Figura 2: Gréfico de area — influéncia da glicose e do extrato de levedura na produgdo de inulinase por Pseudozyma sp (CCMB 300).

Na Figura 3 tem-se o grafico superficie de resposta obtido na otimizacdo da

caracterizacdo enzimatica de inulinase no qual se verifica a influéncia da temperatura e do pH
sobre a atividade da enzima.
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Figura 3: Gréfico superficie de resposta — caracterizagdo enzimatica da inulinase produzida por Pseudozyma sp (CCMB 300).

A partir dos resultados obtidos pode-se observar (Figura 4) que os valores 6timos nos

quais houve maior atividade da enzima sdo a temperatura entre 45 e 60 °C e pH em torno de
7,0.
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Figura 4: Gréfico de area — caracterizagdo enzimatica da inulinase produzida por Pseudozyma sp (CCMB 300).

A validade dos modelos obtidos através do planejamento experimental pode ser
observada pela analise de variancia (ANOVA), obtendo um valor de r2 igual a 0,95.

O presente trabalho demonstrou que ha influéncia tanto da concentracdo de glicose
quanto da concentracdo do extrato de levedura na producdo de inulinase por Pseudozyma sp
(CCMB 300), bem como ha influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica da
inulinase sobre a inulina. Conforme o exposto, a regido na qual houve otimizacao da produgéo
e da atividade de inulinase pode ser explorada propiciando o uso industrial de produtos
obtidos de recursos da regido semi-arida, a fim de contribuir para o conhecimento da
biodiversidade e o aproveitamento do potencial biotecnolégico, com o incentivo da aplicacéo
desses recursos no desenvolvimento de novos processos industriais.
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