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Resumo:

A B-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26), ou invertase, € uma enzima que néo so
catalisa a hidrolise de sacarose a glicose e frutose. Mas em algumas
condicbes também é capaz de catalisar a transfrutosilacdo para produzir
frutooligossacarideos (FOS) como a kestose (GF2), nistose (GF3) e
frutofuranosilnistose (GF4). Invertases sao enzimas potencialmente Uteis na
producdo de xaropes de agucar invertido com alto teor de frutose e glicose a
partir da sacarose como matéria-prima. Um método de se obter a invertase é
através da Fermentacdo em Estado Soélido (FES) devido a sua simplicidade
e proximidade das condicbes de crescimento natural de muitos
microorganismos, especialmente fungos. Dentre os varios substratos citados
na literatura para FES, como o farelo de trigo, a torta de coco e o babacu
estdo a soja, que pode ser usada na forma de farelo ou graos triturados. O
objetivo deste trabalho compreendeu o estudo cinético da atividade da
enzima B-frutofuranosidase obtida previamente de processo de FES com o
microrganismo Aspergillus casiellus, usando como substrato o farelo de soja.
A metodologia desse trabalho consistiu na aplicacdo de planejamentos
fatoriais para a otimizacédo dos parametros de determinacao da atividade da
B-frutofuranosidase como a temperatura, concentragéo inicial de enzima e
de substrato, pH e tempo de incubacdo. A partir dos resultados dos
planejamentos, concluiu-se que as variaveis fracdo volumétrica de extrato
enzimatico e o tempo de incubacao influenciaram a atividade da invertase.
Isto foi comprovado tanto no planejamento Plackett & Burman quanto no
planejamento do tipo delineamento composto central rotacional - DCCR.
Entretanto, para o tempo de incubagcdo em ambos os planejamentos
verificou-se que quanto menor o tempo de incubacdo maior a atividade
enzimatica.

Introducao

A invertase € uma enzima da classe das hidrolases, também
denominada de p-frutofuranosidase. Dentre suas varias aplicacbes se
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destaca a fabricacdo do acUcar invertido que tem grande importancia
industrial por ter poder adogante superior ao da sacarose.

Em funcao da facilidade de producdo, muitas enzimas sdo obtidas a
partir de fermentacbes microbianas, sendo a producdo de enzimas um dos
campos da biotecnologia que mais tem avancado. Neste contexto,
encontram-se as invertases que sdo enzimas potencialmente U(teis na
producdo de xaropes com alto teor de frutose e glicose a partir da sacarose
como matéria-prima (Rubio et al., 2002). Segundo Chen e Liu (1996), a
invertase obtida de plantas e fungos possui atividades enzimaticas muito
similares. Estas enzimas tém sido bastante estudadas, especialmente as
das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schwanniomyces occidentalis
(Fontana et al., 1992; Costaglioli et al., 1997) e dos fungos Aureobasidium
sp. ATCC 20524 (Hayashi et al., 1992) e Aspergillus niger (Romero-Gomez
et al., 2000). Entretanto, ndo ha referéncias quanto a producado de invertases
pelo fungo Aspergillus casiellus por FES.

Guimaraes et al. (2007) produziram a enzima [B-d-fructofuranosidase
(EC 3.2.1.26) de Aspergillus ochraceus. A enzima foi purificada e
caracterizada, sendo o pH e temperatura 6tima definidos como 4,5 e 60°C,
respectivamente.

Nguyen et al. (2005) purificaram a B-fructofuranosidase a partir de A.
Niger IMI 303386 e verificaram que a mesma € estavel na faixa de pH 4,0 a
8,0 com pH 6timo de 5,5. A temperatura 6tima foi de 50°C, sendo a enzima
estavel para valores acima de 55°C. Os autores obtiveram a enzima,
aproximadamente 90% da atividade residual ficou mantida apdés 5h de
incubacao.

L"Hocine et al. (2000) purificaram e caracterizaram parcialmente a
fructosiltransferase (FTS) e a invertase (INV) obtidas de A. Niger AS 0023 e
obtiveram pH e temperatura 6tima de 5,8 e 50°C para a FTS,
respectivamente e 4,4 e 55°C para a INV, respectivamente. Concluiram
também que as atividades tanto da FTS como da INV eram dependentes da
concentracdo de sacarose, sendo que a atividade de FTS aumentava com o
aumento da concentracdo de sacarose, ao passo que a atividade de INV
diminuia acentuadamente com o aumento da concentracédo de sacarose.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a atividade da
enzima B-frutofuranosidase obtida de FES de A. casiellus, mediante a
variacdo dos principais parametros operacionais envolvidos na analise de
atividade, tais como fracdo volumétrica de enzima, concentracdo de
substrato, tempo de incubacéo, pH e temperatura.

Materiais e Métodos
Extrato enzimatico
Foi utilizado o extrato enzimatico contendo a invertase obtida

previamente por fermentagdo em FES a partir do fungo Aspergillus casiellus,
usando como substrato o farelo de soja. A FES foi conduzida em frascos
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Erlenmeyer em estufa bacteriologica a 30°C, por 7 dias, com umidade inicial
do meio de 50% e farelo enriqguecido com sais.

Determinacédo da atividade enzimatica

Preparou-se a solugdo de sacarose 0,6 M com tampao Maclluaine
50mM. Em um tubo de ensaio adicionou-se 500uL de solucdo de sacarose
0,6M e 500uL do extrato de enzima e levou-se a banho-maria a 40°C, por
15min. Adicionou-se 125uL de DNS para a quantificacdo dos acuUcares
liberados na hidrélise enzimatica, conforme metodologia de Miller (1959).
Apos levou-se a banho fervente durante 5 minutos. Resfriou-se os tubos em
agua corrente. Adicione 1mL de agua destilada a estes tubos. Fez-se a
leitura da absorbancia a 540nm, usando o como branco agua no lugar da
solugdo de sacarose. Mediante curva padrdo de glicose, determinou-se 0s
acucares redutores liberados. Uma unidade de atividade de invertase é
definida como a quantidade de micromoles de acguUcares redutores liberados
por volume da amostra enzimatica sob as condicfes de ensaio descritas (U
= umol AR/mL).

Caracterizacao da invertase

Para a caracterizacdo da invertase, foram feitos dois planejamentos
experimentais. Inicialmente, foi usado o planejamento de Plackett & Burman,
com 8 ensaios para avaliar 5 parametros: pH, temperatura (T, °C),
concentracdo do substrato (Cs, M) , fracdo volumétrica (Xenz,, %vV/Vv) da
enzima e tempo de incubacao (ti,c, min). Foram feitas triplicatas no ponto
central para a estimativa do erro experimental. A Tabela 2 apresenta os
valores codificados e reais dos parametros para o planejamento Plackett &
Burman. Para a escolha dos valores dos parametros da Tabela 1,
primeiramente definiu-se o valor do ponto central, e posteriormente o0s
valores para os niveis inferiores e superiores.

Tabela 1 - Valores codificados e reais para o Plane jamento Plackett & Burman

Nivel
Variavel -1 0 +1
pH 2 6 10
T (°C) 35 60 85
Cs (M) 0,2 0,6 1,0
Xenz (YoVIV) 7 36 64
tinc (MiN) 10 35 60

Para a triplicata utilizou-se solucdo de sacarose em tampao fosfato pH
6,0 no ponto central com temperatura 60°C, concentragdo do substrato
0,6M, fracdo volumétrica da enzima de 36% e tempo de incubacédo de
35min.

O planejamento do tipo Plackett & Burman € do tipo saturado e
permite apenas a selecdo das variaveis significativas do estudo para entdo,
na sequéncia, utilizar outro planejamento com estas variaveis significativas.
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Assim, realizou-se, em seguida, um planejamento do tipo delineamento
composto central rotacional (DCCR) com uma quadruplicata no ponto central
(Rodrigues & lemma, 2005), considerando-se as variaveis significativas
determinadas no primeiro planejamento. Este tipo de planejamento gera
modelos nao lineares (quadraticos). Finalmente, determinou-se o perfil
cinético da invertase, onde se variou apenas o tempo de incubacao,
mantendo todos os outros parametros fixados em seus valores 6timos.

No planejamento de Plackett-Burman, para a execucao dos ensaios
de determinacéo da atividade enzimatica, com diferentes pHs, preparou-se
trés solucbes de sacarose com diferentes tampdes. Para pH 2,0 utilizou-se
tampéo de Clark-Lubs, pH 6,0 tampéao fosfato e para o pH 10,0 utilizou-se
tampao Borax-NaOH. Para a variacdo da concentracdo de sacarose utilizou-
se solucdes de 0,2 M, 0,6 M e 1,0 M.

Resultados e Discusséo
Selecéo de variaveis operacionais

Na Tabela 2, encontra-se a matriz do planejamento Plackett & Burman
com os resultados da atividade de invertase, onde pode-se verificar que o
ensaio que resultou em maior atividade foi o ensaio 4, com pH 2,0, T=85 °C,
Cs=1,0 M, Xenz=64 % e tinc=10 min. Por outro lado, o ensaio 2 resultou em
menor atividade da enzima invertase sendo o pH 10, T=85°C, Cs= 0,2 M,

enz= 7 % € tinc= 60 min.

Fazendo a analise estatistica dos dados, obteve-se a tabela de efeitos
(Tabela 3), em que se verifica que os valores em negrito séo significativos no
intervalo de confianca de 95% (p< 0,05), isto €, a variavel fracdo de enzima
(Xenz) exerce influéncia positiva sobre a atividade de invertase e o tempo de
incubacéo (tinc) exerce influéncia negativa (sinal negativo) sobre a atividade
de invertase.

Tabela 2 - Matriz de dados para o planejamento Plac kett e Burman com os
resultados de atividade da invertase

Experimento pH T (°C) Cs (M) Xenz (Y0VIV)  tic(min)  Atividade

(U/mL)
1 1 (10) -1 (35) -1 (0,2) 1 (64) -1 (10) 5,411
2 1(10) 1 (85) -1(0,2) -1 (7) 1 (60) 0,023
3 1(10) 1(85) 1(1,0) -1 (7) -1 (10) 0,680
4 -1 (2) 1(85) 1(1,0) 1(64) -1 (10) 9,379
5 1 (10) -1 (35) 1(1,0) 1 (64) 1 (60) 1,406
6 -1 (2) 1 (85) -1 (0,2) 1 (64) 1 (60) 1,804
7 -1 (2) -1 (35) 1(1,0) -1 (7) 1 (60) 1,609
8 -1 (2) -1 (35) -1 (0,2) -1 (7) -1 (10) 2,579
9 0 (6) 0 (60) 0 (0,6) 0 (36) 0 (35) 2,862
10 0 (6) 0 (60) 0 (0,6) 0 (36) 0 (35) 2,848
11 0 (6) 0 (60) 0 (0,6) 0 (36) 0 (35) 3,131
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Isto significa que para aumentar-se a atividade é necessario aumentar
a concentragdo da enzima e diminuir o tempo de incubacgéo.

Tabela 3 - Tabela de efeitos do planejamento Placke tt & Burman

Efeito  Erro padrdo t(5) p Coeficiente
Média/lnterc. 2,88502  0,510529 5,65105 0,002410 2,88502
(1)pH -1,96296  1,197296 -1,63949  0,162036 -0,98148
T 0,22008  1,197296 0,18381 0,861382  0,11004
(3)Cs 0,81434  1,197296 0,68015 0,526619  0,40717
(4)Xenz 3,27729  1,197296 2,73724 0,040926  1,63864
(O)tine -3,30169  1,197296 -2,75762  0,039947  -1,65085

Avaliacdo da influéncia da Xen; € tinc Sobre a atividade de invertase

A partir dos resultados do planejamento Plackett & Burman, em que
se verifica a as variaveis fracdo volumétrica da enzima (Xen;) € tempo de
incubacéo (ti,c) foram significativas, elaborou-se um planejamento do tipo
delineamento composto central rotacional (DCCR), conforme a Tabela 4.
Nesse planejamento utilizou-se apenas 2 variaveis do planejamento anterior.
Ja que os parametros temperatura, pH e concentracdo do substrato nao
foram significativos no primeiro planejamento. Desta forma, fixou-se estes
parametros nos seus valores 6timos: T = 60 € e 0,5 mL da solu¢céo 0,2M de
sacarose com pH 3,0. Na Tabela 4 sdo apresentados 0s novos niveis das
variaveis, onde aumentou-se 0s valores de Xen; € diminuiu-se os valores de
tinc.

Comparando com os resultados obtidos de outros autores,
verificamos que Guimaraes et al. (2007) obtiveram [-d-fructofuranosidase de
Aspergillus ochraceus com temperatura e pH Otimos de 4,5 e 60°C,
respectivamente. Nguyen et al. (2005) obtiveram a mesma enzima a partir
de A. Niger IMI 303386 com pH 6timo de 5,5 e temperatura 6tima de 50°C,
sendo a enzima estavel para valores acima de 55°C. L"Hocine et al. (2000)
produziram invertase de A. Niger e obtiveram pH e temperatura 6tima de 4,4
e 55°C, respectivamente. Assim, pode-se destacar que a invertase obtida
neste trabalho, a partir de A. casiellus, com valores étimos de 60°C esta de
acordo com os resultados obtidos pelos autores citados. O pH 3,0 usado
neste trabalho para o planejamento seguinte de DCCR, indica uma
caracteristica de invertase acida.

Tabela 4 - Tabela de valores codificados e reais do  planejamento DCCR

Nivel
Variavel -1,414 -1 0 +1 +1,414
Xenz (Y0VIV) 28 34 50 66 72
tinc (MiN) 5 9 20 31 35
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Os resultados das atividades obtidas para cada ensaio no
planejamento estdo apresentadas na Tabela 5, junto a matriz do
planejamento DCCR, onde pode-se verificar que no ensaio 2 obteve-se
maior nivel de atividade de invertase para uma fracdo de enzima igual a 66
% e um tempo de incubacdo de 9 min. Por outro lado, o0 ensaio que resultou
em menor atividade, que corresponde a fracdo de enzima de 50 % e tempo
de incubacéo de 35 min. Realizando a analise estatistica dos dados obtidos
no planejamento DCCR, verificou-se que, assim como no planejamento
anterior, os valores destacados na Tabela 6 séo significativos no intervalo de
confianca de 95%. A variagdo da fracdo volumétrica da enzima (Xenz) linear
exerce influéncia positiva sobre a atividade de invertase e o tempo de
incubacéo (ti,c) exerce influéncia negativa sobre a atividade de invertase em
sua parte linear e influéncia positiva em seu termo quadratico.

Tabela 5 - Matriz do planejamento DCCR, com resulta do de atividade de
invertase

Ensaio  Xen (%VAY)  tye (Min) Atividade da Invertase

(U/mL)
1 -1 (34) -1 (9) 6,475
2 1 (66) -1 (9) 10,284
3 -1 (34) 1(31) 1,318
4 1 (66) 1(31) 3,004
5 -1,414 (28) 0 (20) 2,075
6 1,414 (72) 0 (20) 3,720
7 0 (50) -1,414 (5) 9,363
8 0 (50) 1,414 (35) 1,256
9 0 (50) 0 (20) 3,097
10 0 (50) 0 (20) 1,322
11 0 (50) 0 (20) 1,951
12 0 (50) 0 (20) 2,125
Tabela 6 - Tabela de efeitos do DCCR (R ? = 94,77%):
Efeito  Erro padrao t(6) p Coeficiente
Média/lnterc.  2,12430 0,487796 4,35489 0,004797 2,12430
(1)Xenz (L) 1,95537  0,689900 2,83428 0,029790 0,97769
Xenz (Q) 1,35705 0,771436 1,75912 0,129053 0,67852
(2)tinc (L) -5,97597  0,689900 -8,66209 0,000131 -2,98799
tinc (Q) 3,76980 0,771436 4,88673 0,002747 1,88490
1L by 2L -1,06195 0,975592 -1,08852 0,318146 -0,53097

A analise de variancia nos permite determinar se o0 modelo é
satisfatorio através do teste F (Tabela 7). Dado o valor de F tabelado (4,39),
e calculando—se o F do modelo (21,754), percebe-se que como F(calc) >>
F(tab), ou F(calc)/F(tab) = 5, entdo o modelo ajusta os dados experimentais
de forma satisfatéria.
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Equacao do Modelo da Atividade de Invertase=
212+ 098X, — 2980, _ + 188t

Na Figura 1 encontra-se o grafico da superficie de resposta
onde percebe-se que nos pontos centrais o0s valores de atividade
encontrados foram baixos, entretanto para altos valores de fracdo da enzima
e para baixos tempos de incubacéo resultou em altos niveis de atividade de

invertase, assim como se esperava pelos resultados apresentados na tabela
de efeitos.

Tabela 7 - Analise de variancia e teste F para veri ficar se 0 modelo é
satisfatorio

SQ GL QM F
Modelo 103,52 5 20,7 21,754
Residuo 5,7107 6 0,95178
Total 109,2336 11

SQ=soma quadratica, GL=graus de liberdade, QM=quadrado médio.

EESRETN

Figura 1 - Superficie de Resposta da invertase obti  da para o DCCR

Variagdo temporal da atividade de invertase

Foi realizada uma curva cinética de invertase, variando apenas o
tempo de incubacéo, fixando os demais parametros em seus valores 6timos,
quais sao: T=60°C, concentracado de substrato 0,2M em pH 3,0 e 72 % de
fracdo volumétrica de extrato enzimético, variando de zero a 10min, com

amostras retiradas em intervalos de 1 min de incubacado, para analise da
invertase.

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



Na Tabela 8, encontram-se os valores de atividade da invertase pelo
tempo de incubacédo, sendo que para o tempo de 1 minuto encontrou-se o
maior valor de atividade da invertase (107,8 U/mL).

Tabela 8 - Resultados da cinética de invertase:
Tempo Atividade
Inc. (min) Invertase (U/mL)
107,8
52,9
34,2
24,7
19,3
14,5
12,9
11,4
10,2
8,9

Blo|o|~Njo|o|s|w(n|-

Na figura 2 se percebe um comportamento decrescente da
atividade da invertase em funcéo do tempo de incubacéo, ou seja, a maior
atividade foi para o tempo de 1 min, sendo que apés este tempo houve um
decaimento da atividade até ela chegar a um valor praticamente constante.
Além disso, pode-se verificar que a acdo da enzima € praticamente
instantanea, ou seja, a invertase age sobre o substrato em um periodo de
tempo muito curto.
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Figura 2 - Perfil temporal da invertase

Conclusodes
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A partir dos resultados dos planejamentos, pode-se concluir que as
variaveis fragdo volumeétrica de extrato enzimatico e o tempo de incubacéo
influenciaram a atividade da invertase. Isto foi comprovado tanto no
planejamento Plackett & Burman quanto no DCCR. Entretanto, para o tempo
de incubacdo em ambos os planejamentos verificou-se que quanto menor o
tempo de incubacdo maior a atividade enzimatica.

Fazendo a andlise cinética, considerando os pontos 6timos para todas
as variaveis estudadas, pH (3,0), concentracdo de substrato (0,2 M),
temperatura (60 °C) e fracdo volumétrica de extrato enzimatico (72 %),
percebeu-se que a reacao era muito rapida, sendo praticamente instantanea,
ja que a maior atividade obtida foi para o tempo de 1 min, assim como ja se
esperava pelos planejamentos dada a influéncia negativa do tempo de
incubacao.
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