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RESUMO

As invertases de origem microbiana sdo bem conhecidas e tém sido
estudadas por um longo tempo, especialmente as provenientes da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Em puré de péssego, esta levedura também ja foi
identificada em diferentes etapas do processamento. Entretanto, ndo se encontram
dados que identifiquem leveduras isoladas de cultivares nacionais com potencial para
producao de invertase. Primeiramente foram isoladas espécies de leveduras a partir
de puré e residuo de péssego cv. Jubileu usando um método de identificacao
comercial APl 20C AUX e uma levedura comercial como testemunha. Das 5
leveduras identificadas, escolheu-se a levedura Saccharomyces cerevisiae (2040032)
por questdes legais para estudar o potencial de crescimento, usando dois
tratamentos (A e B) de cultivo em batelada com agitagao de 150 rpm, 30°C por 24 h.
A enzima foi extraida por autblise (ISc), usando um efeito combinado da
concentracdo de NaHCO; e agitacdo orbital através de MSR. A atividade foi
determinada por incremento na absorbancia a 490 nm usando o método colorimétrico
que resulta da reagao da glicose-DNS. A condi¢ao 6tima para extragao da invertase
livre foi 200 mM de NaHCO3; como agente autolisante e 200 rpm, 0 modelo polinomial
de segunda ordem explicou o fenédmeno de autdlise com uma variancia explicada
superior a 80%. Depois, o extrato bruto foi submetido a uma purificagdo parcial por
precipitagdo com solventes organicos (acetona e etanol). Na separacao eletroforética
usando azul de Coomassie, duas fracées de proteinas foram detectadas para ISc e
quatro para ICL. A seguir, as invertases (ISc e ILC) foram imobilizadas
covalentemente em glioxil-agarose usando trés suportes ativados (2,5, 5 e 10 g) e
dois pHs (7 e 10) como tratamentos para avaliar o rendimento da imobilizagéo (RI) e
atividade de recuperacao (ARE). O K, foi de 44,8 mM para ISc € 5,2 mM para ILC. A
imobilizagao 6tima foi obtida usando tampao pH 10, 50 °C, 50 rpm por 24 h. O
suporte ativado de 5 g mostrou uma ARE de 46,4%, Rl de 37,5% € Vna/Kn de 65,2
de U.mg’.mM. Finalmente, conclui-se que os dados recolhidos neste estudo
fornecem evidéncia para producdo de invertase a partir de leveduras de puré e
residuo de péssego, que pode ser aproveitado para processos biotecnoldgicos.
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ABSTRACT

The microbial invertase are well known and have being studied for a long
time, including the yeasts Saccharomyces cerevisiae and others. In peach puree, this
yeast have already been identified at different stages of processing. Until now, no data
is available in the literature on isolation and identification of spoilage yeast in Brazilian
peach puree, as well as the relationship among invertase activity with potential for
production of invertase. First yeast species were isolated from spoiled Jubileu peach
puree and its residue using the APl 20C AUX commercial identification method and a
commercial yeast as witness. Of the five yeasts identified, Saccharomyces cerevisiae
(2040032) was chosen for legal reasons to study growth potential in two treatments (A
e B) in batch cultive with 150 rpm, 30°C for 24 h. The enzyme was extracted by
autolysis (ISc), using a combined effects of NaHCO3; concentration and orbital stirring
through of a response surface methodology (RSM), and the witness in the standard
condition. The activity was followed by an increase in absorbance at 490 nm using the
colorimetric method resulting from the glucose-DNS reaction. The optimal conditions
for extraction of free-ISc were 200 mM NaHCO; as autolysis agent at 200 rpm, and
the second order polynomial model explained the phenomenon of autolysis with an
explained variance superior to 98%. Later, the crude extract was submitted to partial
purification by precipitation with organic solvents (acetone and ethanol). In
electrophoretic separation, two-protein fraction were detected for ISc with coomassie
blue and four to ICY. Then the invertases (ISc and ICY) were covalently immobilized
on glyoxil-agarose using three activated support (2.5, 5 e 10 g) and two pHs (7 and
10) as treatments to evaluate efficiency immobilization (IE), recuperated activity (RA).
The Ky was 44.8 mM for ISc and 5.2 mM for ICY. The optimum immobilization was
obtained using buffer pH 10, 50°C, 50 rpm for 24h. The activated support of 5 g,
showed a IE of 46.7%, RA of 37.5 and Vpma/Km of de 65.2 U.mg’.mM. Finally, it was
concluded that the data gathered in this study provides evidence for the production of
invertase from peach puree and industrial residue yeasts, which can be used to
biotechnological processes.
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1. INTRODUGCAO

O produto final da hidrélise da sacarose sdo os monossacarideos glicose e
frutose de constituicdo liquida n&o cristalizavel, conhecido como acgucar invertido é
muito importante nas industrias de alimentos e farmacéutica, pelo seu maior poder
adocante, caracter umectante, solubilidade e, portanto, menor cristalizacdo e
endurecimento frente a sacarose (ASHOKKUMAR et al., 2001; GRACIDA, et al.,
2005). Esta hidrolise pode ser catalisada por acidos, resinas trocadoras de cations
ou por enzimas (AKGOL et al., 2001; VICENTE, 2000 e CHEN et al., 2000). O
processo enzimatico usando invertase € preferivel por ser uma reacao leve (4,5 <pH
<5,0 e 30 °C <T <50 °C) (VITOLO, 2004) e apresentar grau de cristalizagao menor.
Além disso, ndo ha formacdo de compostos indesejaveis que afetam cor e sabor
durante o “shelf-life” do produto formado — agucar invertido — como acontece na
hidrélise acida (TOMOTANI e VITOLO, 2010).

Estas enzimas podem ser encontradas em invertebrados, vertebrados, algas
verdes, bactérias, vegetais e fungos (DEUNER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006;
GOULART et al., 2013). No entanto, a maioria das investigacées sobre producao de
invertase tém sido realizada com a levedura Saccharomyces cerevisiae, por ser um
organismo classificado como GRAS (Generally Recognized As Safe) e porque
sintetiza ambas as formas da invertase (interna e externa) (BELCARZ et al., 2002).

Em péssegos e derivados, ja foram identificados mais de 160 tipos de micro-
organismos em diferentes etapas do processamento da polpa, destacando-se a
levedura Saccharomyces cerevisiae com potencial fermentativo e resiténcia térmica
significativa (GARZA et al., 1994; LOPES et al., 2014). Entretanto, ndo sao
encontrados trabalhos que identifiguem leveduras isoladas de cultivares nacionais
com potencial para produgdo de invertase. Recentemente, foi publicado trabalho

parcial nessa dire¢cdo no Congresso Brasileiro de Microbiologia (AVILA et al., 2015).

A producgao de invertase pode ser realizada de duas maneiras: fermentacéo
submersa (FS) ou fermentagdo em estado sélido (FES). Na FS, o meio de cultura é

liquido, com nutrientes necessarios para o desenvolvimento do micro-organismo



(GIRALDO, 2011). Na FES, o substrato e insoluvel (geralmente residuos

agroindustriais) e com baixo grau de umidade (BON et al., 2008)

Apbs o processo de fermentacdo sao aplicados métodos quimicos, fisicos
ou ambos para a extracdo da enzima. Um processo de extracdo, conhecido como
autdlise, consiste na ruptura e degradacao das estruturas celulares por atividades
das enzimas endo e exo-B-(1,3) glucanases e proteinases sobre glucanos e
manoproteinas (constituimtes da capa externa da parede celular das leveduras),
resultando em uma parede mais porosa que libera componentes sollveis, onde se
encontra a invertase, para o meio extracelular (GUILLOU et al., 1995; TENKANEN
et al., 2003).

Posteriormente a extragdo, as enzimas podem ser separadas e purificadas
do meio por filtracdo, centrifugacdo, precipitacdo fracionada, separacao
cromatografica, separacao por membranas, liofilizacdo ou por combinacdo dos
métodos citados (ISHIHARA e YAMAMOTO, 2005). O grau de purificacdo da
enzima € funcdo da sua aplicagédo final e sera determinado pelas caracteristicas
fisico-quimicas, propriedades biologicas, fonte da qual a enzima esta sendo
purificada e tecnologia de purificacédo utilizada (KILIKIAN e PESSOA JR., 2001).

A maior parte dos estudos publicados envolvendo purificagdo de enzimas
utiliza processos cromatograficos (SHARMA et al., 2007; ZHANG et al., 2009). No
entanto, este processo € dificil de ser escalonado e possui um alto custo. Para
minimizar estes custos, existem técnicas como a precipitacdo com sais e solventes
organicos que podem ser aplicadas de modo a maximizar a pureza sem acarretar
maiores prejuizos no rendimento (MORAES e KALIL, 2009). Como resultado obtém-
se a enzima purificada e livre em solucdo. De modo geral, o seu uso € normalmente
inviavel em biocatalise industrial, devido a dificuldade de reutilizacdo e menor
estabilidade frente a imobilizagcdo, além de outros conhecidos fatores que motivam a
imobilizagao de enzimas (CARDOSO et al., 2009; GARCIA-GALAN et al., 2011).

A imobilizacdo da invertase ocorre principalmente por adsorcédo ou ligagao
covalente em um suporte (organico ou inorganico) ou aprisionamento em
membranas (KOTWAL e SHANKAR, 2009).

O péssego (Prunus pérsica L.) € uma fruta de forte sazonalidade e

representa 0,48% do volume total de frutas produzidas no pais. Em 2010, produziu-



se 239,1 mil toneladas de péssego, sendo os principais estados produtores o Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais (IBGE, 2010). O Rio
Grande do Sul foi o maior produtor nacional, respondendo por 65% da safra de
péssego. Tradicionalmente, a maior parte da producdo nacional destina-se ao
consumo in natura (cerca de 57%). O restante é industrializado como péssegos em
calda, geléias, doces em massa, puré, néctar e suco de péssego clarificado
(TORALLES et al, 2006; TORALLES e VENDRUSCULO, 2007). Desse
processamento a industria gera uma grande quantidade de residuos organicos ao
longo de sua cadeia produtiva, entre 10 e 40% (MARTINS e FARIA, 2002; SOUSA
et al.,, 2011; DANTAS et al., 2012).

A cultivar de péssego escolhida para este trabalho foi a Jubileu, amplamente
cultivada e com caracteristicas sensoriais favoraveis para elaboracdo de puré de
péssego (TORALLES et al., 2006; EMBRAPA 2012; LOPES, 2014). Desta forma,
conduziu-se um estudo experimental para identificar leveduras a partir de puré de
péssego cv. Jubileu e residuo industrial, com potencial para produgcao de invertase
através de um sistema de fermentacdo submersa (FS), seguido de extracdo por
autolise, purificacdo, caracterizacdo e imobilizacdo da enzima, objetivando a
obtencdo de dados cinéticos in vitro que estabelecam uma relacdo 6tima de

velocidade de hidrélise da sacarose e concentracdo de invertase.



1.1. Hipotese

Se o escurecimento ndo enzimatico é a principal causa das mudancas do
sabor e da cor durante “shelf life” do acucar invertido produzido por hidrolise da
sacarose via acida, preserva-los — cor e sabor — resulta da realizacao dessa
hidrélise utilizando invertase de leveduras (pao e péssego) em condicoes otimizadas
de pH, temperatura, concentracdo de substrato e meio adequado para imobilizagcao.

1.2 Objetivos

Identificar leveduras a partir de puré de péssego cv. Jubileu e residuo
industrial, com potencial para producdo de invertase através de um sistema de
fermentacdo submersa (FS), seguido de extracdo otimizada, purificacéo,
caracterizacao e imobilizacdo da enzima, objetivando a obtencado de dados cinéticos
in vitro que estabelegam uma relacdo 6tima de velocidade de hidrélise da sacarose

e concentragao de invertase.

Para tal finalidade o trabalho dividiu-se em dois capitulos consecutivos € o
fluxograma experimental para abordagem do prolema encontra-se na figura A1 em

anexo:

1. Identificacdo de leveduras isoladas de puré e residuo de péssego e
avaliagdo de seu cultivo em batelada para producdo de invertase: identificaram-se
cinco leveduras capazes de hidrolisar a sacarose. Desse experimento resultou a
ecolha de uma Saccharomyces cerevisiae para produgcao de invertase por questdes
legais. Além disso foi possivel definir um sistema de cultivo em batelada levando em
consideracao: numero de colénias (N), acucares redutores (AR), atividade da

invertase livre (IL) e da invertase do cultivo (IC).

2. Estudo cinético da hidrolise da sacarose por invertase de Saccharomyces
cerevisiae isolada de puré de péssego e imobilizada em agarose-glioxil: Estudou-se
o efeito combinado da concentracdo de NaHCO; e velocidade de agitacao para a
extracdo da enzima, seguido da purificacdo parcial com solventes organicos
(acetona e etanol), imobilizacdo covalente em glioxil-agarose usando trés
quantidades de suportes ativados (2,5; 5 e 10) e dois pHs (7 e 10). Também se
determinou as constantes cinéticas (Kn, € Vmax) para invertase livre e imobilizada.

Desse experimento resultou um modelo matematico polinomial de segunda ordem



que permitiu definir as condicdes 6timas para extragdo da invertase; também as
condicOes 6timas de purificagdo, pH e temperatura para recuperacao e atividade da
invertase livre. Com relacao a imobilizacao, foi possivel definir as condi¢cdes 6timas
de pH, tempo e velocidade orbital de imobilizagdo, bem como, a oferta de suporte
visando a 6tima recuperacao de atividade e especificidade da enzima imobilizada.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Péssego

De acordo com os dados da FAO (2010), a producao mundial de péssegos
e nectarinas sdao de aproximadamente 15 milhdes de toneladas, distribuidas por
uma superficie de 1,4 milhdo de hectares, crescendo na faixa de 20% a cada 10
anos. A China é o maior produtor mundial, com cerca de 27% de participacdo na
oferta global, seguida da ltalia e dos Estados Unidos, que produziram 1,4 milhdo e
1,3 milhdo de toneladas, respectivamente. No ambito do Mercado Comum do Cone
Sul - Mercosul destacam-se a Argentina e o Brasil, com producdes de 280 mil e 230
mil toneladas respectivamente (MAPA, 2009; FACHINELLO et al., 2011; ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2012; SILVA, 2013)

O Rio Grande do Sul é o principal estado brasileiro em producao e em area
plantada de pessegueiros, com destaque para a Regiao Sul, com um total produzido
na faixa entre 218 mil e 236 mil toneladas (IBGE, 2012), que se expandiu
especialmente na regido centralizada pelo municipio de Pelotas, devido as
condigdes de clima temperado, entre as latitudes 30° N e 45° S, favoraveis a sua
adaptagédo e cultivo, tornando-se esta regido a maior produtora brasileira de
péssegos, com 65% do volume nacional (EMBRAPA, 2009).

O péssego é um fruto climatérico, nativo do Oriente Médio e China que
pertence a familia das Rosaceas. Todas as cultivares comerciais sdo da espécie
Prunus persica (L.) Batsch sendo admitidas trés variedades botanicas: (a) vulgaris
(péssego comum); (b) nucipersica (nectarina); e (c) platicarpa (péssego achatado)
(MEDEIROS e RASEIRA, 1998).

Péssegos sdo ricos em potéssio, fésforo e célcio. Contém um alto teor de
vitamina C, sendo 10 vezes superior ao teor encontrado na laranja, seguida da
niacina e da vitamina A (MAHAN e ESCOTT- STUMP, 2012). Os principais



carotenoides encontrados sao caroteno, critoxantina, luteina, violaxantina e
zeaxantina (ZAGHDOUDI et al.,, 2015). Suas peculiaridades de sabor e aroma
resultam do equilibrio de agulcares, acidos organicos, compostos fendlicos,
carotenoides e compostos volateis, fazendo do péssego uma fruta muito apreciada
e de grande importancia comercial, incluindo suas “commodities” derivadas da
cadeia produtiva, mas o Brasil possui pequena expressao no comércio internacional
de péssego in natura e processado (GIL et al., 2002; VERSARI, 2002; YAGHINI et
al., 2013).

Entre as cultivares de maior producdo destacam-se Granada, Jade,
Esmeralda, Diamante, Granito, Maciel, Eldorado, Jubileu, BR-6 e Magno
(MEDEIROS e RASEIRA, 1998).

A cultivar Jubileu foi disponibilizada pelo Melhoramento Genético da
Embrapa Clima Temperado em 1998 (Figura 1). A planta é produtiva em areas com
250 a 350 horas de acumulo de frio hibernal (temperatura menor ou igual a 7,2°C).
Produz frutos redondos, sem ponta de pelicula amarela, com até 20% de vermelho.
A polpa é firme, de sabor doce-acido, de cor amarela-escura e o carogo € aderente.
Os frutos tém tamanho grande com didmetro, em geral, superior a 6 cm. O conteudo
de solidos soluveis varia de 12°Brix a 16,6 °Brix (EMBRAPA, 2011).

Figura 1. Péssego cultivar Jubileu
Fonte: O autor (2014)



Tradicionalmente, a maior parte da producao nacional de péssego destina-
se ao consumo in natura, cerca de 57%. O restante é industrializado como péssegos
em calda, geleias, doces em massa, puré, néctar e suco de péssego clarificado
(TORALLES e VENDRUSCULO, 2007).

Estudos realizados por Toralles et al. (2006) demonstraram que a Cultivar
Jubileu, apresenta caracteristicas sensoriais favoraveis com relacdo ao sabor, a
textura e a relagdo dogura/acidez para elaboragéao de puré de péssego. O puré é um
concentrado de péssego que visa aumentar a vida de prateleira, reduzir custo de
transporte e facilitar a comercializagdo. No mercado internacional, usualmente é

comercializado entre 30-32 °Brix para a elaboracao de diversos produtos.

Na industrializacdo de péssegos o tempo de producédo é critico desde o
ponto de vista ambiental, pois se tem um amplo volume de matéria prima em
apenas dois meses, gerando uma grande quantidade de residuos agroindustriais ao
longo de sua cadeia produtiva (SENA e NUNES, 2006).

Segundo Martins e Faria (2002), do total de frutas processadas na producao
de sucos e polpas sdo gerados cerca de 30 a 40% de residuos. Na producédo de
compotas na regidao de Pelotas, ha uma perda na forma de residuos de 10 a 25%
(SOUSA et al., 2011; DANTAS et al., 2012). No processamento de péssegos em
calda o maior volume de efluente e carga organica gerada é na etapa de descasque
quimico (ou pelagem) da fruta (SCHIEBER et al., 2001).

Esses residuos possuem em sua composicao vitaminas, minerais, fibras e
compostos antioxidantes importantes para as fungdes fisiolégicas. No entanto, na
maioria das fabricas, sdo desperdicados (MATIAS et al., 2005).

Alguns estudos demonstram a possibilidade de extracdo de enzimas de
interesse comercial, como é o caso de invertase, a partir micro-organismos nativos
de frutas e seus residuos (MORIGUI et al., 1991; SANTOS et al., 1996; MAUREL et
al., 2004).

2.2 Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo organismos unicelulares, dos quais existem cerca de 600
espécies amplamente distribuidas na natureza. A figura 2 mostra a imagem de uma

S. cerevisiae que é uma levedura que esta incluida no Dominio Eukaryota; Reino



Fungi; Filo Ascomycota; Classe Saccharomycetes; Ordem Saccharomycetales;
Familia Saccharomycetaceae e Género Saccharomyces (AGGARWAL e MONDAL,
2009).

A reproducgao é assexuada por gemulagdao multilateral (brotamento), onde a
nova gémula é formada na porcéo lateral da célula-mae (BOULTON; QUAIN, 2001),
ou sexuadamente por esporulagdo (meiose, segregacao e formacao de haploides) e
cruzamento com formacao de diploides (PRETORIUS, 2000). Tais células com
aproximadamente 3 um de diametro, sdo capazes de dividir-se a cada 90 minutos
em condicoes adequadas de substrato, sendo a temperatura étima de seu
crescimento entre 20 e 30°C, com o pH entre 4,5 e 5,5 (PASSARGE, 2004).

Esta espécie de levedura é uma das mais estudadas pela biologia molecular
por apresentar alta eficiéncia na metabolizacdo de acucares, crescimento rapido,
habilidade na produgao e consumo de etanol, osmotolérancia e atividade celular em
ambientes acidos que s&do fundamentais na sua utilizagao industrial (ANDRIETTA et
al., 2007; BADOTTI, 2008).

Figura 2. Imagem da Saccharomyces cerevisiae obtida
através de microscépio
Fonte: www.engquimicasantossp.com.br-650x431 (2016)

Nas leveduras fermentativas predomina a respiragdo em condi¢cdes aerobias
efeito de Pasteur, porém, ird ocorrer somente em condi¢des onde o fluxo metabdlico
da via glicolitica estiver bem reduzido (baixissimo crescimento celular). E
caracterizado por uma supressao da capacidade fermentativa da levedura na



presenca de oxigénio e promove um aumento da afinidade pelo sistema respiratorio
por Piruvato, Acetaldeido e NADH em relacdo a via fermentativa (PRONK et al.,
1996). Por outro lado, em condi¢cdes anaerdbicas, a via dominante é a fermentacao.
A levedura S. cerevisiae, por efeito de Crabtree, € uma das poucas com capacidade
de crescer bem em condicbes de aerobiose e de anaerobiose, fermentando em
ambos os casos desde que nado haja concentracao baixa de acucar (DIAZ-
MONTANO e CORDOVA, 2010; NEVOIGT, 2008). Quando a glicose fica abaixo de
uma concentracao critica, entre 0,09 e 0,9% em massa, favorece o surgimento do
diauxismo e a levedura pode apresentar dois perfis de crescimento, sendo que o
segundo perfil de crescimento é acompanhado pelo consumo de outra fonte de
carbono nao fermentavel no meio, geralmente o etanol via aerébica. Na falta da
oferta de uma fonte de carbono, a célula entra em declinio (GALDIERI et al., 2010;
RETTORI et al., 2000).

A levedura, por ser um micro-organismo nao patogénico, foi classificada
como geralmente considerado seguro (GRAS — generally regarded as safe) e com
importancia relevante no campo biotecnolégico devido a sua susceptibilidade a
modificacbes genéticas pela tecnologia do DNA recombinante, que vem sendo
bastante facilitado pela publicacdo, em 1996, do genoma completo da levedura
(OSTERGAARD et al., 2000).

Seu cultivo é considerado facil, tanto no laboratério como em escala
industrial, num meio que contenha acUcares, sais, minerais € uma pequena
quantidade de extrato de levedura (PEREZ, 2001). As células da levedura tém uma
composicao quimica aproximada de 40% de proteinas, 15% de acidos nucleicos,
25% de polissacarideos, 15% de lipideos e 5% de compostos hidrossoluveis como
nucleotideos, aminoacidos, aglcares e enzimas como a invertase, entre outros
(CUELLO, 2008; STEFANINI, 2012). Os principais componentes da parede celular
da Saccharomyces cerevisiae sao manoproteinas e -glucanos em propor¢cdes mais
ou menos igual e pequenas quantidades de N-acetilglucosamina (CONZELMANN et
al., 1988; BALLOU, 1990; RINSUM et al., 1991). A capa de glucano tem a funcao de
suportar e manter a rigidez da parede, no entanto, sdo as manoproteinas que
determinam sua permeabilidade (Figura 3).



As suas colbnias apresentam forma convexa e lisa, com uma coloracao que
varia entre o branco (predominantemente) e o creme (ocasionalmente). Estas
leveduras podem formar cadeias simples de células esféricas, elipsoidais ou
cilindricas chamadas de pseudohifas (PRETORIUS, 2000; CHOUDHARY e JOHRI,
2009).

As células de S. cerevisiae, sobre condi¢des de estresse (choques térmicos,
alta concentragdo salina e de etanol, estresse oxidativo, baixos valores de pH,
escassez de nutrientes e presenca de metais pesados no meio) desenvolvem uma
rapida resposta molecular sintetizando proteinas especificas, aumentando o nivel de
trealose e glicerol como mecanismo para reparar danos e proteger as estruturas
celulares dos efeitos causados (SWAN; WATSON, 1998; ESTRUCH, 2000).
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Figura 3. Esquema da estrutura e composicdo da parede celular
da S. Cerevisiae. MP, membrana plasmatica; M, mananas; PC,
parede celular; G, glucano.

Fonte: Hernandez (1985)

A identificacdo de leveduras tradicionalmente tem sido executada por meio
de métodos fenotipicos para avaliar caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e
bioquimicas, mas os resultados ndo sao muito seguros. Recentemente, técnicas
genotipicas, incluindo novas técnicas com PCR, tornaram-se o principal caminho
para identificar corretamente leveduras (ARAUJO et al., 2005; GUAMAN-BURNEO e
CARVAJAL-BARRIGA, 2009). O problema dessas técnicas reside na dificuldade
extragdo e purificagdo do DNA. Por outro lado, um método simples e rapido,
baseado na capacidade assimilativa de substratos, conhecido como o API120C AUX,
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tem sido amplamente usado para identificar leveduras (SILVA e CANDIDO, 2005;
CHEN et al., 2010).

2.3. Invertases

A primeira carboidrase estudada na enzimologia foi a invertase. Sua
atividade foi observada pela primeira vez em 1828 quando a levedura de panificacao
fermentava a sacarose em meio aquoso e isolada pela primeira vez por Berthelot
em 1860 (WHITAKER, 2003). Esta enzima foi base para os estudos de catalise
enzimatica. No século XX teve inicio a sua comercializacdo, sendo uma enzima
versatil que pode ser utilizada em diversos processos industriais (VITOLO et al.,
2004).

A invertase, também conhecida como B-D frutofuranosidase (EC 3.2.1.26),
€ uma glicoproteina, com alguns residuos de manose que hidrolisa a ligacao osidica
(tipo a-B) de carboidratos possuidores de um radical B-fructofuranosil néo
substituido, sendo a sacarose o substrato preferencial, mais também tem a
capacidade de catalisar a hidrolise de rafinose e estaquiose (BELCARZ et al., 2002;
FIEDUREK et al.; PARAZZI JUNIOR, 2006), produzindo uma mezcla de frutose e

glicose. O mecanismo de reagao é baseado no esquema abaixo (Figura 4).

CH,0H CH,OH
0 H CHOH H H OH CHOH H
H Brrertace L/ )‘"):)
OH H H OHp +HO —=(CUH H J 4+ CH  OH
—0 H,OH oo O HOH
H H H H
sacarose glicose frutose

Figura 4. Mecanismo de reacao catalisada pela invertase.
Fonte: Rustiguel (2009).

A reacao catalitica geralmente ocorre em pH entre 4,6 e 5,0 e temperatura
entre 35°C e 50°C, com concentracdo de substrato da ordem de 120 g/L. Acima
desta concentracdo a solugao de sacarose tem a viscosidade aumentada reduzindo
a atividade enzimatica na presenca de agua (VITOLO et al., 2004).

O produto final da hidrolise da sacarose sdo os monossacarideos glicose e

frutose, de constituicdo liquida nao cristalizavel conhecida como agulcar invertido
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muito importante nas industrias de alimentos e farmacéutica, pelo maior poder
adocante, maior caracter umectante, maior solubilidade e, portanto, menor
cristalizacdo e endurecimento frente a sacarose. A frutose também pode ser
utilizada como adocgante para diabéticos (ASHOKKUMAR et al., 2001).

2.3.1. Organismos produtores de invertase

A disponibilidade da enzima em plantas e frutos esta relacionada com o
metabolismo de sacarose, osmorregulagao e gravitropismo (CANTARELLA, 2003).
Nas plantas, a localizagdo subcelular de invertase soluvel € controversa: a enzima é
descrita como citoplasmatica, apesar de sua natureza glicoproteica, ou como
vacuolar (WHITAKER, 2003).

Os micro-organismos produtores de invertase sao conhecidos de longa data
e continuam a ser estudados apbés sua descoberta em 1828, especialmente
Saccharomyces cerevisiae (WICKERHAM, 1958); Saccharomyces uvarum
(DWORSCHAK e WITEKERHAM, 1958); Penicillium chrysogenum (POONAWALLA
et al, 1965); Kluveromyces fragilis (WORKMAN e DAY, 1983);
Schizosaccharomyces pombe (MORENO et al., 1985) ; Candida utilis (GUIMARAES
et al., 2007). As invertases obtidas de S. cerevisiae sdo as mais conhecidas e
investigadas (producao e caracterizacdo), devido a essa levedura ser um micro-
organismo GRAS e ter mais de 2000 cepas registradas (OSTERGARD et al., 2000;
SILVEIRA et al., 2000; SHAFIQ et al., 2002). Além das leveduras, sobretudo na
espécie Saccharomyces cerevisiae, as invertases sao também encontradas em
invertebrados, vertebrados, algas verdes, bactérias, vegetais e fungos (DEUNER et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; GOULART et al., 2013)

Na levedura, a invertase interna estd localizada no citoplasma, enquanto
que invertase externa é encontrada na parede celular e esta associada a uma
manana (polissacarideo presente na parede celular das leveduras), com a fungao de
clivar a sacarose extracelular para obter frutose e glucose (CANTARELLA, 2003;
BOFO et al., 2005). Ambas as enzimas s&o expressas constitutivamente e derivadas
de um ou mais genes SUC (NAUMOV et al., 1996; PARAZZI, 2006). A invertase
externa é diferenciada por uma sequéncia de aminoacidos responsaveis de
encaminha-las para o reticulo endoplasmatico, onde ocorre a glicosilacao (insercéao
de dez unidades de manana por unidade de enzima) (PERLMAN; HALVORSON,
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1981; VITOLO, 1989). Apds o processo de glicosilacdo, ela € armazenada em
vesiculas no Complexo de Golgi sendo finalmente liberada no espaco periplasmico
durante a gemulagao (reproducédo assexuada da levedura) (PERLMAN et al., 1981;
BELCARZ et al., 2002). A glicosilagdo nao é essencial para a atividade da invertase,
esta confere protecdo contra a agao hidrolitica das proteases naturais do micro-
organismoe favorece a agregacdo das fra fracdes de invertase em estruturas
supramolares como: tetrameros, hexdmeros e octameros (figura 5), sendo que estes
ultimos apresentam maior eficiéncia na conversao da sacarose em glicose e frutose
e possibilita a inclusédo e fixacdo da molécula na parede celular (ARRUDA; VITOLO,
1999; SAID; PIETRO 2004). Um aspecto fundamental é o fato da invertase interna
nao estar sujeita a repressao catabodlica por hexoses, ocorrendo o contrario com a
invertase externa (REDDY et al., 1990).

Figura 5. Imagem tridimensional da Invertase octamera de
S. cerevisiae.
Fonte: Sainz-Polo (2013).

2.3.2. Utilizacao da invertase na industria de alimentos

Atualmente, a invertase é uma das enzimas mais utilizadas na industria dos
alimentos, especialmente na preparacao de doces, bebidas e na producao de acido
lactico por fermentacdo de melago (ACOSTA et al., 2000). A invertase também é

utilizada para hidrolise de sacarose em processos de producao de etanol para evitar
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a formacao de sorbitol durante o processo de fermentacdo (LEE e HUANG, 2000).
Além disso, essas enzimas podem ser utilizadas para a producdo de
frutooligossacarideos (FOS). Tais acucares ndo sdo metabolizados pelo organismo
humano. Com valor calérico inferior e com fungdes prebibdticas, promovem varios
beneficios a saude humana, como: a reducao de colesterol sérico (YAMAMOTO et
al., 1999); o estimulo ao crescimento de flora saudavel (HARTEMINK et al., 1997;
PASSOS et al., 2003); a promoc¢ao de alivio na constipacao e desconforto intestinais
(YUN, 1996; ANONIMOB, 1999); o estimulo e absorcdo de minerais, como calcio,
magneésio, sodio, cloreto e fosforo (OHTA et al., 1995; WOLF et al., 1998; LOPEZ et
al., 2000); e a prevencdo de alguns tipos de cancer (FERNANDEZ et al., 2004;
NGUYEN et al., 1999).

A hidrélise da sacarose produz uma mistura equimolar de glicose e frutose
conhecida como xarope de acgucar invertida o qual tem maior poder edulcorante que
a sacarose e é usada na producdo de geleias, balas, doces e xaropes, devido ao
seu alto poder edulcorante, que é cerca de 40% superior ao da sacarose, e a sua
lenta cristalizag@o, ocasionando uma melhoria na textura dos alimentos (GRACIDA
et al., 2005). Também, pode ser usado como matéria-prima na obtencao de frutose
e acido glicénico (FILHO, 1999).

Esta hidrolise pode ser realizada por diferentes métodos. Industrialmente o
método utilizado para produzi-lo é a hidrélise acida, formando um produto bastante
colorido (devido a formacao de hidroximetilfurfural), uma vez que as condicdes de
reacao sao drasticas (pH baixo e temperaturas elevada) (RODRIGUES et al., 2000).
Apesar da hidrolise acida da sacarose ser viavel para obtencdo do xarope, o
processo enzimatico usando invertase € preferivel por ser uma reagao leve (4,5 <pH
<5,0 € 30 °C <T <50 °C) (VITOLO, 2004) e apresentar grau de cristalizacao menor.
Além disso, ndo ha formacao de compostos indesejaveis como furfural no produto
(TOMOTANI e VITOLO, 2010). No entanto, o uso de invertase soluvel ndo é uma
alternativa viavel em termos de custos do processo e estabilidade da enzima, o que
motiva a numerosas investigagcdes para realizar estudos de imobilizacao.
Principalmente pelo fato de que podem ser reutilizadas (GARCIA-GALAN et al.,
2011).
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2.3.3. Propriedades da proteina

A massa molecular da invertase varia consideravelmente, tanto em plantas
(desde 42 kDa a 504 kDa) como em micro-organismos (37-560 kDa). A natureza do
carboidrato ligado a enzima, conhecido como glicosilacao, a técnica de purificacao e
eletroforese empregada para estimativa da massa molecular e o elevado numero de
cepas de leveduras produtoras de invertase pode ser a melhor explicacdo para
variabilidade na massa molecular (CANTARELLA et al., 2003). Andjelkovic et al.
(2010), trabalhando com purificacdo do extrato bruto de invertase por precipitacéo
com etanol seguido de troca i6bnica em uma QAE-Sephadex e gel filtragdo em uma
Sephacryl S-200, encontraram 60 kDa, por SDS-PAGE, para quatro isoformas
diferentes obtidas de S. cerevisiae industrias usadas para produgcao de paes. Por
outro lado, Guimaraes et al. (2007), para invertase glicosilada de A. ochraceus
obteve 135 kDa estimada por gel filtracdo em uma Sephacryl S-200 e 79 kDa por
SDS-PAGE.

Na levedura S. cerevisiae, sdao conhecidas duas formas pela qual a
sacarose é metabolizada (Figura 6). Numa delas, a mais utilizada e bem descrita até
o momento, a molécula é hidrolisada no ambiente extracelular pela enzima
invertase, produzindo glicose e frutose, as quais sao posteriormente transportadas
para o interior das células por difusdo facilitada (sem gasto energético) pelos
transportadores Hxtp, e posteriormente consumidas na via glicolitica (SANTOS et
al., 1982). Na outra rota, menos caracterizada, a sacarose pode ser diretamente
transportada através do co-transporte com ions H*, pelos transportadores Malx1p e
Agt1p e subsequentemente hidrolisada no ambiente intracelular por acdo da enzima
invertase intracelular ou por maltases (STAMBUK et al., 2009).

Leveduras que contenham qualquer um dos genes SUC (SUC1-SUCS5 e
SUC?7) sao capazes de produzir a enzima invertase pela sintese de dois fragmentos
de RNA: um transcrito maior (1,9 kb), contendo a sequéncia sinal que codifica a
enzima glicosilada extracelular, e outro menor (1.8 kb), que codifica a enzima nao-
glicosilada intracelular (CARLSON e BOTSTEIN, 1982; GROSSMANN e
ZIMMERMANN, 1979). Os dois RNAs sao transcritos na mesma diregcao e diferem
apenas na regiao do inicio da transcricao (porcéo 5’), a qual codifica o peptideo sinal

para a secrecao e glicosilacdo da enzima extracelular.
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Figura 6. Modelo atual do metabolismo da sacarose por S.
cerevisiae. A sacarose pode sofrer hidrélise pela invertase
periplasmatica ou ser transportada ativamente pela permease
AGT1 e, entéao, ser clivada pela maltase ou invertase intracelular.
Fonte: Santos (1982).

s

A invertase extracelular, que é controlada pela repressdo por glicose,
constitui a fracdo majoritaria da atividade total de invertase (90%), desta forma,
acredita-se que seja a rota principal da levedura no metabolismo da sacarose. Por
outro lado, a intracelular é independente da glicose e expressada constituitivamente
(CARLSON e BOTSTEIN, 1982; GASCON e LAMPEN, 1968).

2.3.4. Producao e extracao da invertase

A producgao de invertase pode ser realizada de duas maneiras, fermentacao
submersa (FS) ou fermentagdo em estado sélido (FES). Na FS, o meio de cultura é
liguido com nutrientes necessarios para o desenvolvimento do micro-organismo.
Esta possui como vantagens, a facilidade de controle das variaveis fisico-quimicas
do processo, maior eficiéncia de absorcao dos nutrientes e secrecao de metabdlitos
pela célula, levando a menores tempos do processo e consequente ganhos em
produtividade (GIRALDO, 2011). Por outro lado, na FES o micro-organismo deve se
desenvolver em substratos insoluveis (geralmente residuos agroindustriais) sem
disponibilidade de fase liquida livre. Possui como vantagens a simplicidade dos
meios de cultivo, a exigéncia de baixo grau de umidade, que reduz problemas de
contaminacdo, a maiores concentracdes de enzima, a estabilidade, a baixo nivel de

repressao catabdlica, a auséncia de espuma e a possibilidade de extragdo imediata

16



do produto, entre outros (MITCHELL et al., 2000; ROMERO-GOMEZ et al., 2000;
BON et al., 2008).

Muitos trabalhos, sobre producdo de invertase tém sido realizados com
fermentacédo submersa usando sacarose e melago como principal fonte de carbono,
em diferentes organismos: A. fumigatus (FIEDUREK et al., 2000); C. utilis
(BELCARZ et al., 2002); T. clypeatus (MUKHERJEE et al., 2002); S. cerevisiae
ATCC 9763 e CB-IX (BOFO et al. 2005); A. parasiticus (LUCCA et al. 2013).

Dentre as invertases produzidas por FES merecem destaque os seguintes
micro-organismos: Rhizopus sp. (GOULART et al., 2003); A. niger (ARANDA et al.,
2006); Fusarium sp. (SHAHEEN et al., 2008); S. cerevisiae (BARBOSA, 2009);
Aspergillus casiellus (NOVAKI, et al., 2010).

A extracdo da invertase de S. cerevisiae pode ocorrer através de métodos
quimicos, fisicos ou ambos (GUIMARAES et al., 2007; BASSON et al., 2010). A
autolise € um exemplo de método fisico e quimico de extracdo que é amplamente
citado (VITOLO, M., 1979; ANDJELKOVIC et al., 2010; TORALLES et al., 2014).
Basicamente consiste na ruptura e degradacdo das estruturas celulares por
atividades das enzimas endo e exo-B-(1,3) glucanases que liberam uma mistura de
polissacarideos de cadeias curtas (oligossacarideos). Uma fracdo destes
polissacarideos corresponde as manoproteinas unidas covalentemente ao glucano
da parede intacta. Posteriormente, a hidrélise parcial do glucano provoca uma
desestabilizacdo da estrutura da parede, que supde uma liberacdo de
manoproteinas de elevado peso molecular com baixos conteludos de glicose e que
provém majoritariamente da zona periplasmatica. Posteriormente segue a
degradacao dos glucanos da parede pelas B-(1,3)-glucanases que atuam nos restos
da parede e no meio extracelular. Finalmente as exo-B-(1,3)-glucanases,
solubilizadas no meio, degradam o glucano unido as manoproteinas que por sua vez
podem ser hidrolisadas por a-manosidases além de outras proteases que liberam
peptidomananos de menor tamanho (CHARPENTIER e FREYSSINET et al., 1989).
Guilloux (1995), trabalhando com S. cerevisiae, demostrou que com ruptura e
fragmentacdo do material celular sdo liberadas moléculas tanto do interior celular

como das paredes.
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A determinacao da atividade da invertase, tanto por métodos fisicos quanto
quimicos, baseia-se na medida da quantidade de glicose e frutose formada
(CANTARELLA, 2003). Dentre os meétodos fisicos, o de mais amplo uso € a
polarimetria, a qual mede o desvio do plano da luz polarizada a medida que a
sacarose € hidrolisada (RIBEIRO, 2002). Dentre os quimicos, a dosagem é feita em
termos de agucares redutores usando os reagentes Fehling, acido 3,5-Dinitro
salicilico (DNS); Somogy-Nelson (SILVA et al, 2003). O método colorimétrico DNS-
glicose é o mais citado no estudo da atividade de invertase que é definida como a
quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de substrato (expresso em glucose
equivalente) por minuto nas condicées do ensaio. Também, a atividade pode ser
expressa em termos de atividade especifica em pkatals, i.e, a quantidade de enzima
que catalisa a quantidade de 1umol de substrato por segundo e por miligrama de
proteina determinada pelo método Lowry et al. (CANTARELLA et al., 2003).

2.3.5. Purificacao da invertase

Apbs processos de fermentacao e extracdo da enzima, dependendo da sua
aplicacdo, sao necessarias operacdes de purificacdo da mesma, que devem ser
incluidas no custo final do produto, o qual pode representar até 80 % do valor da
producdo (GALAEV e MATTIASSON, 2001; GHOSH et al., 2003; MORAES et al.,
2009). A purificacao de proteinas consiste na separacao das proteinas de interesse
de uma mistura complexa para sua posterior caracterizacao, considerando como
determinar a quantidade e pureza da proteina necessaria para seu posterior uso
(MATHEWS et al.,, 2002, VEANA et al., 2011). Primeiramente, se faz um
rompimento da célula do tecido usando um método quimico ou fisico, geralmente
centrifugacéo ou filtracao, para separar o extrato proteico dos restos celulares.

A maior parte dos estudos publicados envolvendo purificacdo de invertase
envolvem processos cromatograficos (LIU et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009;
JEGOU et al., 2009; HUSSAIN et al., 2009; NOVAKI, et al., 2010). Dentro das
referenciadas, a filtracdo em gel, também conhecida como cromatografia de
exclusdao molecular-CEM, separa de acordo com tamanho. As colunas séao
recheadas de esferas porosas compostas de um polimero insollivel altamente
hidratado como o dextrano, a agarose ou a poliacrilamida. As marcas comerciais

mais usadas sdo Sephadex, Sepharose e Biogel, normalmente com porosidade de
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0,1 mm de didmetro. As moléculas menores ficam encapsuladas e distribuidas entre
as esféras, permitindo a fluidez das moléculas grandes de interesse através da
coluna. Por outro lado, a cromatografia de intercambio i6nico-Cll, € a técnica mais
usada na separacdao de fracdes protéicas baseada em sua carga. As proteinas
carregadas positivamente, catidnicas, podem ser separadas em colunas de
carboxilmetil-celulose que séo carregadas, negativamente. No entanto, que as
proteinas carregadas negativamente anibnicas, sdo separadas em colunas de
dietilaminoetil-celulose (DEAE-celulose) carregadas positivamente (BERG et al.,
2002).

No entanto, estes processos cromatograficos sao dificeis de ser
escalonados e possui um alto custo. Para minimizar estes custos, a otimizacao de
metodologias rapidas e eficazes para o processo de purificacdo sao de grande
importancia (ISHIHARA e YAMAMOTO, 2005; MORAES e KALIL, 2009). Em
relacdo as técnicas que podem ser aplicadas, de modo a maximizar a pureza sem
acarretar maiores prejuizos no rendimento, destacam-se, o emprego de sistema
aquoso bifasico (SAB), membranas de afinidade, nanoparticulas magnéticas e a
precipitacao seletiva que induz uma mudanca na solugao para que as proteinas de
interesse ou contaminante alcance seu ponto isoelétrico e precipitem. Nesta técnica
sdo usados sais, solventes organicos e polimeros; considerando-se a mais
empregada a precipitacdo salina com sulfato de amdnio. A alta solubilidade do sal
causa uma competicdo pela agua da solucao, causando que as proteinas menos
hidrofilas percam &gua no seu entorno e precipitem em ordem de solubilidade em
um fenémeno conhecido como salting-out (PRADO-BARRAGAN et al., 1999;
SLIVINSKI, 2007).

2.3.6. Estudo cinético e propriedades da invertase

Para estudar a cinética da invertase e estabelecer uma relacao 6tima entre
a velocidade de hidrélise do substrato e a concentragdo da enzima, assim como o
efeito do pH, temperatura e efetores, é necessario, como predmbulo, considerar que
a enzima seja pura e desprovida de atividade parasita. Além disso, considerando
que as invertases normalmente apresentam um comportamento michaeliano, entéao
a hipétese de Michaelis-Menten pode ser aplicada. Tal hipotese diz que em todas as

reacdes enzimaticas, a enzima (E) se combina rapida e reversivelmente com o
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substrato (S) para formar um complexo (ES) (NELSON e COX, 2006). Sob o ponto
de vista cinético, considera-se relevante a formacao do complexo ES e a liberacao
de produto (P) com regeneracdo da molécula de enzima, sendo que o passo da
formagao de produto é irreversivel (SCHEFFER e GONZALEZ, 2003).

Em concentracoes relativamente baixas de substrato, V, (velocidade inicial)
aumenta quase que linearmente com o aumento da [S] (concentragdo de substrato).
Ja em altas [S], Vo aumenta cada vez menos em resposta aos aumentos da [S]. Por
fim, é alcangado um ponto acima do qual ocorrem aumentos insignificantes de Vo, a
medida que a [S] aumenta (Figura 7). Esse patamar atingido para tais valores de V
€ muito proximo da velocidade maxima, Vmax (NELSON e COX, 2006).
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Figura 7. Efeito da concentragdo de substrato na velocidade inicial
de uma reacao catalisada por enzima
Fonte: ALMEIDA (2007)

A equacao matematica que define a relacao quantitativa entre a velocidade
de uma reacdo enzimatica e a concentracdo do substrato, é a equacdo de

Michaelis-Menten:

Vg = Vinax [S]
Kin + (] A

onde K, é definido como a concentragdo de substrato necessaria para que
a velocidade da reacdo enzimatica seja a metade da maxima (Vmax). No caso da

invertase o valor de K, normalmente é expresso e milimols de sacarose e a
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atividade especifica em unidades por miligramas de proteinas, sendo uma unidade
igual a 1 ug de glicose por minuto. O pH, a temperatura, o tipo de substrato e o tipo
de suporte podem ter influéncia significativa no valor de K, (COPELAND, 2000;
WHITAKER, 2003)

Através da equacao de Michaelis-Menten é possivel a transformacao em
grafico dos duplos reciprocos ou Lineweaver-Burke, o grafico de 1/V0 versus 1/[S] é
representado por uma linha reta (Figura 8). Essa linha tem uma inclinagdo de
Km/Vmax, um intercepto de 1/Kn, no eixo de 1/[S]. O grafico dos duplos reciproco para
velocidade de reagdes enzimaticas € muito Gtil na diferenciacdo de diferentes
mecanismos de reagao enzimatica e na analise de inibidores de enzimas (NELSON
e COX, 2006).
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Figura 8. Gréafico dos duplos reciprocos de
Lineweaver-Burk
Fonte: NELSON e COX (2006)

A tabela 1 mostra algumas das propriedades para invertase obtida de
células de S. cerevisiae colhidas de fermentacéo alcoodlica de melaco em batelada.
A constante de Michaellis-Menten da uma ideia da afinidade pelo substrato, no caso
da invertase interna e externa de S. cerevisea citada, na tabela 1, a afinidade e
semelhante. Por outro lado, em rafinose, para invertase interna e externa obtida da

mesma levedura, Cantarella (2003) referéncia 150 mM e 15 mM, respectivamente.
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Tabela 1. Algumas propriedades da invertase interna e externa de S. cerevisiae

Propriedades Externa Interna
Massa Molar (kDa) 270 135
Conteudo de manana (%) 50 3
Conteudo de glicosamina (%) 3 0
Atividade especifica (U.mg™) 2.700 2.900
Km (MM) 26 25

Fonte: Adaptado de Vitolo. In: Said e Pietro. 2004, cap. 12, p. 212. Enzimas como agentes
biotecnoldgicos.

2.3.7. Imobilizacao

As enzimas destacam-se por possuirem diversas qualidades como: alta
especificidade, atoxica, seguras, biodegradaveis, obtidas de fontes renovaveis e
exigir baixa energia de ativacdo que resultam em menor consumo de energia
(ILLANES, 2008; WOHLGEMUTH, 2010). Apesar de possuir muitas vantagens, o
uso de enzimas em processos industriais € limitado devido ao fato de serem
catalisadores ainda caros e frageis. Além disso, quando utilizadas em forma livre
elevam substancialmente o custo do processo frente a forma imobilizada (ILLANES,
2008).

A invertase esta catalogada dentro das enzimas sollveis de alta demanda.
Assim é possivel encontrar diferentes métodos para obtencdo e extracdo desta
enzima a partir de micro-organismos comerciais. No entanto, apds extracao, a

invertase encontra-se em forma glicolisada, dificultando a purificacéo.

A imobilizacdo ndo minimiza os custos de purificacdo, mas tem mostrado
ser uma poderosa ferramenta para melhorar quase todas as propriedades da
enzima livre, tais como: atividade e seletividade; reutilizagdo; produg¢do continua,
melhoria de estabilidade com o tempo de meia-vida; utilizacdo de pequeno volume
de amostra evitando contaminacgdes e facil separagdo da enzima dos produtos de
reacao (GUISAN, 2006; CARDOSO et al., 2009; GARCIA-GALAN et al., 2011). Por
exemplo, Tumturk et al. (2000) reportaram que a invertase imobilizada em um
dimero de poliamina pode ser reutilizada até 50 vezes com manutencao de sua
atividade inicial; Tanriseven e Dogan (2001), obteveram resultados semelhantes
para reutilizacdo de invertase de S. cerevisiae imobilizada em cépsulas de gel de

alginato de célcio. Andjelkovic et al. (2015), trabalhando com imobilizacdo de
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invertases em nanoargilas, demonstraram que esta técnica preserva a atividade
catalitica e a estabilidade térmica da enzima, com ligeiro aumento do valor de K.
Por outo lado, Amaya-Delgado et al. (2006), para invertase imobilizada em nylon-6,
demonstraram que ou método de imobilizagdo nao afeta significativamente o valor
de K. A imobilizacdo consiste em reter ou ligar enzimas ou sistemas enzimaticos
em uma regiao definida do suporte. Nesse processo é importante preservar a
atividade catalitica (RODRIGUES et al., 2000). As enzimas podem ser imobilizadas
em géis hidrofilicos, como agar, agarose, alginato, carragenina, ou em matrizes
poliméricas semipermeaveis o em celulose (HUERTA-OCHOA, 2004; TOMOTANI et
al., 2006; CASTILLO, 2008). A agarose & um polissacarideo extraido de algas
vermelhas, e sua estrutura quimica forma géis muito resistentes. Estes géis tém
uma estrutura macro-reticular com uma malha muito aberta, cuja estrutura é mantida
por ligagdo de hidrogénio e sem grupos ibnicos, o que confere sua caracteristica
neutra e inerte (VINUEZA, 2012). Possui hidroxilas livres nas quais podem ser
ligados “bracos” quimicos para imobilizacdo de enzimas.

A imobilizacdo da invertase ocorre principalmente por adsor¢dao ou ligacao
covalente em um suporte ou aprisionamento em membranas (KOTWAL e
SHANKAR, 2009). A imobilizacdo por ligacao covalente a um suporte ocorre em
duas etapas (Eqg. 2). A primeira etapa envolve a reacdo da agarose com o glicidol
em presenca de Hidroxido de sdédio (NaOH) e Boroidreto de soédio (NaBH.)
resultando agarose-gliceril que por oxidagdo em presenca de periodato de sédio
produz um gel de agarose-glioxil, que é o suporte pronto para imobilizar a invertase
(CARAVANTE, 2013).

MaBH. oH

Agarose-gliceril Agarose-glioxl

0 NaOH  R. 1
R-OH + £\ oH 0y oH  NalOs Rﬁo/\n/H Eq. 2
0

F=agarose

Explicando de uma forma detalhada, sobre os suportes agarose-glioxil, a
imobilizagdo ocorre através das regides da superficie da enzima, que possui maior
densidade de grupos aminos primarios da proteina com o suporte previamente
ativado, de modo que na superficie apresentem uma monocapa de aldeidos
ligeiramente afastados da parede do suporte e totalmente expostos ao meio
reacional (GUISAN, 1988). Em um primeiro passo, ocorre a formagdo de enlaces
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tipo base de Schiff (grupos iminos) entre os €-NH, lisinas e os grupos aldeidos do
suporte. Os aminoacidos lisinas sdo normalmente abundantes na superficie proteica
e sao muito reativos como nucledéfilos, quando estdo desprotonados ou expostostos
ao meio. Para que ocorra esta reagdo, torna-se necessario trabalhar com pH
préximo o superior ao pKa dos grupos £-NH3* (pH 10,05).

Esta primeira interacdo entre a enzima e o suporte ocorre pelo menos
através de dois pontos e a enzima deve se auto-orientar para a regido mais rica em
grupos aminos reativos. Isto leva a formacado de uma unido fraca e reversivel. Em
um seguinte passo, reduzem-se as bases de Schiff a enlaces amino secundarios
com boroidreto de sédio. Esta reducao permite, além de estabilizar o enlace enzima-
suporte, converter todos os grupos aldeidos remanescentes em grupos hidroxilas,
dando lugar a uma matriz inerte e hidrofilica (3). Quando néo se faz o bloqueio dos
grupos reativos remanescentes, podera ocorrer um numero de reacoes indesejadas
ou nao controladas, que desestabiliza a proteina e porem leva a inativacdo da
enzima (GUISAN et al., 1997).
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IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS ISOLADAS DE PESSEGO E
AVALIAGAO DE SEU CULTIVO EM BATELADA PARA
PRODUGAO DE INVERTASE

IDENTIFYING YEAST ISOLATED FROM PEACH AND
ASSESSMENT OF ITS BATCH CULTURE FOR INVERTASE
PRODUCTION

43



RESUMO

As invertases de origem microbiana sdo conhecidas e tém sido bastante
estudadas, especialmente as provenientes da levedura Saccharomyces cerevisiae.
Em puré de péssego, esta levedura também ja foi identificada em diferentes etapas
do processamento. Entretanto, ndo foram encontrados dados sobre a identificacao
de leveduras isoladas de cultivares nacionais, bem como a relacao entre a atividade
da invertase com a curva de crescimento e a fonte de carbono. O primeiro objetivo
foi isolar espécies de leveduras a partir de puré péssego cv. Jubileu e de residuo
industrial usando um método de identificacdo comercial APl 20C AUX e uma
levedura comercial como testemunha. O segundo objetivo foi estudar o potencial de
crescimento de uma levedura usando dois tratamentos de cultivo em batelada: “A”
com 20 g de culturas em BDA e “B” com 10 g. Os parametros selecionados foram:
namero de colénias (N), acucares redutores (AR), atividade da invertase livre (IL) e
da invertase do cultivo (IC). As culturas “stock” foram mantidas em BDA, pH 5 e
cultivadas em batelada com agitacdo de 150 rpm, 30°C por 24 horas; armazenadas
a 4 °C para posterior extracdo da enzima. O extrato enzimatico foi obtido usando
bicarbonato de sédio (NaHCO3;) como agente de autblise. A atividade foi
acompanhada por incremento na absorbancia a 490 nm usando método
colorimétrico resultante da reacdo glicose-DNS. Das 5 leveduras identificadas,
escolheu-se a levedura Saccharomyces cerevisiae (2040032) por questbes legais.
Esta teve um crescimento logaritmico até as 18 horas iniciais de fermentacéo,
seguido de uma fase estacionaria durante 17 dias de armazenamento refrigerado e,
apds, uma fase de declinio para ambos os tratamentos. Os acgucares decresceram
com uma conversao superior a 98% ao final da fase “Log”. A IL apresentou maior
atividade no final da fase “Log” e correlacdo inversa com a IC. Finalmente, concluiu-

se que o tratamento “A” é mais eficaz do que o “B” para a producéao de invertase.

Palavras-chave: invertase, Saccharomyces cerevisiae, autéblise

44



ABSTRACT

The microbial invertase are known and have being studied for along time,
including the yeasts Saccharomyces cerevisiae and others. In peach puree, this
yeast have already been identified at different stages of processing. Until now, no
data is available in the literature on isolation and identification of spoilage yeast in
Brazilian peach puree, as well as the relationship among invertase activity with the
production of cells and carbon source. The first objective of this work was to
investigate the yeast species isolated from spoiled Jubileu peach puree and
industrial residue using the APl 20C AUX commercial identification method and
commercial yeast as witness. The second objective was to study the yeast growth
potential in two treatments (TA=20g and TB=10 g stock culture) in batch cultive for
invertase production. The parameters selected were: number of colonies (N),
reducing sugars (RS), free-invertase activity (Fl), and cultivation-invertase activity
(Cl).The stock cultures were maintained in PDA at pH 5 and batch-cultured with 150
rom stirring at 30 °C for 24 h, then they were stored at 4 °C for subsequent enzyme
extraction. The enzyme extract was obtained using sodium bicarbonate (NaHCO3; as
autolysis agent. The activity was followed by an increase in absorbance at 490 nm
using the colorimetric method resulting from the glucose-DNS reaction. Of the five
yeasts identified, Saccharomyces cerevisiae (2040032) was chosen for legal
reasons. It showed logarithmic growth up to 18 h of fermentation followed by a
stationary phase for 17 days of refrigerated storage and then a decline phase for
both treatments. Sugars decreased with a conversion rate above 98% at the end of
the log phase. The FI was more activity than that Cl in the log and mortality phase. In
a general way, the FI inversely correlated with CI. Finally, it was concluded that
treatment “A” is more effective than “B” to produce invertase.

Keywords: Invertase, Saccharomyces cerevisiae, autolysis.
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1. INTRODUCAO

As leveduras sdo microorganismos unicelulares com reproducao vegetativa
a qual se faz principalmente por gemulacdo. Possuem parede celular e sao
facilmente diferenciadas das bactérias em virtude de suas maiores dimensdes e
propriedades morfolégicas. Cada espécie tem uma forma caracteristica, mas,
mesmo em culturas puras, ha consideraveis variacées de tamanho e de forma das
células individuais, dependendo da idade e do ambiente (CHOUDHARY e JOHRI,
2009).

As flores e frutas sdo importantes micro-habitats para uma variedade de
espécies de leveduras devido a sua favoravel concentracdo de acucar e pH. As
leveduras encontram-se presentes principalmente nas frutas maduras e apodrecidas
devido a visitagao de insetos vetores e o vento (MELO et al., 2007; ALEKLETT et
al., 2014). Sendo assim, sdo micro-organismos eucariotos ubiquos com papel ativo
em frutas in natura e derivados (FAZIO, 2006; SILVA et al., 2011). Em polpas e
concentrados de frutas, as leveduras mais frequentemente isoladas sao do género
Saccharomyces, Pichia, Cryptococcus, Kluyveromyces e Candida (SANCHO et al.,
2000).

O género Saccharomyces é o mais investigado e chamativo para trabalhar
por ser um organismo classificado como GRAS (Generally Recognized As Safe) e
referéncia para células eucaridticas em biologia, além de sua ampla aplicacéo
biotecnologica (OSTERGAARD et al., 2000). As suas coldnias apresentam uma
coloragdo que varia entre o branco (predominantemente) e o creme
(ocasionalmente), apresentando forma convexa e lisa. As leveduras podem formar
pseudohifas, que consistem em cadeias simples de células esféricas, elipsoidais ou
cilindricas. Reproduzem-se na maioria das vezes por gemulagdo multilateral, onde a
nova gémula é formada na porcao lateral da célula-mae (PRETORIUS, 2000;
CHOUDHARY e JOHRI, 2009).

A identificacdo correta de novas leveduras isoladas € fundamental e de
interesse tanto para aplicacbes biotecnoldgicas como clinica. A identificacéo
tradicional tem sido executada por meio de métodos fenotipicos para avaliar
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, mas os resultados ndao séo

muito seguros. Varias técnicas genotipicas, incluindo novas técnicas com
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“Polymerase Chain Reaction (PCR)”, marcadores moleculares e sequenciamento de
DNA tornaram-se o principal caminho para identificar corretamente leveduras
(ARAUJO et al., 2005; GUAMAN-BURNEO e CARVAJAL-BARRIGA, 2009). O
problema dessas técnicas é o esforco para a extracdo e purificacdo do DNA. Por
outro lado, um método simples, baseado na capacidade assimilativa de substratos,
conhecido como o API20C AUX, tem sido amplamente usado para identificar
leveduras (SILVA e CANDIDO, 2005; CHEN et al., 2010).

A levedura S. cerevisiae, por efeito de Crabtree, € uma das poucas com
capacidade de crescer bem em condicoes de aerobiose e de anaerobiose,
fermentando em ambos os casos desde que nao haja concentracao baixa de acucar
(DIAZ-MONTANO e CORDOVA, 2010; NEVOIGT, 2008). Quando a glicose fica
abaixo de uma concentracao critica, entre 0,09 e 0,9% em massa, favorece o
surgimento do diauxismo e a levedura pode apresentar dois perfis de crescimento,
sendo que o segundo perfil de crescimento é acompanhado pelo consumo de outra
fonte de carbono ndo fermentavel no meio, geralmente o etanol via aerébica. Na
falta da oferta de uma fonte de carbono, a célula entra em declinio (GALDIERI et al.,
2010; RETTORI et al., 2000).

Outra caracteristica importante dessa levedura é sua resisténcia térmica e
varios estudos tém avaliado a inativacdo da S. cerevisiae em alimentos, tais como
os estudos de Guerrero-Beltran e Barbosa-Canovas (2006) com néctar de manga,
Reveron et al. (2003) com cerveja Pilsen, Guerrero-Beltrdn e Barbosa-Canovas
(2005) com suco de maca e Lopes et al. (2014) com levedura de puré de péssego.
Tais propriedades sdo particularmente importantes para a sua vasta utilizacéo
industrial, que abrange a producdo de paes, enzimas, bebidas alcodlicas e nao
alcodlicas (BEUCHAT et al., 2005; CHAVES-LOPES et al., 2014; SOUZA et
al.,2014)

As enzimas obtidas a partir dessas leveduras tém sido bastante estudadas,
incluindo a frutohidrolase frutofuranosidase (EC 3.2.1.26), conhecida como
invertase, que catalisa a hidrélise da sacarose, produzindo uma mistura de glicose e
frutose chamada acucar invertido, que € usado nas industrias de alimentos e
farmacéutica. Além das leveduras, sobretudo na espécie S. cerevisiae, as invertases

sdao também encontradas em invertebrados, vertebrados, algas verdes, bactérias,
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vegetais e fungos (DEUNER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; GOULART et al.,
2013). Em S. cerevisiae foram identificadas 2 diferentes formas de invertase: uma
nao glicosilada, que se encontra no citoplasma, e outra localizada no espaco
periplasmatica, que é glicosilada, se encontra ligada a parede celular da levedura,
sendo a extracelular a forma predominante (BOFO et al., 2005; CANTARELLA et al.,
2003). A Candida utilis também apresenta essas duas isoformas (GUIMARAES et
al., 2007).

O puré de péssego concentrado € uma “commodity” usualmente
comercializado no mercado internacional e de ampla aplicacdo alimentar, sendo que
ja foram identificados e quantificados varios micro-organismos em diferentes etapas
do processamento, destacando-se a levedura S. cerevisiae com potencial
fermentativo e resiténcia térmica significativa (GARZA et al.1994a, BIAN et al. 1994;
TORALLES e VENDRUSCULO, 2007; LOPEZ et al. 2014), mas nao existem
trabalhos que identifiguem leveduras isoladas de cultivares nacionais com potencial
para producao de invertase, considerando a relacao entre atividade da invertase
com a curva de crescimento e a fonte de carbono. Para tal finalidade, o primeiro
objetivo foi isolar espécies de leveduras a partir de puré péssego Cv. Jubileu e
residuos industriais de péssego, usando um método de identificacdo comercial API
20C AUX e uma levedura comercial como testemunha. No segundo, escolheu-se
uma das leveduras identificadas para estudar o seu potencial de crescimento
usando dois tratamentos de cultivo em batelada (“A” com 20 g de culturas em BDA e
“B” com 10 g), para ambos os tratamentos foram avaliados os parametros: numero
de colénias (N), acucares redutores (AR), atividade da invertase livre (IL) e da
invertase do cultivo (IC), em tempo de fermentagcao (0, 18 e 24 horas) e periodo de
armazenamento a frio (1, 10, 17 e 24 dias).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismos e seu cultivo

Os micro-organismos usados nesta pesquisa foram isolados a partir de puré
de péssego a 22°Brix, fornecidos por Lopes et al. (2014), conforme processamento
de Toralles e Vendrusculo (2007). O residuo industrial de péssego foi obtido de
industria local, Icalda S.A. As culturas foram mantidas em placas de agar de
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dextrose de batata (BDA), pH 5 e contadas como descrito por Siqueira (1995), apds
5 dias de incubacao a 25°C. A contagem inicial das col6nias foi de 22x1 0% UFC/mL"
para puré de péssego e 4,6x10° UFC/mL" para residuo. A parte experimental foi

conduzida no laboratério de tecnologia de alimentos do IFSUL-Pelotas-RS, Brasil.
2.2. Identificacao das leveduras

Uma coldnia de cultura recente foi assepticamente transferida para tubos
contendo 2 mL de solugdo fisiolégica esterilizada e ajustado a uma turbidez
equivalente a escala 2 de McFarland. Uma gota desta suspensao foi adicionada ao
meio basal do APl 20C AUX e homogeneizado. Posteriormente, foi preenchido cada
poco do painel de identificacdo e incubado em camara Umida, previamente
preparada, e colocado em estufa a 30°C por até 72 horas, com leituras de 48 e 72
horas. Considerou-se como resultado positivo e negativo, respectivamente, a
presenca ou auséncia de opacidade nos pocos de cada carboidrato. Obteve-se um
cédigo de sete digitos, cuja interpretacao foi realizada com o auxilio do catalogo
analitico Apilab Plus, Bio-Mérieux. Cada levedura isolada foi submetida ao teste da
hidrélise da uréia que considera urease-positiva aquelas que liberam a aménia que
alcaliniza o meio que contém vermelho de fenol, mudando a cor para rosa-fucsina. A
confirmacdo da identificacdo de hifas foi realizada em agar arroz com tween 80
(LACAZ et al., 2002).

2.3. Potencial de crescimento da levedura

O potencial de crescimento da levedura foi conduzido usando dois
tratamentos de cultivo em batelada: “A” com 20 g de cultura em BDA e “B” com 10 g.
Para cada tratamento, o cultivo foi conduzido com 20 g.L" de glicose, (NH4)2SO4 1
g.L": KHoPO, 2 gL' MgS04.7H,0 0,5 g.L”; FeSO,4 0,5 g.L" e peptona 5 g.L™
dentro de um frasco erlenmeyer sobre agitacdo orbital em shaker (Quimis-
Q816M22) a 150 rpm, 30 °C durante 24 horas. Posteriormente, as colénias foram
armazenadas a 4°C para analise e extragdo da enzima. As variaveis selecionadas
foram: numero de colbnias (N), acucares redutores (AR), atividade da invertase livre
(IL) e da invertase do cultivo (IC), que foram acompanhados nos tempos 0, 18 e 24

horas de fermentacédo; 1, 10, 17 e 24 dias armazenamento.
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2.4. Determinacao acucares redutores

Os acucares redutores foram determinados por dois métodos devido aos
limites de quantificagdo. No tempo zero de fermentagdo, usou-se o método de
Eynon-Lane, como descrito pela AOAC (2000). Para os demais tempos, utilizou-se o
método colorimétrico da glicose usando 1 mL 3,5-dinitrosalicilico (DNS, Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Alemanha), 1 mL de meio de cultura e 1 ml de agua, seguido
de banho-maria fervente por 5 minutos. No branco, foi utilizada agua destilada no
lugar do meio de cultura. Todas as medidas foram conduzidas em ftriplicatas. A
transmitancia resultante dessa reacdo foi medida a 490 nm, utilizando um
espectrofotbmetro AJX-1000 UV/VIS. A massa de glicose no meio reativo, foi

determinada através da curva padrao de glicose Equacgao 1.1:

mglicnsez%‘jﬁxvxF (1.1)

onde AB é a absorbéancia do branco, AA é a absorbancia da amostra, Bé o
coeficiente linear da reta, A é a constante de proporcionalidade; V é o volume final
do meio reativo, em mL, e F é o fator de diluicdo. Os valores de A e B encontram-se

no Apéndice A.
2.5. Extracao da invertase

Os extratos enzimaticos foram obtidos usando o método de extragdo com
NaHCOs, conhecido como autdlise. Para cada 100 g biomassa séo utilizados 300
mL de solu¢cdo de NaHCO3; a 200 mM usando um frasco erlenmeyer em shaker (200
rom) a 40°C por 24 horas. Apds, centrifugou-se a amostra a 2025 x g durante 10
minutos para obter o liquido sobrenadante claro que corresponde ao extrato
enzimatico como fonte de invertase liberada por autélise, ou seja, invertase livre (IL).
Posteriormente, determinou-se o teor de proteinas por método Lowry a 750 nm,
utilizando BSA como padrao (Acros, New Jersey, USA), armazenado a -20 °C e sua
curva padrao encontra-se no Apéndice A. O sobrenadante apds a centrifugacao a
2025 x g por 10 minutos do cultivo em batelada, sem sofrer autélise, foi denominado

como extrato de invertase do cultivo (IC).
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2.6. Atividade da invertase

A atividade enzimatica da invertase foi determinada por estimativa
colorimétrica da glicose usando reagente DNS. A transmitancia resultante dessa
reacao foi medida a 490 nm por espectrofotometria. Tanto para invertase IL como
para IC, o meio reacional continha 1,0 mL de tampao Mcllvaine pH 5.0; 1,0 mL de
solugdo de sacarose como substrato e 1,0 mL de extrato enzimatico. A mistura
reativa final continha 40 mM de substrato. A reacéo foi conduzida em pH de 5,0 a
25°C. Apébs, foi dosado o teor de glicose. No branco, foi utilizado 1,0 mL de agua
deionizada em substituicdo ao substrato na mistura reativa. A atividade enzimatica
foi calculada na parte linear da curva. Uma unidade de atividade foi definida como a

quantidade de enzima que causa o incremento de 1ug glicose.min™.
2.7. Pressao osmética
A pressao osmotica foi calculada segundo a equacao:
p=CRTi (1.2)

p € a pressao osmoética (atm), C é a concentragdo molar do sal, R é a
constante universal dos gases (0,082 atm.L.K".mol™), T é a temperatura (K) e i é o

fator de Van'’t Hoff igual a 2.
2.8. Analise estatistica

O Software estatistica v. 6.0, foi utilizado para calcular os coeficientes de
regressao linear, coeficiente de determinacdo e andlise de variancia (ANOVA), bem
como para gerar os graficos em duas dimensdes. Os intervalos de confianga dos
coeficientes foram calculados multiplicando o erro padrdo por Student-t (t,-2),
ajustado aos graus de liberdade (p10,05) (GACULA e SINGH, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacao da levedura

Na tabela 1.1 sdo apresentadas algumas leveduras isoladas em puré de
péssego da cv. Jubileu e residuo industrial, identificadas com alta exatidao, usando
o sistema API 20C AUX (Tabela 1.1). Para o puré de péssego e o residuo industrial

identificou-se a espécie Saccharomyces cerevisiae com 952% e 90,0%
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respetivamente de exatiddo, e ambas com perfil numérico (2040032). Na
testemunha também foi identificada a espécie S. cerevisiae com perfil numérico
diferente (2044073).

Na amostra de puré de péssego, também foram identificadas outras duas
leveduras: Rhodotorula mucilaginosa (2642073) e Tricosporon mucoides (6745776)
(Tabela 1.1). A levedura Rhodotorula mucilaginosa foi identificada com 85,7% de
acerto e cor salmao; a Trichosporum mucoides foi identificada com maior exatidao
(90,5%) e cor amarelo creme, ambas urease positiva (Tabela 1.1; figura 1.1), o que
esta de acordo com Chen et al. (2010) para o teste da hidrolise da uréia.
Beckenkamp (1997), trabalhando com amostras de polpas de frutas pasteurizadas,
também identificou os géneros Rhodotorula e Trichosporon. Sancho et al. (2000)
identificaram Rhodotorula mucilaginosa em polpa de péra. Guaman-Burneo e
Carvajal-Barriga (2009), trabalhando com diferentes espécies de leveduras do
género Rhodotorula, observaram para Rhodotorula mucilaginosa diferentes
tonalidades de salmao e rosa, quando cultivadas em agar CPM por 72 horas a 20,
30 e 37°C. Silva e Candido (2005), trabalhando com o mesmo sistema de
identificag@o para leveduras, demonstraram que o sistema API 20C AUX identificou

corretamente 92% das 50 espécies de leveduras testadas.
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Tabela 1.1. Leveduras isoladas a partir de péssego e seu residuo e identificadas através do sistema API20C AUX.

Fonte levedura Teste uréase
Sistema API
Perfil Espécie Hifa Y%Acerto
Puré de péssego
2040032 Saccharomyces cerevisiae Nao 95,2 Negativo
6745776 Trichosporon mucoides Sim 90,5 Positivo
2642073 Rhodotorula mucilaginosa Nao 85,7 Positivo
Residuo industrial de
péssego 2040032 Saccharomyces cerevisiae Nao 90,0 Negativo
6776277 Candida guillermondii Sim 90,5 Negativo
Comercial
2044073 Saccharomyces cerevisiae Nao 90,0 Negativo
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() (d)

Figura 1.1 Colbnias de leveduras identificadas em puré de péssego: (a) S.
cerevisiae (2040032), (b) R. mucilaginosa (2642073) e (c) T. mucoides (6745776);
em testemunha: (d) S. cerevisiae (2044073).

Na amostra de residuo industrial de péssego, além da S. cerevisiae,
também foi identificada a levedura Candida guillermondii com perfil numérico de
6776277 (Tabela 1.1 e Figura 1.2) com 90,5% de acerto. Songpim et al. (2011)
usando metodologia Taguchi e MSR, demonstraram o potencial de Candida

guillermondii TISTR 5844 para produgéo de invertase e inulinase.

(a) (b)
Figura 1.2. Coldnias de leveduras identificadas em residuo do processamento de
péssego: (a) S. cerevisiae (2040032), (b) C. guillermondii (6776277).
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Testes qualitativos adicionais, como o da urease, foram realizados para
confirmar a identidade da levedura (figura 1.3), observou-se a cor rosa-fucsia (bispo)
considerado positiva para a levedura Rhodotorula mucilaginosa e Trichosporon
mucoides e negativa com cor amarelada para as leveduras Candida guillermondii e
Saccharomyces cerevisiae. A agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no
Médulo VII do Manual de microbiologia confirma que as leveduras do género
Rhodotorula sdo urease positiva, além de apresentar colénias com pigmento
avermelhadas o salmao (LEVY, 2004).

Entre as leveduras identificadas, todas sdo sacarose e rafinose positiva
(Tabela 1.1). Estes resultados sdo atribuidos a agcdo de invertase da levedura
(CANTARELLA et al., 2003). Contudo, foi escolhido para verificar o potencial de
producdo de invertase a S. cerevisiae com perfil numérico 2040032 devido as
recomendacdes da Resolugdo-RDC N° 26 de 2009, que estabelece a lista de
enzimas permitidas para uso em alimentos destinados ao consumo humano

conforme a sua origem microbiana (BRASIL, 2006).

Figura 1.3. Teste da urease das leveduras: (A) S. cerevisiae (péssego); (B) C.
guillermondii (residuo); (C) S. cerevisiae (testemunha) (D) R.mucilaginosa; (E) T.
mucoides.
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3.2.  Avaliacao do cultivo em batelada da S. cerevisiae

O efeito do periodo de fermentagdo e armazenamento do cultivo em
batelada da S. cerevisiae (2040032) variou amplamente para contagem de col6nias,
teor de agucares redutores (AR), atividade da invertase livre (IL) e do cultivo (IC)
(Tabela 1.2). Com relacdo a contagem de colbnias, observou-se, para os dois
tratamentos, um ganho significativo (p<0,05) e crescente até 17 dias de
armazenamento, sendo que a contagem de colénias foi maior para o tratamento de
cultivo em batelada A (5,0x107) frente ao B (3,8x107) no 17° dia de cultivo. Apds,
observou-se queda na contagem para ambos os tratamentos, sendo a maior queda
observada para “B”, inicialmente inoculado com 70% da contagem inicial de A
(N=4,3x10%). Em média, observou-se durante o periodo de fermentagdo e
armazenamento que o tratamento A foi 42% superior ao tratamento B para
contagem de células viaveis. Em ambos os sistemas (Figura 1.4) houve crescimento
muito rapido inicial até 18 horas cultivo — fase log — seguido de uma fase

estacionaria até o décimo sétimo dia para sistema de cultivo B.

Por outro lado, o tratamento A continuou crescendo até 10 dias sé que com
uma velocidade de crescimento menor que a fase logaritmica. Ap6s 17 dias, a
levedura entrou na fase de declinio para ambos os tratamentos. Segundo Lima et al.
(2001) o declinio é acompanhado de ‘lise” celular, autdlise ou rompimento dos

micro-organismos, provocada pela agao de enzimas intracelulares.

Quanto aos acgucares redutores, considerando a concentragdo inicial de
cerca de 20 g.L"', observou-se uma conversdo superior a 97 % no periodo de
fermentacao para ambos tratamentos. Aqui, a glicose é a principal fonte de carbono
e, 0 seu alto consumo correspondeu a um crescimento exponencial na fase log
(Figura 1.4). Souza (2013), trabalhando com a cinética otimizada de fermentacao de
mandioca doce, também demonstrou que o crescimento celular, na fase log, é
acompanhado de alto consumo de acgucares redutores, além da producao de CO, e
etanol. No periodo de armazenamento, a concentragcdo de acgucares manteve-se
baixa e sugerindo uma cinética de ordem zero ao longo de todo periodo de
armazenamento para ambos os tratamentos (Tabela 1.2). Além disso, a partir das
18 horas até 24 dias de armazenamento, a concentracdo de glicose ficou abaixo da

concentragédo critica que favorece o surgimento do diauxismo e a levedura pode
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apresentar dois perfis de crescimento. Guidi et al. (2010), trabalhando com efeito de
diferentes concentragdes de glicose no diauxismo de uma S. cerevisiae do tipo
selvagem, observaram uma curva livre de diauxismo para concentracao inicial de
20% m/v de glicose, mas para 2% m/v ndo. Haurie et al. (2003) também observou o
diauxismo para 2% m/v inicial de glicose. Nesta concentracédo inicial de glicose,
observou-se entre o primeiro e décimo dia de armazenamento (p <0,05), um
segundo perfil de crescimento que foi significativo para o tratamento A. Mielniczki-
Pereira et al. (2008) observou esse fendmeno entre 16 e 20 horas de fermentagéo
usando uma Saccharomyces cerevisiae do tipo selvagem. Por outro lado, Gray et al.

(2004) cita que pode acontecer apés 1 dia.

8.0
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Figura 1.4. Curva de crescimento da S. cerevisiae (2040032) isolada de puré de
péssego para os dois tratamentos de cultivo em batelada: “A” com 20 g de cultura
em BDA e “B” com 10 g. O crescimento da levedura foi conduzido a 30 °C, 150 rpm
durante 24 horas de fermentacéo orbital seguido de 24 dias de armazenamento a
frio. Os valores médios da contagem de placas em triplicatas.

Quanto a atividade da invertase no sobrenadante do cultivo em batelada, IC,
0s maiores valores foram observados entre décimo e décimo sétimo dia, sendo que
o tratamento A (27,1 U.mL'1) no décimo dia de armazenamento (p<0,05) foi superior
aos demais valores (Tabela 1.2). Por outro lado, no final da fase log e na fase de
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declinio, observamos os menores valores para atividade da invertase no cultivo (IC).
Esta enzima é conhecida de longa data e muitos consideram a atividade no
sobrenadante do cultivo em batelada, aqui denominada de IC, como uma invertase
extracelular, incluindo invertase de Aspergillus parasiticus (LUCCA et al., 2013);
invertase de Aspergillus ochraceus (GUIMARAES et al., 2007); invertase de
Penicillium chrysogenum (PONAWALLA et al., 1965). Segundo Myers et al. (1997),
a expressao do gene que codifica a invertase é reprimida em concentracoes altas de
glicose livre. Foi observada alta concentracdo de glicose livre somente no inicio da
fase log que pode estar relacionado com a baixa atividade IC observada apés 24
horas de fermentacdo (Tabela 1.2). Na tabela 1.3, encontrou-se uma correlagédo

inversa e significativa entre atividade IC e AR para ambos os tratamentos.

Para invertase livre (IL), extraida da biomassa do cultivo de S. cerevisiae,
isolada de puré de péssego, nenhuma contagem de células viaveis foi detectada
apds 24 horas de autdlise. A maxima atividade foi observada para o tratamento A,
apos 24 horas de fermentacdo, com uma atividade especifica de 15,7 U.mL™ (20,0
U.mg") em pH de 5 a 25°C. Nas mesmas condigdes reacionais, Toralles et al.
(2014) encontraram 8,86 U.mg"' trabalhando com leveduras ndo identificadas
obtidas do puré de péssego da cv Jubileu e técnica de extragdo otimizada com
invertase de levedura comercial, que recomendava uma pressao osmética de 5,1
atm. Este trabalho usou uma pressao osmotica de 10,3 atm que equivale a uma
concentragdo de NaHCO3; 200 mM. Por outro lado, ndo se observou atividade da
invertase livre entre 10 e 17 dias de armazenamento. Tal fato € indicativo de
auséncia de autélise celular e, por tanto, o extrato enzimatico sem atividade para
invertase. Segundo Galdieri et al. (2010), nesse periodo as células estacionarias séo
resistentes ao calor e variagdo osmotica pela acumulagao de moléculas de reserva
como as trealosas que protegem a célula contra diferentes tensbées. Sugerem-se
trabalhos futuros que respondam as 6timas condi¢des de autdlise da invertase de S.
cerevisiae de péssego quanto a pressao osmética, velocidade de agitacao e tempo

de extracéo.
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Tabela 1.2. Efeito do periodo de fermentacado e armazenamento nas caracteristicas de contagem de células viaveis (N), agucares
redutores (AR), atividade da invertase livre (IL) e da invertase no cultivo (IC).

Variavel  Tratamento® Periodo de® CcV
médio

(%)

Fermentagao/cultivo (horas) Armazenamento (dias)
0 18 1 10 17 24

N A 43x10° aD 5,5x10° aA 4,1x10" aB 5,3x10’ aAB 5,0x10’ aAB 1,8x10° aC 8,39
(UFC.mL™) B 3,0x10° aC 3,7x10° bA 3,7x10" bA 3,2x10° bA 3,8x10° bA 1,2x10° bB 7,59
AR A 19732 aA 5210 aB 4926 aB 371,0 aB 4655 aB 4832 DbB 4,93
(mg.L™) B 20235 aA 532,8 aB 4701 bB 4749 aB 3733 aB 5056 aB 4,96
IC A - - - - 591 bB 271 aA 1051 bB 13,94 aB 14,2
(U.mL") B i i i ~ 797 aB 1435 bA 1453 aA 000 bC 2,71
IL A - - - - 15,73 aA 000 aC 000 aC 7,21 bB 14,1
(U.mL") B i i i . 48 bB 000 aC 000 aC 111 aA 7,38

a Valores médios seguidos da mesma letra minascula na coluna ou maiuscula na linha nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

b Os tratamentos A e B foram conduzidos 30°C e 150 rpm durante 24 horas de fermentagao orbital em batelada, diferindo apenas no nimero de placas
inoculadas no meio de cultura. O armazenamento foi conduzido 4°C e 24 dias para ambos tratamentos.

Tratamentos de cultivo em batelada: “A” com 20 g de culturas em BDA e “B” com 10 g.

A levedura selecionada para o cultivo foi Saccharomyces cerevisiae (2040032) isolada de puré de péssego. Pelotas, UFPEL/IFSUL; 2015.
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Os coeficientes de correlacao calculados para periodo de fermentacao e
armazenamento, contagem de colénias (N) e log (N), teor de acgucares
redutores (AR), conversao da glicose (%X), atividade da invertase do cultivo (IC)
e atividade da invertase livre (IL), para os dois sistemas de tratamentos de
cultivo em batelada, encontram-se na Tabela 1.3, figuras 1.5 e 1.6. Observou-se
uma correlacao positiva e significativa entre os teores de AR com a atividade da
IL no tratamento “A” (r = 0,5, p<0,005) e no tratamento “B” (r = 0,62, p<0,005),
porém inversa para N, Log (N), IC e %X para ambos os tratamentos. Para o
periodo, observou-se correlacdo positiva somente com conversdao da glicose
(%X) para ambos tratamentos. Entre as atividades da IL e IC, a correlacédo
também foi inversa (figura 1.5). Por outro lado, observou-se correlagao positiva
entre crescimento celular em termos de Log (N) e IC (figura 1.6). Nas figuras 1.5
e 1.6, os dados para os tratamentos A e B foram plotados juntos objetivando

mostrar a correlacao entre as variaveis.

Tabela 1.3. Coeficientes de correlacdo (r) entre o periodo de tratamento (P), a
contagem de colénias (N), o teor de acucares redutores (AR), a atividade da
invertase do cultivo (IC) e livre (IL) para os dois tratamentos de cultivo em
batelada: “A” com 20 g de culturas em BDA e “B” com 10 g. A levedura
selecionada para o cultivo foi S. cerevisiae (2040032) isolada de puré de
péssego. Pelotas, UFPEL/IFSUL; 2015.

Tratamento A Tratamento B
P AR P AR
N 0,16ns -0,75* 0,15ns -0,76 *
IC 0,10 ns -0,72* -0,45ns -0,64*
IL -0,42 ns 0,50* 0,46 ns 0,62*
%X 0,66* -1,00* 0,66* -1,00*
LogN 0,38 -0,90* 0,37 -0,90*

’ significativo a p < 0,05 e n=24; ns= n&o significativo.
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Figura 1.5. Correlagcédo entre a atividade da invertase do cultivo (IC) e livre (IL)
extraida por autolise da S. cerevisiae (2040032) isolada de puré de péssego. A
figura representa a correlagdo das atividades enzimaticas de ambos

tratamentos. Pelotas, UFPEL/IFSUL; 2015.
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Figura 1.6 Correlagdo entre crescimento celular em termos log (N) e da
atividade da invertase do cultivo obtida do sobrenadante do cultivo em
batelada usando S. cerevisiae (2040032) isolada de puré de péssego. A figura
representa a correlacdo de ambos tratamentos. Pelotas, UFPEL/IFSUL; 2015.
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4. CONCLUSOES

(1) Na amostra de puré de péssego a 22°Brix, foram identificadas trés
diferentes tipos de leveduras e no residuo industrial, duas. Escolheu-se a
Saccharomyces cerevisiae com perfil numérico (2040032) por questdes legais,
para avaliar o potencial de seu cultivo para producédo de invertase, apesar das

demais também serem produtoras.

(2) A S. cerevisiae teve um crescimento logaritmico até as 18 horas
iniciais de fermentacao. Depois, mostrou uma fase estacionaria durante 17 dias
de armazenamento refrigerado e, apds, uma fase de morte para ambos o0s
tratamentos, sendo que o “A”, aparentemente, desenvolveu diauxismo apos 1

dia de fermentagéo.

(3) Os agucares redutores decresceram com uma Conversao superior a
97% ao final da fase “Log”. A IL apresentou maior atividade na fase “Log” e na
fase de declinio em relacdo a IC, sendo que no declinio acontece uma lise
celular espontanea que pode ter favorecido a producéo de IL. De modo geral, a
forte correlacao inversa entre AR e IC permite dizer que baixo teor de aglcares
redutores, ap6s um dia de fermentagao, favoreceu a producéo de invertase no
cultivo, sendo IC inversamente proporcional a IL. Tal fato se deve a que no
diauxismo e na fase estaciondria as células acumulam invertases, mas sao

resistentes a autdlise.

Finalmente, concluiu-se que a producédo de invertase do cultivo esta
correlacionada com o crescimento celular e o numero de células viaveis, com o
tratamento A superior ao longo de todo periodo de fermentagcdo e
armazenamento. A atividade da invertase livre dobra quando dobramos a
pressao osmoética em relagdo ao valor citado na literatura e a sua produgao por
autolise da biomassa é recomendada apds 1 dia de fermentagédo ou na fase de
declinio nas seguintes condi¢cdes de autélise em batelada: 200 mM NaHCOs3,
200 rpm, 24 horas a 40 °C.
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CAPIiTULO 2

ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE DA SACAROSE POR
INVERTASE DE Saccharomyces cerevisiae ISOLADA DE PURE
DE PESSEGO E IMOBILIZADA EM AGAROSE-GLIOXIL

KINETICS STUDIES OF SUCROSE HYDROLYSIS BY
Sacchaomyces cerevisiae INVERTASE FROM SPOILED PEACH
PURE YEASTS AND IMMOBILIZED ON GLIOXIL-AGAROSE
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RESUMO

A extracdo por autélises, purificacdo parcial, caracterizacdo cinética e
imobilizagdo de invertase de Saccharomyces cerevisiae (ISc) isolada de puré de
péssego cv. Jubileu e invertase de levedura comercial (ILC) como testemunha foram
estudados. As invertases de leveduras foram isoladas e identificadas usando o API
20 C AUX. Subsequentemente, as culturas estoques foram mantidas em agar batata
dextrose (BDA), armazenadas a 4 °C e pH 5 para posterior cultivo em batelada (150
rom a 30 °C por 24h) e, em seguida armazenadas a 4 °C até extragdo da invertase.
O efeito combinado da concentracdao de NaHCO3; e agitacdo orbital para a extracédo
da ISc livre e a definicao das condi¢cdes 6timas para producdo da enzima foram
determinados usando uma metodologia de superficie de resposta (MSR), e a
testemunha na condicdo padrdo. Depois, o extrato bruto foi submetido a uma
purificacao parcial por precipitacdo com solventes organicos (acetona e etanol). A
seqguir, as invertases (ISc e ILC) foram imobilizadas covalentemente em glioxil-
agarose usando trés suportes ativados (2,5, 5 e 10 g) e dois pHs (7 e 10) como
tratamentos para avaliar a eficiéncia da imobilizacao (El) e atividade de recuperacao
(ARE). A atividade foi determinada por incremento na absorbancia a 490 nm usando
o método colorimétrico que resulta da reacdo da glicose-DNS. A condicdo 6tima
para extracdo da invertase livre foi 200 mM de NaHCO3; como agente autolisante e
200 rpm. O modelo polinomial de segunda ordem explicou o fendmeno de autdlise
com uma variancia explicada superior a 80%. O pH e a temperatura étima foram 5 e
50°C, respectivamente, sendo que ambas as enzimas livres foram afetadas pela
desnaturagédo de calor. O K, foi de 44,8 mM para ISc e 5,2 mM para ILC. Na
separacao eletroforética, duas fracoes de proteinas foram detectadas para ISc e
quatro para ILC. A imobilizacao étima foi em pH 10 durante 24 h a 50 °C, 50 rpm; o
suporte ativado de 5 g, ARE de 46,4%, Rl de 37,5% € Vma/Km de 65,2 de U.mg
".mM™. Finalmente, conclui-se que o método de imobilizacdo ndo aumenta o valor

do K, este é dependente da carga de suporte oferecida e do pH de imobilizagéo.

Palavras-chave: péssego, autélise otimizada, invertase, imobilizacao
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ABSTRACT

The extraction for autolysis, partial purification, kinetic characterization and
immobilization of Saccharomyces cerevisiae invertase (ISc) isolated from spoiled
Jubileu peach puree and invertase from commercial yeast (ICY) as withess were
studied. The yeasts invertases were isolated and identified using the APl 20 C AUX,
Subsequently, the stock cultures were maintained on potato dextrose agar (PDA)
slants at 4 °C and pH 5 for later use for batch-culture (150 rpm at 30°C for 24 h) and,
then they were stored at 4 °C for subsequent invertase extraction. The combined
effects of NaHCO3; concentration and orbital stirring on the extraction of free-I1Sc, and
the definition of the optimum conditions for the free-ISc production were determined
using response surface methodology (RSM), and the witness in the standard
condition. After, the crude extract was submitted to partial purification by precipitation
with organic solvents (acetone and ethanol). Then the invertases (ISc and ICY) were
covalently immobilized on glyoxil-agarose using three activated support (2.5, 5 e 10
g) and two pHs (7 and 10) treatments to evaluated immobilization efficiency (IE),
recuperated activity (RA). The activity was followed by an increase in absorbance at
490 nm using the colorimetric method resulting from the glucose-DNS reaction. The
optima conditions for extraction of free-1ISc were 200 mM NaHCOQO; as autolysis agent
at 200 rpm. The second order polynomial model explained the phenomenon of
autolysis with an explained variance superior to 80%. The pH and the optimum
temperature were 5.0 and 50 °C on sucrose, and both free enzymes were affected
for the heat denaturation. The Ky was 44.8 mM for ISc and 5.2 mM for ICY. In the
electrophoretic separation, two-protein fraction was detected for ISc and four for ICY.
The optimum immobilization was obtained in buffer pH 10, immobilization time of 24
at 50°C, 50 rmp, activated support of 5 g, RA of 46.7%, |E of 37.5 and Vma/Kn of de
65.2 U.mg".mM. Finally, it was concluded that the method of immobilization did not
increase the Ky, value, this is dependent on the offered load support and of the pH

immobilization.

Keywords: peach, optimized autolysis, invertase, immobilization.
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1. INTRODUCAO

Em péssegos, ja foram identificados mais de 160 tipos de micro-organismos
em diferentes etapas do processamento de polpa de péssego, destacando-se a
levedura Saccharomyces cerevisiae com potencial fermentativo e resiténcia térmica
significativa (GARZA et al., 1994; LOPES et al., 2014).

As enzimas obtidas a partir dessas leveduras tém sido bastante estudadas,
incluimdo a frutohidrolase frutofuranosidase (EC 3.2.1.26), conhecida como
invertase, que catalisa a hidrélise da sacarose produzindo uma mistura de glicose e
frutose chamada agucar invertido que € usado na industria de alimentos e
farmacéutica. Além das leveduras, sobretudo na espécie Saccharomyces cerevisiae,
as invertases sao também encontradas em invertebrados, vertebrados, algas
verdes, bactérias, vegetais e fungos (DEUNER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006;
GOULART et al., 2013). Em S. cerevisiae foram identificadas duas diferentes formas
de invertase: uma néo glicosilada, que se encontra no citoplasma, e outra localizada
no espacgo periplasmatico, que € glicosilada, e encontra-se ligada a parede celular
da levedura, sendo a extracelular a forma predominante (CANTARELLA et al., 2003;
BOFO et al.,, 2005). A Candida utilis também apresenta essas duas formas
(GUIMARAES et al., 2007).

A atividade 6tima das invertases geralmente ocorre em pH entre 4,6 € 5,0 e
temperatura entre 35°C e 50°C, com concentracdo de substrato da ordem de 120
g/L". Acima desta concentragdo a solugdo de sacarose tem a viscosidade
aumentada, reduzindo a atividade enzimatica na presenca de agua (VITOLO et al.,
2004; SANTOS, 2010). Em leveduras de puré de péssego cv Jubieu, a atividade
6tima da invertase foi demonstrada por Toralles et al. (2014), na temperatura entre
20-40°C e 5-6 de pH, sem, isolar e identificar as leveduras. Com a realizacdo do
presente trabalho foi possivel isolar e identificar trés leveduras diferentes para o
puré de péssego e duas para o residuo industrial de péssego, como demonstrado

no Capitulo 1.

As massas moleculares das invertases variam consideravelmente: em
plantas desde 42 kDa a 504 kDa; em micro-organismos 37-560 kDa (CANTARELLA

et al., 2003). A natureza do carboidrato ligado a enzima, conhecido como
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glicosilacéo, a técnica de purificacdo e eletroforese empregada para estimativa da
massa molecular e o elevado numero de cepas de leveduras produtoras de
invertase pode ser a melhor explicagdo para variabilidade na massa molecular desta
enzima (GUIMARAES et al., 2007 e ANDJELKOVIC et al., 2010).

Muitos trabalhos tém sido citados sobre leveduras produtoras de invertase
utilizando fermentacao submersa (FS) e sacarose ou melaco como principal fonte de
carbono (BELCARZ et al., 2002; BOFO et al., 2005; MUKHERJEE et al., 2005).
Porém, uma técnica que vem sendo utilizada é a fermentagdo em estado soélido
(FES), que consiste no cultivo de micro-organismos sobre e no interior de particulas
porosas uUmidas. A FES, quando comparada com a FS, é vantajosa porque
apresenta menor repressao catabdlica, alta produtividade e concentracdao da
enzima. Entretanto, in vitro, a fermentacdo descontinua em estado liquido para
producdo de biomassa, com potencial para producdo de invertase, tem sido
bastante utilizada (MITCHELL et al., 2000; ROMERO-GOMEZ et al., 2000; PALMA,
2003).

Ao final da fermentacdo, a invertase ndao se encontra livre, necessitando,
portanto, de um processo de extracdo. A autdlise € um processo bastante
empregado que, resumidamente, consiste na ruptura e degradacao das estruturas
celulares por atividade de enzimas degradativas, principalmente, as endo- e exo—[-
(1,3) glucanases. O processo de autodigestao pode ser iniciado pela aplicacdo de
condigcdes controladas de pH, temperatura, velocidades de agitacdo, potencial
osmdtico entre outros, que pode provocar morte celular sem inativar tais enzimas.
Uma série de desordens acontecem dentro das células, resultando na solubilizagao
dos componentes celulares e na desintegracdo da membrana celular; assim, os
componentes sollveis, onde se encontra a invertase, escoam para meio extracelular
(GUILLOUX-BENATIER et al., 1995; TENKANEN et al., 2003). A literatura pertinente
nao relata a interacdo dessas variaveis para avaliar a extracdo da invertase de

levedura de péssego por autdlise.

Ap6s a extracdo, a enzima encontra-se livre, porém glicosilada e,
dependendo de sua aplicacdo, sdo necessarias operagdes de purificacdo antes do
estudo de sua cinética completa seja na forma livre ou imobilizada. As técnicas de

precipitacdo com solvente seguido de separacao em colunas cromatograficas sao
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bem citadas e suficientes para preparar a enzima principalmente para caracterizar
as isoformas de invertase e sua imobilizacdo (ZHANG et al., 2004; GUIMARAES et
al. 2007, VEANA et al., 2011).

Uma alternativa para producédo de acgucar invertido é a hidrélise enzimatica
usando invertase imobilizada que consiste em reter ou ligar enzimas ou sistemas
enzimaticos em uma regidao definida de um suporte. Nesse processo € importante
preservar a atividade catalitica, de modo a permitir seu uso de maneira repetida e
continua. A imobilizacdo da invertase ocorre, principalmente, por adsor¢cdo ou
ligacdo covalente em um suporte ou aprisionamento em membranas (KOTWAL e
SHANKAR, 2009). Neste trabalho fez-se imobilizagdo por ligacao covalente a um
suporte, em duas etapas. A primeira etapa envolve a reacdo da agarose com 0
glicidol em presenca de NaOH e NaBH, resultando agarose-gliceril (Eq. 2.0) e sua
oxidacao em presenca de periodato de sodio para dar gel de agarose-glioxil, que é o
suporte pronto para imobilizar a invertase. Este tipo de mecanismo confere uma
maior estabilidade, dificultando a soltura da enzima do suporte e permitindo a
utilizacado de substrato mais concentrado (CARAVANTE, 2013).

] MaOH R. h
_ + 0 oH MalO. R H
R-OH £ OH T Ty ToH Nalo. 07y Eq. 2
MaBH . OH 0
Agarose-gliceril Agaraose-glioxil

R=agarose

Comercialmente, a imobilizagdo permite aproveitar a atividade enzimatica
por mais tempo, montar um biorreator com enzimas imobilizadas, melhorar a

estabilidade de enzima, operar de forma continua, entre outras (GUISAN, 2006).

Na imobilizacdo de invertases, foi encontrado divergéncias com relagdo ao
valor da constante Michaelis-Menten (K,,) ap6s a imobilizacdo. Alguns autores citam
que a imobilizacdo provoca um aumento do seu valor e outros, por sua vez, relatam
que a imobilizagdo ndo aumenta o valor de K. Neste trabalho implantou-se um
estudo para extrair, purificar parcialmente, caracterizar e imobilizar invertases
obtidas de S. cerevisiae de puré de péssego (ISc) usando como testemunha
levedura comercial (ILC). Para C. guillermondii de residuo de péssego (ICq)
realizaram-se alguns testes preliminares para determinar seu potencial na produgao
de invertase. Desta maneira o presente trabalho objetivou:

75



(1) estudar o efeito combinado da concentracao de NaHCO3 (50-350 mM) e
da velocidade de agitacao (50-350 rpm) no processo de extracdo da invertase ISc.
Desse experimento resultou um modelo matematico polinomial de segunda ordem
que permitiu definir as condi¢cdes 6timas para extracao da invertase e obtencao de

um extrato bruto;

(2) avaliar os efeitos da concentragdo do extrato enzimatico bruto para trés
enzimas: ISc; ICg e ILC. A paritr desse estudo foi possivel definir a diluigdo 6tima do
extrato bruto (EB) usando como resposta a atividade da IL e teor de proteina no EB;

(3) Purificar parcialmente a invertase ISc e ILC com solventes organicos
(Acetona e alcool) e identificar suas fragdes proteicas por eletroforese horizontal.
Com esse estudo consegui-se obter um extrato purificado e definir o solvente mais
efetivo na recuperacao da atividade especifica, bem como definir as fragdes
protéicas presentes no extrato purificado;

(4) Caracterizagao cinética da enzima livre e imobilizada covalentemente em
glioxil-agarose usando trés quantidades de suportes ativados (2,5; 5 e 10) e dois
pHs (7 e 10). Através desse estudo foi possivel definir as condi¢cées 6timas de pH,
temperatura, estabilidade ao calor e as constantes cinéticas (Km € Vmax para
invertase livre e imobilizada. Além disso, para invertase imobilizada, definiu-se as
condicoes 6timas de pH, tempo e velocidade orbital de imobilizagdo, bem como, a
oferta de suporte visando a étima recuperacdo de atividade e especificidade da

enzima imobilizada. Em todos os experimentos a invertase de levedura comercial foi

testemunha.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Micro-organismo e seu cultivo

O micro-organismo usado foi isolado a partir de puré de péssego a 22°Brix
fornecido por Lopes et al. (2014) e identificada como Saccharomyces cerevisae,
pelo sistema API 20C AUX, com 95% de exatidao e perfil numérico 2040032. As
culturas foram mantidas em placas de agar de dextrose de batata (BDA), pH 5 e
contadas como descrito por Siqueira (1995), apds 5 dias de incubagédo a 25°C. No

puré, a contagem inicial das coldnias foi de 22x10° UFC/mL". O crescimento da
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levedura foi conduzido usando cultivo em batelada com 20 g de cultura em BDA, 20
g.L" de glicose, (NH4)2S04 1 g.L™'; KHaPO4 2 g.L'; MgSO4.7H,0 0,5 g.L"; FeSO,
0,5 g.L" e peptona 5 g.L" sobre agitacdo de 150 rpm orbital a 30 °C durante 24
horas. Apés, foi feita uma nova semeadura ja com as leveduras identificadas e
isoladas como S. cerevisiae e com uma contagem inicial de cerca de 10° UFC/mL™".
Posteriormente, armazenadas a 4°C para extracdo da enzima. Para Candida
guillermondii obtida a partir de residuo de péssego seguiu-se 0 mesmo

procedimento.
2.2, Determinacao acucares redutores

Os acucares redutores foram determinados pelo método colorimétrico da
glicose usando 1 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS, Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Alemanha), 1 mL de meio reacional e 1 ml de 4gua, seguido de banho-maria
fervente por 5 minutos. No branco, foi utilizada agua destilada no lugar do meio
reacional. Todas as medidas foram conduzidas em triplicatas. A transmitancia
resultante dessa reagao foi medida a 490 nm, utilizando um espectrofotdmetro AJX-
1000 UV/VIS. A massa de glicose no meio reativo foi determinada através da curva

padrao de glicose Equacéo 2.1:

. AA-AB+ F
m glicose = %x VxF
(2.1)
onde AB é a absorbéancia do branco, AA é a absorbancia da amostra, B é o
coeficiente linear da reta, A é a constante de proporcionalidade; V é o volume final
do meio reativo, em mL, e F é o fator de diluicdo. Os valores de A e B encontram-se

no Apéndice A.

2.3. Efeito da concentracao de bicarbonato de sédio e velocidade de

agitacao na extracao da invertase

Para analisar o efeito combinado da concentragcdo de NaHCO;3; (X1) e da
velocidade de agitacao (X2), na extracdo da enzima, um planejamento rotacional
composto central (BARROS NETO et al. 1995), foi adaptado para duas variaveis e
cinco niveis (Tabela 2.1). Os extratos enzimaticos foram obtidos usando um método

de extracdo com bicarbonato conhecido como autélise. Para cada 100 g de
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biomassa, sdo utilizados 300 mL de solugdo em diferentes concentracdes de

NaHCOs; e velocidade de agitacao (Tabela 2.1).

A extracdo foi conduzida em shaker Quimis por 24 horas a 40°C. Apés,
centrifugou-se a amostra a 2025 x g durante 10 minutos para obter o liquido
sobrenadante que corresponde ao extrato enzimatico bruto que, foi armazenado a
-20 °C. No extrato centrifugado foi determinado o teor de proteinas por Lowry,
utilizando BSA como padrao (Acros, New Jersey, USA). Para testemunha foi

realizado o mesmo planejamento.

Tabela 2.1 Codificacdo das variaveis reacionais e planejamento do experimento.
Cédigo de Concentracdao de NaHCOg3 (X1) Velocidade agitacao (X2)

nivel
(mM) (rpm)
-1,414 50 50
-1 100 100
0 200 200
1 300 300
1,414 350 350

O planejamento experimental foi configurado com quatro pontos axiais,
quatro pontos cubicos, trés pontos centrais (Tabela 2.1). Todos os ensaios foram
conduzidos em triplicata. Uma funcao polinomial de segunda ordem (Equagéo 2.2)

foi ajustada aos dados experimentais:

Y=b,+>bX,+) b, X +D b X X, (2.2)
sendo: Y= varidvel resposta; X; ou Xj= varidveis entrada; bp= ponto central do
sistema; b= coeficiente linear; bj= coeficiente quadratico e bj= coeficiente interativo.
A variavel resposta foi definida em termos de atividade relativa (AR %) em relacao a

maxima atividade encontrada para ISc e determinada como descrito no item 2.4.
O ponto estacionario foi determinado através da equagéao:

1
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sendo: Xs= € 0 ponto estacionario; b= € um vetor (k x 1) dos coeficientes de
regressao de primeira ordem e B= € uma matriz simétrica ponto central (k x k). Na
diagonal, tém-se os coeficientes de regressao de segunda ordem e fora da diagonal

os coeficientes de interagéo.

Uma analise canbnica foi feita objetivando facilitar a interpretacao dos
resultados do ponto estacionario e definir se é um ponto de maximo, minimo ou

cela, usando o seguinte modelo:

Y=Y, +Aw’ +,wl+..+Aw’ (24)
Ys= é a resposta do ponto estacionario; wi= sdo as variaveis independentes

transformadas e Ai= sao autovalores da matriz B.
2.4. Atividade da invertase

A atividade enzimatica da invertase foi determinada por reagdo dos
acucares redutores com DNS. A transmitancia resultante dessa reagao foi medida a
490 nm, utilizando um espectrofotometro AJX-1000 UV/VIS. O meio reacional
continha 1,0 mL de tamp&o Mcllvaine pH 5.0; 1,0 mL de solucdo de sacarose como
substrato e 1,0 mL de extrato enzimatico. A mistura reativa final continha 40 mM de
substrato. A reacao foi conduzida em pH de 5,0 a 25°C. Apés, foi dosado o teor de
AR. No branco, foi utilizado 1,0 mL de &gua deionizada em substituicdo ao
substrato na mistura reativa. A atividade enzimatica foi calculada na parte linear da
curva. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que
causa o incremento de 1ug glicose.min™. O teor de proteinas por Lowry, utilizando

BSA como padrao (Acros, New Jersey, USA).
2.5. Purificacao do extrato bruto por precipitacao

A recuperacao da invertase foi feita através da precipitacdo com o solvente
organico etanol e acetona. O solvente gelado foi adicionado ao extrato bruto numa
proporcéo de 3:1. Esta mistura foi mantida sob-refrigeragdo por 15 min e apds este
periodo de tempo foi centrifugada por 10 min a 2025 x g. O precipitado obtido foi
secado e resuspendido em agua destilada. As proteinas solUveis e a atividade

enzimatica foram determinadas como descrito no item 2.4
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Para a precipitacdo com sulfato de aménio foi testada a concentracdo de
55%. O sulfato de aménio foi adicionado lentamente ao extrato enzimatico sob
agitacao e resfriamento, ap6s a adicdo do sal a mistura foi mantida em repouso
overnight a 4°C e, entao, centrifugada a 2025 x g por 30 min. O precipitado foi
ressuspendido em agua deionizada, dialisado em sacos de celulose (12000-16000
Da e 25 A% durante 12 h com trocas periddicas de agua. Em seguida foram

determinadas a atividade enzimatica e o teor de proteina.
2.6. Eletroforese

Os extratos purificados de invertase de S. cerevisiae de puré de péssego
(ISc) e de levedura comercial (ILC) foram submetidos a eletroforese horizontal de
gel de poliacrilamida (6%) usando tampéao (pH=8.3) que foi preparado de acordo
com o método de SCANDALIOS (1969). Amostras de extrato enzimatico (1000
ug/mL™") de 40 uL foram colocadas em cada espaco do gel. Uma voltagem de 100-
110V foi aplicada durante 4 horas. A eletroforese foi conduzida a 4°C. As fracdes
proteicas foram coradas em azul de Coomassie durante 24 horas seguido de
descoramento com solucdo metanol-acido acético-agua. Os géis foram

posteriormente escaneados.
2.7. pH e temperatura 6tima

O efeito do pH na atividade das invertases foi determinado a 25 C, na faixa
de pH entre 3 e 8, usando tampao Mecllvaine apropriado. O pH étimo foi utilizado em
todos os outros experimentos. Para estudar o efeito da temperatura, a atividade foi
determinada entre 10 e 80 °C, usando banho termostatizado e circulante (Nova
Etica). O meio reativo e 0 extrato enzimatico foram pré-aquecidos separadamente
por 1 minuto, em tubos com tampa (d.i 9mm, parede 1mm), na temperatura testada

e, entdo, a enzima foi adicionada.
2.8. Efeito da concentracao do substrato e parametros cinéticos

A sacarose, entre 0-100 mM de concentracao final no meio reacional, foi
utilizada como substrato para estudar o seu efeito na atividade das invertases nas
condicdes o6timas de pH e temperatura de 25°C e 50°C. A constante de Michaelis-

Menten (Kn) e velocidade maxima (Vmax) foram determinadas por regressdo nao
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linear. O comportamento linear dos dados foi investigado por Lineweaver e Burk
(1934).

2.9. Estabilidade térmica, constante cinética e tempo de meia-vida

Porgées (1000 pL) de solugdo do extrato enzimatico (1,0 mg.mL™") foram
previamente aquecidas (50°C) em tubos com tampa (i.d 9mm, parede 1mm) para
diferentes periodos de tempo. Posteriormente, condicionou-se meio reacional e a
atividade restante foi determinada usando o mesmo procedimento descrito
anteriormente no item 2.4. Desta maneira, a desnaturacao térmica das invertases foi
monitorada para cada tempo de aquecimento. As constantes de velocidade de
desnaturacao de primeira-ordem (k) foram determinadas a partir das inclinacdes das

curvas de desnaturacao de acordo com Eq. 2.5

xog(%,]?wz.ms;r ou m(%):m
: : (2.5)

onde A, é a atividade inicial da enzima e A; € a atividade apds o tempo de

aquecimento. As inclinagdes foram determinadas por regresséo linear.

O tempo de meia-vida (ti2), que é o tempo para atividade enzimatica
diminuir de A, até 2A, em uma reagdo de primeira-ordem, foi determinado através

da Eq. 2.5 como

=-In(1/2) = In2

o

fr=— (2.6)

O principal ponto a ser observado sobre a Eq. 2.6 é que, para uma reacao
de primeira-ordem, o tempo de meia-vida é independente da concentracao inicial.
2.10. Imobilizacao

O suporte agarose-glioxil foi preparado por esterificacdo da agarose com
glicidol e posterior oxidacdo com periodato de sédio de acordo a metodologia
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proposta por Komesu (2009). Para 105 g de agarose adicionou-se 30 mL de agua
destilada, 50 mL de solucao de Hidroxido de sodio (NaOH 1,7 M) com 1,425 g de
borohidreto de sédio (NaBH4) e 36 mL de glicidol sob agitagdo durante 15 h a 25°C.
Filtrou-se a vacuo e lavou-se com agua destilada até o gel atingir pH 7. Suspendeu-
se os 150 mL do gel obtido (gliceril-agarose) em agua destilada em uma proporcéao
1/10 (Vgel/Viota de suspensédo). Para 20 g de suporte (1:10), adicionou-se 0,7704 g
de periodato de sddio (NalO4) e se manteve por agitacéao durante 2 h. Lavou-se com
agua destilada e secou-se a vacuo. A eficiéncia da formacao do suporte de agarose-
glioxil, foi determinada pelo periodato (I04) ndo consumido na reacédo de oxidacao
dos grupos gliceril. A evolucdo da oxidacdo foi acompanhada pela medida da
absorbancia a 560 nm, que foi definida por varredura, usando um sistema reacional
contendo Kl, NaHCO3; saturado com adicdo de NalO4. A imobilizacdo da invertase
em agarose-glioxil foi realizada a 25°C, 50 rpm durante 24h em tampéo fosfato de
sédio 100 mM pH 7,0 e tampao bicarbonato de sédio 100 mM pH 10, testando

quatro quantidades de suporte glioxil-agarose (0, 2,5, 5¢e 10 g).

Uma aliquota de 1 mL do meio reacional contendo tampéao de imobilizagédo e
enzima foi retirada para medida de atividade inicial (branco de imobilizacéo).
Adicionou-se na suspensdo de imobilizagdo boroidreto de so6dio (1 mg /mL
suspensado), durante 30 minutos com agitacao (100 rpm), 25 °C, com posterior
centrifugagcédo e reconstituicio com tampao acetato de sédio 200 mmol/L pH 5. A
atividade da invertase livre e imobilizada foi medida no sobrenadante e
acompanhada por estimativa colorimétrica da glicose usando 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) e sacarose como substrato. A hidrélise foi conduzida a 25 °C e pH de 5 como
definido por Toralles et al. (2014). A concentragdo de proteinas foi determinada pelo

método Lowry.

O rendimento da imobilizacdo em termos de proteina foi calculado seguindo
a equagao 2.7

RI(%) = 20— Pt (2.7)
(0]

Onde Po equivale a proteina inicial da enzima livre (controle) e Pf, a proteina

apés 24 h de imobilizacao.
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A atividade recuperada no derivado foi calculada conforme a seguinte

relacao:

_ Atividade (U.mL ™) final

ARE — —
Atividade (U.mL ™) inicial

#1100

2.11. Analise estatistica

O Software Statistica v. 6.0 foi utilizado para calcular os coeficientes de
regressao nao linear, coeficiente de determinagcédo e analise de variancia (ANOVA),
bem como para gerar os graficos em duas e trés dimensdes. Os intervalos de
confianca dos coeficientes foram calculados multiplicando o erro padrdo por

Student-t (tn-2), ajustado aos graus de liberdade (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extracao da invertase por autdlise de levedura de puré de péssego

Na Tabela 2.2, tem-se o delineamento com as condicdes aplicadas e os
resultados experimentais para avaliar a extracdo da invertase de Saccharomyces
cerevisiae de puré de péssego (ISc), em termos de percentual de atividade relativa
(% AR). No ensaio 5, com uma concentracdo de 200 mM de NaHCO3 e 200 rpm, foi
onde se observou maior extracao por autdlise com uma %AR de 100% que
corresponde a uma atividade especifica 17,4 U.mL" em pH de 5 a 25°C. Os ensaios
2, 6, 7 e 8 ndo diferiram do ensaio 5 (p<0,05), sendo que 0s ensaios 6 € 7 séao
repeticdes do ponto central. Quando comparados os ensaios 2 e 8, com condicdes
experimentais quase inversas, fica evidente a dependéncia pelo efeito combinado

de ambas as variaveis: concentragdes de NaHCOg; e velocidade de agitacao.

A literatura ndo relata a interagdo dessas variaveis para avaliar a extracao
da ISc; portanto, comparacdes nao sao possiveis. Entretanto, o conhecido trabalho
de Vitolo et al. (1979) propde como condicao ideal de autélise a 200 rpm, 150 mM
de NaHCOj3 a 45°C para invertase de levedura de pao. Em condicbes semelhantes
usadas neste trabalho, foi encontrada uma % AR de cerca de 20%.
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Tabela 2.2 Matriz do planejamento experimental com os valores codificacdo, os
valores naturais e a resposta.

Ensaio Variaveis Codificadas Variaveis naturais Y@
X1 X2 X1 X2
(mM) (rpm)
1 -1 -1 100 100 38,2b
2 +1 -1 300 100 98,5a
3 -1 +1 100 300 32,0b
4 +1 +1 300 300 0,0c
5 0 0 200 200 100 a
6 0 0 200 200 97,8 a
7 0 0 200 200 99,3 a
8 -1,414 0 50 200 99,3 a
9 0 +1,414 200 350 0,0c
10 +1,414 0 350 200 0,0c
11 0 -1,414 200 50 24,3b

Y?= valor médio da variavel resposta em termos de atividade relativa (%AR), sendo que 100% de AR
corresponde a uma atividade 17,4 U.mL" em pH de 5 a 25°C. Valores médios seguidos da mesma
letra mindscula na coluna néao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

3.2. Efeito combinado da concentracao de bicarbonato de sédio e da

velocidade de agitacao

As influéncias linear, quadratica e interativa das concentragbes de
bicarbonato de sodo (NaHCO3) (X4) e velocidade de agitacao orbital (X2) na extracao
da invertase estdo na Tabela 2.3. O modelo expresso pela Equagédo 1, com
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,80, foi estatisticamente significativo para

regressao (p<0,05), dados mostrados em Apéndice B.
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Tabela 2.3. Coeficientes de regressao nao linear e de determinagao (R2) do modelo

matematico de segunda-ordem para extracdo da invertase de puré péssego cv.
Jubileu®.

Coeficientes Valores®
Intercepta (bo) 91,5 £3,44 **
B1 -12,4 £2,10**
B2 -16,9 £2,10**
B11 -21,1 £2,50**
B22 -36,4 +2,50**
B12 -21,3 £3,00**
R® 0,80

AY=b, + DiX; + boXo + bsXs + b11X4® + bxoXo® + b1oXq.Xo1; onde Xi= concentracdo NaHCO; e Xo=
velocidade de agitagdo. Significante (p < 0,01). "Valores = intervalo de confianga a p= 0,05. NS Nao

significativo; * Significativo (p <0,05); **Significativo (p< 0,01. Valores médios seguidos da mesma letra
mindscula na coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

O efeito interativo das concentracoes de NaHCO; e da velocidade de
agitacdo na extragdo da invertase por autdlise avaliado através da sua atividade
ficou evidente na Figura 2.1. Este tipo de informacado € de grande validade para a
otimizagé@o do processo extragdo da invertase. A faixa de concentragdes de NaHCOg3

e velocidade de agitacao, respectivamente, onde ocorreu 0 maximo de extracéo da
invertase, ficou entre 100—250 mM e 100-250 rpm.
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Figura 2.1. Superfice de resposta para efeito interativo de NaHCO3
(X1) e da velocidade de agitacdo (X2) no processo de extracao da
invertase (ILP) obtida por autélise de S. cerevisiae de puré de péssego

(1Sc) ga cv. Jubileu. A AR de 100% a 25°C e pH de 5 igual a 14,7
U.mg .

85



3.3. Localizacao do ponto estacionario e analise canénica

O modelo ajustado da Equacgao 2.2 é

2

_211X2 - 36.4X3

-16,9X 1

-21,3X, X

Yi =91,0- 12,4X1

2 172

Para o modelo acima, o ponto estacionario, determinado através da

Equacao 2.3 é dado por:

-0,20
Xy =
-0,18
Em termos de variaveis naturais, o ponto estacionario é dado por:

X, =-0,20.100+200 =180
X, =-0,18.100+200 =182

onde X; € concentracdo NaHCO3; e X; € a velocidade de agitagao orbital no
shaker.

Para expressar o modelo ajustado na forma candnica, primeiro, temos que

encontrar os autovalores que sdo as raizes do determinante da equagéo B-Al:

1oy 23
s A2+ 4220+ 33176
== 211-A
2

As raizes desta equacao sao iguais a: A=-10,33 e A,=-33,41. Como todas
as raizes caracteristicas possuem sinal negativo, pode-se dizer que o ponto

estacionario trata-se de um ponto de maxima extracao.
3.4. Comparacao entre os extratos bruto e liofilizado

Fazendo um estudo comparativo entre o extrato ndo purificado obtido por
autélise de S. cerevisiae de puré de péssego (ISc) nao-liofilizada e liofilizada, figura
2.2, ambos com uma concentragido de cerca de 1,0 mg.mL" de proteina e nas
condigcdes do ensaio 5, observou-se um aumento de cerca de duas vezes na

atividade da ISc liofilizada (37,1 U.mL™"). Para invertase de levedura comercial (ILC)
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— testemunha — procedendo de uma autdlise a 100 mM de NaHCOg3, 200 rpm e

45°C, observou-se 201,5 U.mL™" na mesma concentracdo de proteina.
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Figura 2.2. Comparacgao entre os extratos nao purificado de invertases
!Sc ndo-lliofilizada, ILSc liofilizada e ILC. Teor de proteina de 1 mg.mL

3.5. Atividade dos extratos nao purificados de invertase

Na Tabela 2.4 tem-se os resultados do efeito do extrato enzimético em
diferentes diluicbes. Os extratos sao originarios de uma autélise realizada em
batelada usando NaHCO3; 200 mM como agente de autdlise sob agitagdo orbital de
200 rpm durante 24 horas a 40 °C, com excec¢ao da invertase de levedura comercial
(ILC) que procedeu uma autélise a 100 mM de NaHCOs, 200 rpm e 45°C. Para o
extrato de invertase de S. cerevisiae de puré de péssego (ISc), ndo se observou
diferenca significativa entre o extrato bruto (73,5 £ 9,5) e sua diluicdo de 50% em
volume (70,2 + 3,7 U.mL™). Para extrato de invertase de C. guillermondii de residuo
de péssego (lcg), também néo se observou diferenga significativa entre o extrato
bruto (37,9 £ 2,1) e sua diluicdo de 50% em volume (39,5 = 4,8). Para ambos
extratos de Isc e Icg, escolheram-se o extrato com maior diluicdo porque renderam
uma quantidade maior em volume para desenvolver os demais experimentos, com

excecao para eletroforese.
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Tabela 2.4 — Atividade nos extratos de invertase de levedura comercial (ILC), de S.
cerevisiae de puré de péssego (ISC) e de C. guillermondii de residuo de péssego

(Icg).

L a Atividade enzimatica (U.mL™")
Extrato enzimatico
Invertases
%(V/V) ILC Isc Icg
100 20,0 £ 2,41 Efg | 73,56+£9,5 c [37,9+£2,1 de
50 42,6 £ 18,5 D 70,2 £ 3,7 c [395+£48 de
20 100,9 £ 3,9 B 37,144 de (20,114 efg
10 201,5 £ 15,1 A 26,2+49 def | 9,4+27 fg
1 43,8 £6,0 D 1,4+ 0,9 e 3,3+1,2 e

100% em volume: extrato enzimatico bruto centrifugado preparado como descrito no item 2.3; os
demais extratos foram preparados por diluicdo com agua destilada a partir do extrato enzimatico bruto
centrifugado na concentragdo de 100% em volume. Valores médios seguidos da mesma letra
mindscula na coluna néao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

Para invertase de levedura comercial (ILC), testemunha identificada como S.
cerevisiae, a maior atividade foi observada na diluicdo de 10% em volume (201,5 £
15,1) seguido da 20% em volume (100,9 + 3,9), sendo que ambas foram
significativamente superiores as demais atividades tanto para I1Sc como ICg
(p = 0,05). Quanto a diluicdo, os resultados sdo condizentes com os valores
encontrados por Toralles et al. (2014) para invertase de levedura comercial, porém
nao €& possivel comparacdes com ISc e ICg porque os autores nao trabalharam com

invertases obtidas de leveduras isoladas.

A Figura 2.3 foi construida a partir dos dados experimentais da Tabela 2.4.
A maxima atividade especifica de 201,5 + 15,1 U.mL" e 930 pg.mL"' de proteina
tomou-se com 100% de atividade relativa (%AR) para invertase de levedura
comercial (ILC). Quando comparado com essa atividade, a invertase de ISc mostrou
cerca de 35% desse valor e a ICg cerca de 20%. Para diluicdo de 1% do extrato
tanto o teor de proteina quanto o teor de agucares redutores ficaram abaixo dos

limites de quantificacao (Apéndice A).
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Figura 2.3 Efeito da diluigdo do extrato bruto nas atividades das invertases
livres de levedura comercial (ILC), de S. cerevisiae de puré de péssego (ISC) e
de C. guillermondii de residuo de péssego (ICq).

Para extrato de invertase obtida de levedura comercial, usando um processo
de extracdo combinando sucessivas maceragées em meio etéreo, Santos (2010)
encontrou 46,51 umoles.min’.mL" e 320 ug.mL" de proteina. Aqui, os valores
observados para o extrato bruto de ILC, 100% em volume, foi 20 U.mL' e 384

ug.mL" de proteina respectivamente.

3.6. Purificacao da invertase

Na Tabela 2.5 estdo apresentados os resultados obtidos através da
purificacdo com etanol e acetona para a recuperacdo das invertases por
precipitacdo, usando uma proporcao de 3:1 (solvente: extrato bruto). Os resultados
obtidos estao baseados na escolha das diluicbes mais adequada definidas no item
3.5.

Na comparacdo do extrato de ISc a 50% em volume (com atividade
especifica de 36,2 U.mg’"), com as precipitacées utilizando os solventes acetona e
etanol, obtiveram-se fatores de purificacdo de 2,1 vezes (89,9%) para o etanol e 3,0
vezes (86,1%) para a acetona, sendo as atividades de 63,1 e 60,4 U.mL",

respectivamente equivalentes as atividades especificas de 74,9 e 108,4 U.mg'1

89



Para testemunha, ILC, com extrato diluido a 10% em volume, o alcool
também foi mais efetivo, com uma atividade de 275,6 U.mg'1 e um fator de
recuperacao de 1,3 e um rendimento de cerca de 70%, apesar das diferencas nao
serem significativas entre os solventes para ambas as enzimas. Andjelkovic et al.
(2010) obteve um rendimento de 79,2 % para invertase purificada de extrato bruto

obtido por autélise de levedura de pao comercial.

Frequentemente, a precipitagdo por sulfato de aménio é utilizada para
separacado de misturas complexas de proteinas, baseando-se na concentragdo de
sal necessaria para precipitar diferentes proteinas, sendo frequentemente
encontrada na literatura como um processo de purificacdo. Para I1Sc, testou-se 55%

de (NH4)2804 e obteve-se um fator de purificacdo de 1,6 vezes e um rendimento de

cerca de 94%, mas nao se optou por esse método de recuperagao porque € mais
trabalhoso que precipitacdo com solvente. Moriguchi et al. (1991), trabalhando com
purificacdo de invertase éacida de extratos de polpa de péssego, obteve um
rendimento de 94% com adicdo de (NH4)>SO4 em quantidade suficiente para

fornecer 55 % de saturacao.
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Tabela 2.5 — Atividade dos extratos de invertase livre de levedura comercial (ILC), de S. cerevisiae de puré de péssego (ISC)
purificados com solventes organicos.

Invertases
ILC ISc
Atividade Atividade Proteina  Recuperacéao Atividade Atividade Proteina Recuperacao
especifica especifica
(U.mL™) (U.mg™) (ug.mL™) % (U.mL™) (Umg")  (ug.mL™)

EB’ 201,5+15,1a 216,8+16,3b 930 1,0 100 70,2+ 3,7 a 36,2 +1,9¢c 1937 1,0 100
Acetona | 1453+1,4b 201,0+2,0b 723 0,93 72,1 63,1+7,7a 748%91Db 843 2,1 89,9
Alcool | 140,1 +126b 275,6 +24,6a 508 1,3 69,5 60,4+72a 108,4+129a 557 3,0 86,0

*EB é o extrato 10% em volume para ILC e 50% para ISc. Valores médios seguidos da mesma letra minuscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo
teste Tukey (p<0,05).
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Quanto a estabilidade, apés 30 dias armazenados a -20°C, observou-se
uma perda maxima de 7% para extrato bruto de ISc e nenhuma perda significativa
para os extratos purificados apdés 30 dias. Para a testemunha houve perda de
atividade entre 7,60% e 13,4 %, sendo que a purificagcdo usando alcool foi onde se
observou a maior perda (Figura 2.4). Para extrato bruto de ILC armazenado sob
refrigeracdo 4°C, a perda apds 30 dias de armazenamento foi 49%. Novaki et al.
(2010), tanto para extratos de invertase recuperados com sulfato de ambnio como
com solvente a partir de extrato bruto de Aspergillus casiellus, observaram de 30% a

40% de perda na atividade durante o tempo de estocagem em freezer.
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Figura 2.4 Estabilidade do extrato bruto (EB) e purificado (EP) de levedura
comercial (ILC), armazenados por 30 dias a 4°C e -20°C.

3.7. Eletroforese

Duas fracdes proteicas foram separadas a partir do extrato concentrado com
acetona para ISc e para ILC usando eletroforese de gel de poliacrilamida 6% com
tampao de corrida 8,9, sendo ambas coradas com solucdao de azul de Coomassie
0,1 % m/v (Figura 2.5). Tanto para ISc como para ILC, testemunha, foram
identificados uma banda com 0,1 e outra com 0,3 de mobilidade relativa (MR). Para

ILC, o interessante € que quando modificam-se as suas condi¢cdes originais de
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autolise de uma solugdo 100 mM NaHCOs, 200 rpm, 45°C e 24 horas para 300 mM
NaHCO3,100 rpm, 40°C e 24 horas, uma terceira (MR=0,5) e quarta banda
(MR=0,65) aparecem bem nitidas para ILC além das outras ja citadas. Nestas
condigdes, para o extrato bruto de ILC, observou-se uma atividade 282,7 U.mL" que
€ 1,4 vezes maior do que atividade encontrada para extrato bruto para condicdes de

autélise escolhidas como padrao de extragao para ILC.

O padrao BSA (INLAB), fracdo V, com massa molecular de 66KDa, teve um
MR de 0,5. Tal fato indica que a fracdo ILC com uma banda (MR= 0,50) tem uma
massa molecular proxima a 66 KDa. Estudos de Andjelkovic et. al (2010), também
para invertase de levedura de pao comercial, encontraram quatro isoformas com
atividade e todas com massa molecular de 60 kDa. Goulart et al. (2003) indicaram
pelos menos duas isoformas presentes em fracdo proteica com atividade de

invertase a partir Rhizopus sp.
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Figura 2.5 Perfil eletroforético de ILC e ISc a partir de seus extratos
concentrados com acetona com cerca de 1 mg.mL™" de proteina. Inserido:
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% pH 8,9. A mobilidade relativa foi
baseada na migracdo do marcador de azul de bromofenol. As fracbes
proteicas foram coradas com azul de Coomassie: ILC; ILC; ISc e BSA.
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3.8. Efeito do pH e temperatura das enzimas livres

Na figura 2.6 tem-se o efeito do pH na atividade hidrolitica da ISc (de puré
de péssego). A hidrélise da sacarose foi realizada durante 10 minutos a 25°C e uma
concentragdo final de 40 mM sacarose no meio reacional. A maxima atividade para
ISc foi observado em 5,0. No pH 6timo, a atividade relativa (AR) de 100%
corresponde a uma atividade especifica 74,8 + 9,1 U.mg”. Akgol et al. (2008),
trabalhando com invertase de levedura de pao livre e imobilizada, o pH étimo ficou

na faixa 5 a 6.
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Figura 2.6 Efeito do pH na atividade da invertase de S. cerevisiae de puré
de péssego. Tampao Mcllvaine: citrato (100 mM) - fosfato (200 mM).
Temperatura: 25+0,1°C. Enzima: 1,0 mL em 3,0 mL de meio reativo com
40 mM sacarose. Os pontos sdo a média de 3 repeticdest0,95*desvio
padréo. 100% de AR é 74,8 9,1 U.mg’’

A temperatura 6tima foi 50°C para ISc (Figura 2.7). A estabilidade foi
diminuindo a partir do ponto 6timo, sendo que na temperatura de 70°C nenhuma
atividade residual foi detectada para ISc. Os resultados apresentados aqui estdo de
acordo com o0s observados por Emrugul et al. (2006) para dependéncia da
temperatura de invertase [EC 3.2.1.26] obtidas da Sigma Chemical Co.
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Figura 2.7 Efeito da temperatura na atividade da invertase de S. cerevisiae
de puré de péssego (ISc). Tampao Mcllvaine pH 5. Enzima: 1,0 mL em 3,0

mL de meio reativo com 40 mM sacarose. Os pontos sdo a média de 3
repeticdes+0,95*desvio padrao. 100% de AR é 224,2 +6,5 U.mg™".

Toralles et al. (2014), trabalhando com invertases obtidas por autélise de
levedura de pao e puré de péssego, encontraram que para ambas as enzimas, o pH
6timo ficou na faixa de 5,0 a 6,0. Por outro lado, a temperatura 6tima para invertase
obtida de levedura comercial de p&o ficou entre 40 e 50°C, mas para invertase de
levedura de puré de péssego entre 20 e 40°C usando extratos brutos de leveduras
nao identificadas. Fato que motivou a realizagdo deste trabalho com invertase de
puré de péssego, porque € uma importante caracteristica para producao de acucar

invertido com controle do escurecimento ndo enzimatico.

O estudo da estabilidade é um fator importante para aplicagéo industrial de
reacdes catalisadas por enzimas. A figura 2.8 mostra a estabilidade da ISc e ILC,
em termos de atividade relativa, a 50°C que foi a 6tima temperatura encontrada para
ambas enzimas. Para ISc, a desnaturacao seguiu um aparente modelo cinético de

primeira ordem com uma constante cinética (k) de 7,5.10° min" e um tempo de
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meia-vida (ti2) de 92 min. A ILC também seguiu uma cinética de primeira ordem
com k de 9,9.10° min™" e t;» de 70 min. Até 30 minutos, ambos apresentaram uma
atividade residual de cerca de 80%, mas acima desse tempo observou-se um
afastameto gradual na establidade da testemunha frente invertase 1Sc. Barbosa
(2009), para invertase de levedura comercial, demontrou que a ezima é estavel na

faixa de 40-50°C durante 60 minutos, porém, a 60°C a forma livre exibiu menos de
40% de atividade apds 60 minutos.
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Figura 2.8 Efeito da temperatura ao longo do tempo na atividade da
invertase de S. cerevisiae de puré de péssego (ISc) e invertase de levedura
comercial a 50°C e nos tempos indicados: ISc (¢) e ILC (m).

3.9. Parametros cinéticos para invertase livre e imobilizada

Os parametros cinéticos para a velocidade de hidrélise da sacarose foram
determinados para invertase livre de S. cerevisiae de puré de péssego (ISc) e de
levedura comercial (ILC) por regressao nao linear (Tabela 2.6).
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Tabela 2.6. Constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade maxima (Vmax) da
invertase livre de Saccharomyces cerevisiae de puré de péssego (ISc) e invertase
livre de levedura comercial (ILC).

Parametros Invertase livre
S. cerevisiae Levedura comercial
Km® (MM) 44,8 +£1,42** 6,61+ 0,19**
Vinax: (U.mg'1) 181,0 £ 3,22** 300,0 £ 0,94**
Viax /Km 4,05 45,4
R 0,98 0,99

2valor * intervalo de confidéncia a p=0.05. **Significativo (p<0,01). "™ N&o significativo.

Para ISc, observou-se um comportamento hiperbdlico entre velocidade de
hidrélise (U.mg™") versus concentragdo de sacarose (mM) durante o caminho da
reacdo, sugerindo uma cinética de Michaelis-Menten (Figura 2.9). Os pontos
experimentais foram confirmados pela linearidade do grafico de Lineweaver-Burk
(Figura 2.9, inserida). Os valores da constante aparente de Michaelis (K o) € da
velocidade maxima  (Vma) foram 44,8 mM de sacarose e 181,0 U.mg’,
respectivamente.

120

—_
(]
(=]

23]
(=]
L

[=2]
(=]
L

0po3

opz

S
o

om

Velocidade de hidrolise, v (J.mg™")

v (mg.u)

s}
[=}

0oa - T T T ]
0p5 0po o0 010 05

1/sacarose(mM ! )

0 10 20 30 40 50 60 70
Sacarose (mM)
Figura 2.9 Efeito da concentragdo da sacarose na velocidade de hidrélise da
invertase livre de S. cerevisiae de ISc. Tampao Mcllvaine pH 5.Temperatura:
25+ 0,1°C. Enzima: 1,0 mL em 3,0 mL de meio reativo. Inserido: gréafico de
Lineweaver-Burk. Os pontos representam a média de 3 repeticoes.
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Quando a ILC, testemunha, foi usada como catalisador para hidrélise da
sacarose (0-60mM), o grafico da velocidade hidrélise versus concentracdo de
sacarose foi hiperbdlico somente na primeira parte da curva (Figura 2.10). Apoés, a
atividade decresce para uma concentracdo de sacarose maior do que cerca de 40
mM. Esta inativacdo pode ser resultado de uma inibigdo classica por substrato. Os
pontos também foram confirmados por Lineweaver-Burk (Figura 2.10, inserida). Os
valores Kmap Vmax foram 6,61 mM de sacarose e 300 U.mg”, respectivamente. A
velocidade de hidrélise mediada pela ILC (Figura 2.10) foi pelo menos 1,5 vezes
maior do que a da ISc (Figura 2.9). Nas mesmas condi¢cdes de hidrélise, Toralles et
al. (2014) encontram um K, de cerca de 24 mM e Vs de 47 U.mg” para extrato
bruto ILC. Comparando os coeficientes de especificidades (VmaxKm) de ambos
extratos de ILC, pode-se afirmar que a purificacdo aumenta 3-4 vezes a afinidade
pela sacarose e cerca de 10 vezes a especificidade. A 60°C e 5,5 de pH, Amaya-
Delgado (2006) encontraram um Kp de 24 mM e Vpa de 1,06 mol.min™ para
invertase comercial de S. cerevisiae sem purificacao adicional. Tal fato mostra que a

constante de Michaelis-Menten é dependente da purificacao, pH e da temperatura.
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Figura 2.10 Efeito da concentracado da sacarose na velocidade de hidrélise da
invertase de levedura comercial. Tampao Mcllvaine pH 5. Temperatura:
25+0,1°C. Enzima: 1,0 mL em 3,0 mL de meio reativo. Inserido: gréafico de
Lineweaver-Burk. Os pontos representam a média de 3 repeticoes.
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O modelo de Michaelis-Menten foi estatisticamente significativo (p<0,01)
para descrever a hidrolise da sacarose para ambas enzimas (Apéndice B-Tabela
B3), porque os valores de F calculados foram 11 e 76 vezes maior para ISc e ILC,
respectivamente, do que o valor listado. Como regra pratica, um modelo tem
significagéo estatistica quando o valor de F calculado é pelo menos 3-5 vezes maior
do que o valor listado (GACULA e SINGH, 2008).

3.10. Influéncia do pH de imobilizacao e parametros de imobilizacao

Na figura 2.11 tem-se a estabilidade do extrato de invertase livre de levedura
comercial de pao (ILC) a 10% em volume, testemunha, durante 24 horas, a 25°C e
50 rpm de agitacdo orbital, teve como objetivo avaliar a perda de atividade da
enzima livre durante a sua imobilizacdo. Apds 24 horas de incubacdo, o extrato
diluido em agua reteve 80% de sua atividade inicial, seguido do extrato diluido em
pH 10, retendo 47% da atividade da invertase; no pH 7 apenas 26%.
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Figura 2.11 Estabilidade da invertase de ILC. Os extratos purificados
foram diluidos em agua (#); em pH 10 (®) e em pH7 (A). Todos foram
incubados durante 24 horas a 25°C e 50 rpm, com uma dilui¢do final de
10% em volume.

As invertases apresentam uma ampla faixa de atuagdo para pH como
mostra a Figura 2.11. No pH 10, apesar da atividade ser baixa, mostrou-se estavel.
Segundo Komesu et al. (2009), tal propriedade e pH faciltam a imobilizacao
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multipontos em diversos suportes, pois esse pH favorece a presenca de grupos -

NH,, nao ibnicos, na superficie da enzima e, assim, favoravel a imobilizagao.

Na Tabela 2.7 tem-se os parametros de imobilizacdo da ILC utilizando gel
de agarose-glioxil como suporte. Pode-se observar que na “carga” oferecida de
proteina de 5,6 mg por grama de gel, em pH 10, foi onde se observou melhor
rendimento de imobilizacdo (44,7%) em termos de proteina fixada do suporte, mas
tanto para a carga 1,4 como 2,8 mg de proteina por grama de gel, em pH 10,
favoreceram maior recuperacao de atividade. Por outro lado, a maior atividade (36
u.mL'1) foi observada em pH 7, carga 3,0 mg de proteina por grama gel e atividade
180 U.mL.g gel .

Tabela 2.7. Rendimento de imobilizagdo da ILC (RI), atividade recuperada (AR) para
diferentes cargas de proteinas oferecidas ao suporte de agarose-glioxil, com pH 7 e
10, de imobiliza¢do a 250C e 50 rpm.

Gel® Carga® pH Recuperacgao RI Atividade  Atividade
(9) (mg/g gel™) (%) (%) UmL"h  UmL"
gel”)
0,00 14,8 7,0 100 0 316,9
2,50 5,9 7,0 2,30 29,6 7,40 74,4
5,00 3.0 7,0 11,4 37,1 36,0 180,2
10,00 1,5 7,0 3,50 30,6 11,0 27,5
0,00 14,1 10,0 100 0 35,9
2,50 5,6 10,0 30,3 447 10,9 108,7
5,00 2,8 10,0 46,4 37,5 16,7 83,3
10,0 1,4 10,0 47,4 30,9 17,0 42,5

aGel= gel de agarose-glioxil; °Carga= carga oferecida de proteina (mg) por
gel de agarose-glioxil (Q).

Os maiores valores para rendimento e recuperagdo da atividade foram
observados em pH 10 concordando com a teoria dos grupos —NH. explicado
anteriormente e, também, devido a estabilidade neste pH ser maior (Figura 2.11).
Santos (2010), também trabalhando com invertase obtida de levedura comercial
Fleischmann, encontrou rendimento superior para bagaco de cana (59,83%) e
inferior para sabugo de milho (21,40 %), sendo que ambos o0s residuos
agroindustriais foram submetidos a mesma técnica de imobilizagcao resultando em

suporte de residuo-glioxil. O sistema de imobilizacdo gel de agarose-glioxil como
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suporte tem sido usado para outras enzimas. Komesu et al. (2009) comunicaram um
Rl de 60,5% e 66,8% de recuperacdo da atividade da xilanase comercial (EC
3.2.1.8), usando quitosana 2.5% ativada com epicloridrina.

Os resultados aqui apresentados foram todos obtidos fixando as condi¢des
reacionais de hidrélise da sacarose a 25°C, pH 5 e concentracéo final de sacarose
no meio reacional de 40 mM, mas para cada condicdo de imobilizagdo, apresentada
na Tabela 2.7, conforme apresentado na Tabela 2.8, existe um comportamento
cinético diferenciado entre enzima imobilizada e a concentracdo do substrato
ofertado. Para adicdo de 5 gramas de gel de agarose-glioxil como suporte, a
afinidade foi maior em pH 10 do que em pH 7 quando comparados os valores K,
(Tabela 2.8). Os valores Vma/Km, que € chamado de coeficiente de especificidade,
foram de cerca de 65,2 e 35,4 U.mg'.mM”, respectivamente, indicando que a
invertase imobilizada, em suporte de agarose-glioxil em pH 10, tem cerca do dobro
de especificidade do que a imobilizada em pH 7. Também nessa carga de gel foi

que observou uma cinética favoravel quando comparado com as demais cargas.

Alguns autores citam que a imobilizacdo aumenta significativamente o valor
de Km (AKGOL et al., 2001; RIBEIRO e VITOLO, 2005; ANDJELKOVIC et al., 2015).
Por exemplo, Emregul et al. (2006), trabalhando com imobilizagdo de invertase em
gel de poliacrilamida em pH 7,2, encontraram 86 mM e 166 mM para invertase livre
e imobilizada, respectivamente. Eles alegaram que o aumento de cerca de 1,92 no
valor de K, pode ser devido ao limitado acesso das moléculas de sacarose ao sitio
ativo da enzima imobilizada. Tal fato pode ser a sua distribuicdo ao longo da
camada do polimero utilizado para imobilizacdo e sua modificacdo conformacional.
No presente trabalho, os resultados indicam que a técnica de imobilizacdo usada
nao afeta o valor de K, quando comparados os valores da tabela 2.8 com os valores
para invertase livre da tabela 2.6, mas sim a carga ofertada, em miligramas de
proteinas por grama gel, e, também, o pH de imobilizacdo (Tabela 2.7).
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Tabela 2.8. Constante de Michaelis (Km) e velocidade maxima (Vmax) da invertase imobilizada de levedura comercial (ILC)

Parametros Invertase imobilizada em agarose-glioxil
pH 7 pH 10
2,5° 5,0 10 2,5 5,0 10

Km® (MM) 98,6 £ 18,3** 5,95+ 0,27** 39,6+ 3,54** 27,7 £8,70 ** 1,27 £0,31 ** 18,1 £ 3,45 **
Vi (U.mg™) 180 + 21,2** 211 £2,01** 168,3 £ 6,82** 55,4 +4,82 81,4 +£1,00 ** 114 + 5,89 **

Vmax /Km 1,82 35,4 4,24 2,00 65,2 6,33

R 0,98 0,90 0,93 0,98 0,97 0,98

Inibicao >78 mM >58 mM >78 mM >98 mM >117 mM >98 mM

2valor * intervalo de confidéncia a p=0.05. **Significativo (p<0,01). "* N&o significativo.
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4. CONCLUSOES

(1) A funcéo polinomial de segunda ordem explicou a extragéo da invertase
livre obtida por autblise de Saccharomyces cerevisiae de puré de péssego cv.
Jubileu (ISc) com uma variagdo explicada em torno da média de 80%. O efeito
interativo da concentragcdo NaHCO3; (X1) e velocidade de agitagdo (X2) no processo
de extracao indicou efeito linear e quadratico. O ponto estacionario € um ponto de
maxima extracdo da ISc em 186 rpm e a 176 mM NaHCOj diferindo do ponto

central em menos 15%.

(2) Os extratos nao purificados de invertase livre de I1Sc e de ICg tém 6tima
atividade na diluicdo 50% v/v e a levedura comercial (ILC) — testemunha — na
diluicdo 10%.

(3) A invertase ISc tem 6tima atividade em pH 5 a 50°C. O tratamento
térmico reduziu significativamente a atividade enzimatica da ISc a partir do ponto
6timo, sendo que a desnaturacédo térmica ap6s 30 minutos a 50°C é semelhante

para as enzimas.

(4) A recuperacdo da atividade da ISc foi superior da ILC para ambos
agentes precipitantes, sendo que o alcool foi mais efetivo do que a acetona. Por
outro lado, a estabilidade do extrato bruto é superior no armazenamento a -20°C do
que 4°C para ambas as enzimas e o extrato purificado com acetona mostrou-se
mais estavel apos 30 dias de armazenamento -20°C do que o extrato purificado com

etanol.

(5) Na eletroforese, duas fracbes proteicas foram detectadas para ISc e
quatro para testemunha, sendo 66 kDa a terceira banda (MR=0,5) equivalente ao

valor em KDa do padrao BSA.

(6) As invertases livres de ISc e ILC mostraram comportamento Michaeliano
e seus dados cinéticos também seguiram o modelo linear de Lineweaver-Burk,
sendo que no caso da testemunha, a purificacdo aumenta 3-4 vezes a afinidade
pela sacarose e cerca de 10 vezes a especificidade.
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(7) Nas condi¢bes de imobilizacdo (24 horas, 25°C e 50 rpm), a invertase
livre ILC é mais estavel em pH=10. Também nesse pH & maior a recuperagcdo da
atividade apds sua imobilizagdo e o rendimento em termos de proteina fixada no
suporte agarose-glioxil. As maiores atividades especificas e especificidades foram
observadas para as cargas ofertadas de 2,8 e 3,0 miligramas de proteina por grama

de gel, respectivamente, nopH 10 e 7.

(8) A técnica de imobilizacdo ndo aumenta o valor de K, como citado por
alguns autores, mas, sim, a carga ofertada de proteina por grama de gel e o pH de

imobilizacao.

(9) A levedura Candida guillermondii é produtora de invertase e poderia
encontrar aplicacées em biotecnologia de alimentos, uma vez sejam estudadas suas

melhores condi¢des de temperatura, pH, extracao, purificacdo e caracterizacao.

Finalmente, pode-se afirmar que o NaHCO3; é um agente de autdlise efetivo
e sua utilizacdo € uma boa alternativa na extragdo da invertase, principalmente se
for combinado com a velocidade adequada de agitagdo no shaker (no binémio 200
rom e 200 mM de NaHCOsg). A liofilizagdo da biomassa antes da autélise dobra a
atividade da ISc nas mesmas condigbes. De modo geral, a imobilizagdo em
agarose-glioxil pH 10 melhorou as caracterisiticas cinéticas da testemunha e deve

ser testada para ISc e ICg.
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A1. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL PARA ABORDAGEM DO

PROBLEMA
Péssego
{Puré e residuo)
r
e 2
Levedura comercial _, L B . -
evedura ) ({7 Cultivo em placa
{Testemunha) o <-.._______ﬂ/'/] L P
_— ) = (24 horas
Cultivo em placa (1| Cultivo/Batelada (1 150 rpm
gl | 30°C
T Liofilizagdo N
J L 24 horas
. | &0-350 [MaHCO3
(API20C AUX) Autélise {74 50350 Epm :
0 [ 30°C
o N /" Extrato
( Identificagao ) \ Bruto
& =5 U
Concentragao
3 i Acetona
= . | Etanol
Purificagao 74 NHY,S0,
| | Diglise
bt ExkaD
e i purificado
Sephacryl 8100 o))
- © Gal de poliacrilamida 6%
S Tampao corrida:
Eletroforese LiOH-N,BO, pH8
g g / 90 volts
i B gy g e | 2horas
Isoenzimas |11} ' _
.. = Gel de glioxil-agarose 6%
= T Tampdes
e Fosfato pHT
Imobilizagao ' Bicarbonato pH 10
24 horas
25°C
50 rpm
I witro: !
T=25 e 50°C | (s
pH=5 - Cinética (Ky, V..
0-200 mM sacarose
In witro: | = a = . tadi:;“t‘m
= o - o
TH =255 e 50°C Hidrolise Tempo de retengao (TR}
" i[5y TR= f{ [S], Ko Vi
Aglicar Hl'"‘.
“_  invertido

e =
X &

/

Figura A1. Fluxograma experimental para abordagem do problema.
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A2. CURVA PADRAO DA DOSAGEM DE ACUCARES REDUTORES

Os acucares redutores foram determinados, usando glicose como padrao, a
partir da Figura A1 — curva padrao da glicose usando DNS A 490 nm. A constante
de proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a concentracdo de glicose e
coeficiente linear da reta (B) foram calculadas por regressao linear, sendo que os
pontos de simbolo aberto ndo foram usados na regressao (Figura A1). O valor de A
foi significativo (p<0,01) e com intervalo de confidéncia de 1,69 + 0,3. O valor de B
nao foi significativo. Os Limites de Detecc¢éo (LD) e Quantificacdo (LQ) iguais a 32,5
mg.L" e 108,4 mg.L". Gabriel (2009), usando 0 mesmo método do DNS, obteve

uma curva semelhante com um coeficiente de inclinagéo “A” igual a 1,72274.

2,500 ~
y=1,6929X - 0,0496

R2= 10,9837
2,000 - @

1,500 A <

Absorbancia
L

—

(=1

=)

o
1

0,500 ~

UDDD T T T T T 1

Concentracéo (g/L)

Figura A2. Curva padrao para agucares redutores.
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A3. CURVA PADRAO DA DOSAGEM DE PROTEINAS

Na figura A2 tem-se a curva de calibragdo para quantificacdo de proteinas
pelo método Lowry usando Albumina de Soro Bovino (BSA) como padrdao. A medida

de absorbancia foi realizada a 750 nm.

A constante de proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a concentracao
de BSA e coeficiente linear da reta (B) foram calculadas por regressao linear. O
valor de A foi significativo (p<0,01) e com intervalo de confidéncia de 0,0016. Os

Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ) iguais a 72,6 mg.L" e 242,1 mg.L™.

0,900 -
0,800 -
y= 0,0016%+ 10,0147
0,700 4 F== 0,995

0,800
0,500
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0,300 -+
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0 200 400 600
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Figura A3. Curva padrao para proteinas método Lowry.
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Tabela B1. Andlise de variancia da curva padréo glicose em DNS e de dosagem de proteina por Lowry.

Fonte de Modelo de Lambert-Beer
variacao
Soma quadratica (SQ) Graus de liberdade (GL) Média quadratica (MQ)
Enzima Glicose Proteina Glicose Proteina Glicose Proteina
Regressao 0,802412 0,57068 1 1 0,802414 0,57068
Residuo 0,013277 0,0023 5 8 0,002655 0,00029
Total 0,815691 0,5728 6 9
Fea(1,5 € 1,8) 302,1788 1984,46
R 0,98 0,99

Fia0(1,8)=11,26 no nivel de confianca de 99%.

Tabela B2 Andlise de variancia para o ajuste de um modelo de segunda ordem aos dados experimentais.

Origem da Modelo:Y =b, + > b, X, +> b, X +>.b X, X,
variacao
Soma quadratica (SQ) Graus de liberdade Média quadratica (MQ) Feal
(GL)
Modelo 46022,69 5 9204,54 22,9
Linear 10543,61 2
Quadratica 30012,11 2
Interacoes 5466,97 1
Residuo 10864.59 27 402,39
Erro puro 385,98 24
Total 51346,33 33

F(5;27)=2,57; F(3;24)= 3,01
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Tabela B3. Andlise de variancia do modelo de Michaelis-Menten para ISC e ILC.

Fonte ge Modelo: VO = (Vmax ><A0 WM Km + AO )
variagao
Soma quadratica (SQ) Graus de liberdade (GL) Média quadratica (MQ)
Substrato ISc ILC ISc ILC ISc ILC
Regressao 10047,286098  61733,653836 1 1 10047,286098  61733,653836
Residuo 654,037479 354,077864 8 6 81,754685 59,012977
Total 10701,323578 62087,7317 9 7
Feal 122,895539 1046,1030
R 0,939 0,994

Fian(1,8)=11,26 e Fa(1,6)=13,75 no nivel de confianca de 99%.
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