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Resumo: Diante do interesse biotecnoldgico e industrial das enzimas Frutosiltransferase
(FTase) e B-frutofuranosidadase (FFase), o objetivo deste trabalho foi a producéo dessas
enzimas na forma extracelular por fungo filamentoso em cultivo submerso. Para a
bioprodugéo foram utilizados os fungos filamentosos Aspergillus niger ATCC 9642 e
Penicillium brasilianum, com variacdo da composicdo do meio de producéo,
concentragéo de esporos, tempo, temperatura e pH. A enzima produzida foi caracterizada
parcialmente quanto a temperatura e pH 6timos, Km € Vmax. Avaliou-se também a
estabilidade térmica frente a diferentes valores de pH e de estocagem. O micro-
organismo A. niger ATCC 9642 apresentou a maior atividade de FTase
(8,79 pmol/min.mL) e FFase (9,32 pmol/min.mL) em meio de produgéo composto por
20 % sacarose, 0,5% extrato de levedura, NaNOs 1 %, MgSOa4 .7H20 0,05 %, KH2PO4
0,25 %, NH4Cl 0,5 %, NaCl 0,25 % a pH 5,5, temperatura de 25 °C, tempo de 48 h e
concentragio de esporos 5 x 107 esporos/mL. A FTase e FFase apresentaram pH e
temperatura 6timos de 2,39 e 60 °C, respectivamente. A estabilidade térmica demostrou
gue a enzima FFase é mais estavel termicamente quando comparada a FTase. A
estabilidade frente a diferentes pHs demonstrou comportamento semelhante para FTase
e FFase, sendo o pH étimo entre 2,0 e 3,0. A FTase e FFase apresentaram estabilidade
de estocagem em temperatura de congelamento e refrigeragdo por aproximadamente 400
hs. Os pardmetros cinéticos, Km e Vmax, para o substrato de sacarose foram de
24,60 umol/min.mL e 104,16 umol/min.mL para FTase e 3,91 umol/min.mL e
20,24 pmol/min.mL para FFase.

Palavras-chave:  Bioprodugdo,  micro-organismos,  frutosiltransferase, -
frutofuranosidase.



Abstract: Due to the biotechnological and industrial interest of the enzymes
Frutosiltransferase (FTase) and B-fructofuranosidadase (FFase), the objective of this
work was the production of these enzymes in the extracellular form by filamentous fungi
in submerged culture. For bioproduction the filamentous fungi Aspergillus niger ATCC
9642 and Penicillium brasilianum were used, with variation of the composition of the
production medium, spore concentration, time, temperature and pH. The enzyme
produced was partially characterized as the optimum temperature and pH, Km and Vmax.
Thermal stability was also evaluated against different pH and storage values. The
microorganism A. niger ATCC 9642 presented the highest activity of FTase (8.79 umol /
min.mL) and FFase (9.32 umol / min.mL) in a production medium composed of 20 %
sucrose, 0.5 % yeast extract, 1 % NaNOs, 0.05 MgSO4 .7 H20, 0.25 % KH2PO4, 0.5 %
NH4Cl, 0.25 % NaCl at pH 5.5, 25 °C temperature, 48 h concentration of spores 5 X
107 spores/mL. FTase and FFase presented optimum pH and temperature of 2.39 and 60
°C, respectively. Thermal stability has shown that the enzyme FFase is more thermally
stable when compared to FTase. Stability against different pHs showed similar behavior
for FTase and FFase, the optimum pH being between 2.0 and 3.0. FTase and FFase
showed storage stability in freezing and refrigeration temperature for approximately 400
hours. The kinetic parameters, Km and Vmax, for the sucrose substrate were 24.60 umol/
min.mL and 104.16 pumol/min.mL for FTase and 3.91 pmol/min.mL and 20.24 pmol/min
.mL for FFase.

Keywords: Bioproduction, microorganisms, fructosyltransferase, B-fructofuranosidase.
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1 INTRODUCAO

As invertases foram uma das primeiras carboidrases a serem estudadas na histéria
da enzimologia. Em 1928 foi identificada pela primeira vez sua atividade, observando
que a levedura de panificacdo fermentava a sacarose em meio aquoso. A partir desse
momento, muitos experimentos foram realizados sobre a invertase, favorecendo assim,
seu uso como enzima modelo para estudos de catalise enzimatica (VITOLO et al., 2001;
CABRAL, 2012).

Duas classes de enzimas sdo particularmente Uteis para a producdo de FOS em
escala industrial: frutosiltransferases (EC 2.4.1.9) e B-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26),
também chamadas de invertases (ANTOSOVA & POLAKOVIC, 2001; GHAZI et al.,
2007). Essas enzimas possuem grande importancia industrial, como a producéo de FOS
e fabricacdo de colutérios para higiene bucal (UMA et al., 2010), também séo utilizadas
para a hidrélise de acucares como rafinose, gentianose e inulina (RUBIO et al., 2002),
nas inddstrias sucroalcooleiras, podem ser utilizadas para remocdo da sacarose de
residuos liquidos, como melaco de cana de agucar ou beterraba, evitando assim a
cristalizacdo do agucar, além de participarem da producéo do etanol (VITOLO, 2004). A
FTase e FFase geralmente provéem de varios micro-organismos, incluindo os fungos
Aspergillus niger, Aspergillus japonicus e Aureobasidium pullulans (HIDAKA et al.,
1988; GHAZI et al., 2007; KURAKAKE et al., 2010; ZHANG et al., 2017).

Aspectos importantes na fermentacdo submersa para a producdo das enzimas
devem ser estabelecidos para cada cepa, por exemplo, altos teores de sacarose na cultura
sdo preferidos por esses micro-organismos, além de agitacdo, pH, temperatura e outros
nutrientes e requisitos nutricionais, como alguns minerais no meio de cultura, sao
necessarios para a sintese de FOS (WON, 1996; MUNIZ-MARQUEZ et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo produzir
frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase) por fungos filamentosos em
cultivo submerso. Para atingir esse objetivo foram delineadas as seguintes etapas
caracterizando-se como objetivos especificos:

e Selecionar micro-organismos com potencial de producéo de frutosiltransferase

(FTase) e B-Frutofuranosidase (FFase).

e Auvaliar producéo de FTase e FFase em diferentes meios de cultivo;
e Auvaliar a influéncia da concentracdo de esporos do indculo na producgéo de FTase

e FFase em funcdo do tempo;
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Avaliar a influéncia do pH inicial do meio na producdo de FTase e FFase;
Avaliar a influéncia da temperatura de fermentacdo na produgéo de FTase e
FFase;

Estudar a influéncia do pH e temperatura da reagdo na atividade enzimatica;
Avaliar a estabilidade de estocagem, térmica e a diferentes pHs das enzimas;

Determinar os parametros cinéticos (Km e Vmax).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTOSILTRANSFERASES (FTase) e B-FRUTOFURANOSIDASES (FFase)

As invertases foram uma das primeiras carboidrases a serem estudadas na histéria da
enzimologia. Em 1928 foi identificada pela primeira vez sua atividade, observando que a
levedura de panificacdo fermentava a sacarose em meio aquoso. A partir desse momento, muitos
experimentos foram realizados sobre a invertase, favorecendo assim, seu uso como enzima
modelo para estudos de catalise enzimatica (VITOLO et al.,, 2001; CABRAL, 2012). As
leveduras sdo a principal fonte de invertase industrial, sendo 80 % proveniente das enzimas
extracelulares e 0s 20 % restantes sao intracelulares (CABRAL, 2012).

Conhecidas também como B-frutofuranosidases (FFase) a invertase hidrolisa a ligagao
glicosidica (tipo a-PB) de carboidratos que possuem um radical B-fructofuranosil ndo substituido,
sendo a sacarose o substrato preferencial (RUSTIGUEL et al., 2010). As B-frutofuranosidases
ou invertases sdo enzimas pertencente a familia GH32 das glicosil hidrolases, no qual sado
encontrados 370 membros de origem vegetal, fingica e bacteriana, estando agrupadas em
diferentes isoformas de acordo com o seu pH de acionamento (VARGAS et al., 2003;
NASCIMENTO et al., 2016). A Figura 1 apresenta a reacdo de formacdo de FOS a partir das

invertases (FFase e FTase).

Figura 1. Representacdo esquematica da formacédo de FOS pela reacdo catalisada por FTase e
FFase com formacao de (a) kestose (GF2) e Glicose (G) e de (b) Nistose (GF3) e Glicose (G).
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Fonte: GANAIE et al. (2013).

A frutosiltransferase (FTase) também € uma enzima utilizada na inddstria, sua acéo
enzimatica ocorre através da hidrolise da sacarose na liga¢do B-1,2 e a transferéncia do grupo
frutosil para uma outra molécula, podendo ser a propria sacarose ou frutooligossacarideos
(FOS), ocorrendo a liberacdo da glicose, sendo essa reacdo chamada de transfrutosilacdo
(GANAIE et al., 2017)

A razdo entre UTF (unidade de atividade de frutosiltransferase) e UF (unidade de
atividade de frutofuranosidase) é importante para indicar a intensidade relativa da atividade
transfrutolisante (GANAIE et al., 2013).

2.2 PRODUCAO DE FRUTOSILTRANSFERASES E B-FRUTOFURANOSIDASES

Os fungos filamentosos podem produzir B-frutofuranosidases quando inoculados em
fermentacdo submersa (FSbm) (GUIMARAES et al., 2009) ou também, fermentacio em
substrato solido (FSS) (GIRALDO et al.,, 2012; ALEGRE et al., 2009). A fermentacéo
submersa é o processo de producéo de enzimas mais utilizado industrialmente. Neste processo
a célula desenvolve-se no meio de cultivo contendo o substrato, geralmente sob agitacéo
(VANDENBERGHE et al., 2000). As fermentacOes geralmente s&o realizadas em biorreatores
aerados e agitados, e 0s parametros operacionais, tais como pH, temperatura, agitacdo, consumo
de O, e formacao de CO., séo controlados rigidamente (BON et al., 2008).
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A produgdo de B-D-frutofuranosidase por microrganismos pode ser influenciada pelo

tipo e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio e outros componentes minoritarios do
meio de cultivo, pela temperatura, pH inicial do meio e tempo de crescimento do micro-
organismo. A otimizagdo desses parametros para se produzir esta enzima pode ser feita
testando-se individualmente cada uma das condi¢des ou de maneira conjunta, analisando-se
varios parametros simultaneamente, através de experimentos de planejamento fatorial (RIUL
etal, 2013).

2.2.1 Micro-organismos produtores de frutosiltransferases e B-frutofuranosidases

Os fungos utilizados para producdo microbiana em larga escala das enzimas
frutosiltransferases (FTases) e B-frutofuranosidases (FFases) sdo do género Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Aerobasidium sp., Penicllum sp. e Arthrobacter sp. (MUNIZ-MARQUEZ et al.,
2018). A Tabela 1 apresenta as principais variaveis de processo e fontes de carbono encontradas
na literatura para producdo de invertases por fungos filamentosos do género Aspergillus em
fermentacao submersa.

A FSbm é o tipo de fermentacdo mais utilizado nas industrias para a producdo de
enzimas. Cerca de 90% de todas as enzimas industriais sdo produzidas por FSbm
(DOMINGUEZ et al., 2014; NADEEM et al., 2015). Neste processo 0 microrganismo cresce de
forma livre e em suspensdo em um meio de cultivo liquido no qual estdo presentes, de forma
dissolvida ou suspensa, todos 0s sais € nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento
(GONCALVES, 2013; GONCALVES; JORGE e GUIMARAES, 2015). Como vantagens da
FSbm podem ser citados o baixo custo com alta produtividade por volume de reator, o controle
dos parametros fermentativos, a possibilidade de agitacdo, o que pode aumentar a producéo das
enzimas. As desvantagens estdo relacionadas com alto custo para manter a agitacdo do meio e
possivel formacao de espuma (DOMINGUEZ et al., 2014).

Segundo Maia e colaboradores (2017), dentre os fungos filamentosos do género
Aspergillus, as espécies Aspergillus oryzae e Aspergillus niger possuem o status de GRAS
(Generally recognize as safe — geralmente reconhecido como seguro) definido pela FDA — USA
(Food and drug administration), devido sua baixa toxicidade e seu uso na preparagao e producao
de alimentos e bebidas. As propriedades das enzimas diferem dependendo de cada micro-
organismo, composi¢do do meio de cultura, tipo de fermentagdo e principalmente fontes de
carbono utilizadas (DOMINGUEZ et al., 2014).

Ganaie et al. (2013), ao realizar um screening de micro-organismos para a producédo de
FOS, concluiram que Aspergillus flavus NFCCI 2364, Aspergillus niger SI 19 e Penicillium

islandicum MTCC 4926 apresentam capacidade de sintetizar este composto.
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Tabela 1. Producéo de invertases por micro-organismos em fermentacdo submersa

Micro-organismo Fonte de carbono Tipo de Condigdes de Referéncia
Fermentacéo Producdo
1 x 10%esporos/mL;
A. caespitosus Farelo de trigo FSbm pH®6,0; 40 °C; ALEGRE et al. (2009)
72h
1 x 108 esporos/mL;
A. flavus Sacarose (3%) FSbm pH 5,0; 30 °C; UMA et al. (2010)
168 h
1 x 108 esporos/mL;
. Sacarose (1%) FSbm .
A. nidulans . . pH 6,0;30 °C; ALVES et al. (2013)
Farinha de Centeio (1%) FSbm
24h
) pH 5,0; 30 °C;
A. niger Sacarose (2%) FSbm 8h NADEEM et al. (2009)
A. niger pH 7,4; 28 °C;
Sacarose (2%) FSbm NGUYEN et al. (2004)
IMI 303386 48 h
. pH 6,0; 30 °C;
A. niger Sacarose (17,5%) FSbm oah L’HOCINE et al. (2000)
1 x 105 esporos/mL; -
. Bagaco de cana de . GUIMARAES et al.
A. niveus ) FSbm pH 4,5; 40 °C;
acucar (2008)
72h
FSbm 1 x 10%esporos/mL;
. Bagaco de cana de . LUCCA et al. (2013)
A. parasiticus ) pH 6,0; 30 C;
agucar
24 h
pH 4,5; 30 °C; HERNALSTEENS et al.
Rhodotorula sp LEB-V10 Sacarose FSbm
24h (2008)
) 1 x 108 esporos/mL;
Cladosporium .
o Sacarose FSbm pH 4,0; 28°C ALMEIDA et al. (2005)
cladosporioides
1 x 10* esporos/mL;
- . POONAWALLA et al.
Penicillium chrysogenum Sacarose FSbm pH 5,5; 28 C;
(1965)
48 h
1x10%e1x107
. . esporos/mL
Fusarium solani Sacarose FSbm i BHATTI et al. (2006)
pH 5,0; 30 C;
48 h

Fonte: O autor

2.3 APLICACOES DA FRUTOSILTRANSFERASES E B-FRUTOFURANOSIDASES

As B-D-frutofuranosidases ja tém sido utilizadas comercialmente na fabricacdo de

colutorios para a higiene bucal e também na producéo do xarope de agUcar invertido, sendo este
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muito empregado na confeccdo de bombons com centro parcial ou totalmente liquefeitos, ja que

este aclcar ndo cristaliza, mesmo em altas concentracdes (UMA et al., 2010), outra aplicagédo
para esta enzima é a utilizacdo para a hidrolise de acucares como a rafinose, gentianose e inulina
(RUBIO et al., 2002) Nas industrias sucroalcooleiras, pode ser utilizada para a remog¢édo da
sacarose de residuos liquidos, como em melago de cana de aglcar ou beterraba, evitando assim
a cristalizagdo do aglcar durante o armazenamento do melago. As B-Dfrutofuranosidases
também podem participar do processo de producdo do etanol, aumentando a concentracdo de
acucares redutores nos meios de cultura, fazendo propagar micro-organismos que nhao
fermentam a sacarose (VITOLO, 2004). A invertase também € utilizada na producéo de bebidas
alcoolicas, acido latico, glicerol, e outros produtos em que se utiliza a sacarose
(KULSHRESTHA et al., 2013; TODERO, 2018). Estas enzimas possuem aplicacdo nas
industrias farmacéuticas, como agentes plastificantes em cosméticos, e também em eletrodos
enzimaticos para a deteccdo da sacarose. Além disso, podem agir como agente antimicrobiano,
visto que possuem poder antioxidante, ajudando na prevencdo de infeccdes microbianas
(KULSHRESTHA et al., 2013; TODERO, 2018).

Existe ainda, uma ansia pelo emprego dessas f-D-frutofuranosidases para a produgéo
dos frutooligossacarideos, que sdo agUcares ndo convencionais, ndo metabolizados pelo
organismo humano e também, com baixas calorias. Apresentam importancia na industria de
acucar devido as suas excelentes caracteristicas funcionais prebidticas, atraindo maior atencao
por esta caracteristica do que pela sua dogura (FERNANDEZ et al., 2004).

O desenvolvimento e a procura por alimentos que proporcionam algum tipo de beneficio
a salde é uma tendéncia e constata a aceitacdo crescente do papel da dieta na prevencao e
tratamento de doencas e do bem-estar pessoal. O mercado de alimentos funcionais cresce ano
apos ano, sendo justificado pela preocupacao dos consumidores com a saude (PANESAR et al.,
2016; SANTOS et al., 2018).

Esta mudanca na visdo do desenvolvimento de produtos que possam trazer beneficios a
saude, tem forcado as organizac6es e industrias de alimentos a desenvolverem formulacdes que
atendam as novas tendéncias. Dentre os alimentos funcionais, destaca-se grande interesse pelos
frutooligossacarideos (FOS), por apresentarem caracteristicas funcionais favoraveis, e
consequentemente uma importancia comercial que vém de encontro as novas necessidades dos
consumidores (PANESAR et al., 2016).

Os FOS apresentam varias caracteristicas benéficas, dentre elas, pode-se citar as baixas
calorias, propriedades ndo-carcinogénicas, além de estimular o aumento da populacdo de
bifidobactérias do colon, além disso, os FOS nédo sdo hidrolisados pelas enzimas do trato

digestivo, dessa forma sdo submetidos & fermentacéo no colon, incentivando o crescimento de
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bactérias benéficas (BARBOSA, 2007; NOBRE et al., 2015). Segundo Nobre et al. (2015), a

ingestdo diaria de oligossacarideos especificos, como frutooligossacarideos (FOS), provou ser
eficaz na manipulacdo da composicéo e funcionalidade da microbiota intestinal.

Estruturalmente, apresenta-se uma série de oligossacarideos compostos de 1-Kestose
(GF2), nistose (GF3) e 1F-B-frutofuranosil nistose (GF4) (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2018),
conforme observa-se na Figura 2. Os produtos finais da hidrélise da sacarose sdo 0s
monossacarideos glicose e frutose, onde possuem aplicacGes diversas, a frutose pode ser
utilizada como adogante para diabéticos, além de sua constitui¢do liquida ndo cristalizavel ser
importante para confeitarias (ROCHA, 2010).

Figura 2. Estrutura quimica da sacarose e dos frutooligossacarideos: kestose (GF2); nistose
(GF3) e frutosilnistose (GF4).
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Fonte: FEIBERG et al. (2009).

Em altas concentragcdes de sacarose, algumas B-frutofuranosidases séo capazes de
catalisar reacdes de transfrutosilacdo produzindo frutooligossacarideos (AZIANI et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2016).

2.4 ESTADO DA ARTE

A concorréncia econémica torna a inovacdo de produtos - a qual inclui a pesquisa,

desenvolvimento e lancamento de novos produtos - um meio essencial de conservacao e
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conquista de faixas de mercado. Assim, novos produtos com diferenciais inovadores e de baixo

custo tornam-se cada vez mais disputados pelo mercado.

Dentro dessas caracteristicas, a bioproducdo de enzimas FTase e FFase pelo fungo
filamentoso A. niger mostra carater inovador. As caracteristicas enzimaticas e rendimentos
podem ser facilmente diferenciados ao trabalhar com distintas concentragcdes dos componentes
do meio de producédo do fungo, ou até ao trocar o residuo agroindustrial (fonte de carbono).

As enzimas produzidas podem ser utilizadas na industria de alimentos, quimica,
farmacéutica, entre outras. Sendo vasto o campo de aplicacdo dessas enzimas, justifica-se a
producdo das mesmas utilizando diferentes meios de producdo, assim como caracterizar as
melhores condi¢cdes de pH, temperatura, estabilidade térmica e de estocagem, parametros

cinéticos, além dos rendimentos de producao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MICRO-ORGANISMOS

Os fungos filamentosos Penicillium brasilianum e Aspergillus niger ATCC 9642
utilizados neste trabalho pertencem ao banco de cepas do Laboratorio de Biotecnologia de
Alimentos da URI — Erechim.

3.2 AVALIACAO DAS CONDICOES DE BIOPRODUCAO

3.2.1 Selecdo do meio de cultura e do micro-organismo

Foram testados dois micro-organismos para a bioproducéo de frutosiltransferase (FTase)
e B-frutofuranosidase (FFase) empregando diferentes meios de cultivo.

Inicialmente foi realizada a contagem de esporos do A. niger e do P. brasilianum, sendo
que estes foram cultivados em PDA durante 7 dias a 30 °C. Em seguida, a coleta dos esporos
foi realizada adicionando-se 20 mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,1 % v/v), e pérolas de
vidro estéreis adicionadas ao frasco, para uma melhor remoc¢do dos esporos. A suspensao
resultante foi armazenada a 4 °C até sua utilizacdo, o que nao ultrapassava um tempo maximo
de 15 dias. Para contagem dos esporos, 1 mL da suspensdo, retirada assepticamente, foi diluido
de 10 a 10 vezes em solucdo aquosa estéril de Tween 80 (0,1 % v/v). A suspensao resultante
foi transferida para uma camara de Neubauer (Inlab) para contagem dos esporos (FREIRE,
1996). Para a bioproducdo empregou-se uma suspenséo de 5 x 108 esporos/mL (para A. niger e
P. brasilianum), a qual foi inoculada a quantidade de 1 mL em Erlenmeyer contendo 100 mL de
meio de producéo previamente esterilizado.

Para a bioproducéo das enzimas foram estudados 4 meios com composicao diferente para
o0s dois micro-organismos, conforme detalhamento que segue:

- Meio 1: 2 % de glicose, 0,5 % de extrato de levedura, 0,5 % de KH2PO4, 1 % de peptona a pH
4,5 (DANIEL, PERISSINOTTO & SOARES, 2014)

- Meio 2: 2 % de sacarose, 0,5 % de extrato de levedura, 0,5 % de KoHPO4, 1 % de peptona a
pH 4,5 (adaptado de DANIEL, PERISSINOTTO & SOARES, 2014).

- Meio 3: 20 % de sacarose, 0,5 % de extrato de levedura, 1 % de NaNOs, 0,05 % de MgSO4
.7TH20 0,25 % de KH2POs4, 0,05 % de NH4Cl, 0,25 % de NaCl a pH 5,5 (GANAIE et al., 2013).
- Meio 4: 20 % de sacarose, 5 % de extrato de levedura, 5 % de K;HPO4, 10 % de peptona a pH

4,5 (reformulado a partir da composic¢éo do meio 2).



22
Apos a inoculacdo dos esporos de cada micro-organismo em cada meio de producéo,

incubou-se em shaker a 150 rpm e 30 °C e realizou-se a cinética de bioproducédo enzimatica. A
cada intervalo de tempo, foram retiradas aliquotas de 2 mL, as quais foram filtradas em papel
filtro e o extrato enzimatico obtido foi utilizado para determinacdo da atividade enzimaética
(HERNALSTEENS, 2008).

A partir dos resultados desses ensaios fixou-se 0 meio de cultivo e definiu-se o micro-

organismo para a bioproducao.

3.2.2 Avaliacédo da concentracao de esporos

A fim de verificar a influéncia da concentracdo de esporos na bioproducdo da FTase e
FFase foram realizados ensaios com variacdo da quantidade de esporos (5 x 10% 5 x 10°, 5 x
10°% 5 x 10" e 5 x 108 esporos/mL) no meio de cultivo em funcdo do tempo. Nesta etapa
empregou-se 0 A. niger em meio de producdo composto por 20 % sacarose, 0,5 % extrato de
levedura, NaNO3 1 %, MgSQ4 .7H20 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4Cl 0,5 %, NaCl 0,25 % a
pH 5,5 e acrescido de 0,5 mL de esporos, na concentracdo desejada, em 50 mL de meio. O pH
inicial de todos os ensaios foi ajustado a 5,5 com adicéo de solugdes NaOH 0,5 M e HCI 0,5 M.

As condicgdes de cultivo foram de 30 °C, 150 rpm até 48 h de bioproducéo .

3.2.3 Avaliacéo da influéncia do pH no meio

Para avaliar a influéncia do pH no meio de producao utilizou-se o meio composto por 20
% sacarose, 0,5 % extrato de levedura, NaNO3 1 %, MgSO4 .7H20 0,05 %, KH2PO4 0,25 %,
NH4Cl 0,5 %, NaCl 0,25 %, variando o pH em 4,5; 5,5 e 6,5; tendo como referéncia pesquisas
realizadas por Ganaie et al. (2013), Ganaie et al. (2017), Hernalsteens et al. (2008). Mantendo-
se fixa a temperatura de 30 °C, 150 rpm de agitacdo, 5 x 10’ esporos/mL e 48 h de produgéo. O
pH do meio foi ajustado com solucdo de NaOH 0,5M e/ou HCI 0,5M.

3.2.4 Avaliacdo da influéncia da temperatura na producéo

Ao avaliar a influéncia da temperatura na bioproducéo de FTase e FFase realizaram-se
ensaios a 25, 30 e 35°C (GANAIE et al., 2013; GANAIE et al., 2017; HERNALSTEENS et al.,
2008) utilizando-se meio composto por 20 % sacarose, 0,5 % extrato de levedura, NaNOs 1 %,
MgSO4 .7H20 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4Cl 0,5 %, NaCl 0,25 %, concentracdo de esporos
em 5 x 107 esporos/mL, agitacdo em 150 rpm e pH de 5,5 e 48 h de produgéo.
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3.3 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS ENZIMAS

3.3.1 Temperatura e pH 6timos

Para a determinacdo dos valores 6timos de pH e temperatura para as enzimas FTase e
FFase foi realizado um planejamento fatorial completo (DCCR) 22, onde o pH variou de 2,39 a
6,62 e a temperatura de 38,45 a 81,5 °C (Tabela 2). Para o ajuste do pH do extrato, foi utilizado

o0 tampdo acetato de potassio 0,05M.

Tabela 2. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 de temperatura e
pH &timos das enzimas frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase).

Niveis
Variaveis
] Codigos -1,41 -1 0 +1 +1,41
independentes*
pH X1 2,39 3 4.5 6 6,62
Temperatura (°C) X2 38,45 45 60 75 81,15

Varidveis independentes fixas: meio de bioprodugdo (20 % sacarose, 0,5 % extrato de levedura, NaNOs 1 %,
MgSO; .7H,0 0,05 %, KH,PO4 0,25 %, NH4CI 0,5 %, NaCl 0,25), 5 x 107 esporos/mL, agitagdo em 150 rpm,
temperatura 25 °C, pH de 5,5 e 48 h de produgéo.

3.3.2 Avaliagdo da estabilidade térmica

A estabilidade térmica do extrato enzimético foi realizada incubando-se 0 mesmo por 1
hora, com pH ajustado para 2,39 com HCL 0,1 M, em estufa (Marca Quimis, Modelo Q819V2)
nas temperaturas de 30, 45, 60, 75, 80 e 100 °C. Apos o periodo de incubacéo foi realizada a
determinacdo da atividade de FTase e FFase nas condi¢des otimizadas de reacdo (pH 2,39 e
temperatura de 60 °C). Os resultados foram expressos em termos de porcentagem residual de

atividade enzimatica.

3.3.3 Avaliagéo da estabilidade frente a diferentes pHs

O pH do extrato enzimatico foi ajustado com tampéo acetato de potassio 0,05 M para 0s
pHs 2; 3; 4,5; 6 e 7, respectivamente. Em seguida, os extratos com pH ajustado foram incubados
em estufa a 60 °C por 1 h e realizada determinacdo da atividade nas condicGes otimizadas de
reacdo (pH 2,39 e temperatura de 60 °C). Os resultados foram expressos em termos de

porcentagem residual de atividade enzimatica.

3.3.4 Avaliagéo da estabilidade de estocagem
A fim de determinar a temperatura de estocagem do extrato enzimatico de FTase e FFase,
este foi submetido a temperaturas de -80 °C, 4 °C e ambiente (£ 25 °C). A determinacgéo da
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atividade foi realizada periodicamente nas condi¢cdes otimizadas de reacdo (pH 2,39 e

temperatura de 60 °C). A estabilidade foi expressa em termos de porcentagem residual da

atividade enzimatica.

3.3.5 Determinacéo dos parametros cinéticos

Para determinacdo da velocidade maxima de reacdo (Vmax) € a constante cinética de
Michaelis-Menten (Km) das enzimas frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase),
foram conduzidos ensaios de atividade enzimatica empregando diferentes concentracdes de
sacarose (20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 %) em tampé&o de acetato de potassio 0,05 M a pH 4,5 em
temperatura 20 °C, levando em consideragdo que a solubilidade da sacarose € de 1.970 g/L em
20 °C (BROWN et al., 2005). A velocidade inicial de reacdo (\VO0) foi determinada para cada
concentracdo do substrato [S], fixando as variaveis de tempo de reacdo em 30 min a 60 °C para
a FTase e FFase. O calculo dos parametros cinéticos (Vmax € Km) foi realizado conforme o
método de Lineweaver-Burk, que consiste em uma linearizacdo (Equacdo 2) da equacdo de
Michaelis-Menten (Equagdo 1) (LINEWEAVER & BURK, 1934; MENTEN, 1913).

— Vméx[s]
VO Ky, +IS] (1)
1 KmVmaxx[S] 1 (2)

- = s + s
v Vmaxx[S]  Vmax
3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a determinacdo da atividade enzimatica da frutosiltransferase (FTase) e a
frutofuranosidase (FFase), inicialmente adicionou-se 4,5 mL de substrato (solugdo de sacarose
60 % em tampao de acetato de potéssio 0,05 M a pH 4,5), em tubos ensaio, posteriormente 0,5
mL do extrato enzimatico bruto foi adicionado e incubou-se a 60 °C por 30 min banho incubador
(Nova Etica) a 125 rpm. Um controle reacional foi realizado nas mesmas condicdes, porém sem
sacarose. Apos o tempo determinado, aliquotas de 10 puL do meio reacional foram retiradas para
determinar a concentracdo de glicose empregando o Kit enzimatico glicose-oxidase (Glicose
WS, Kovalent) e 2 mL para quantificar aglcares redutores pelo Método Somogyi-Nelson
(NELSON, 1944; SOMOGY!I, 1945).

O calculo de atividade enzimaética baseia-se, inicialmente, na reacdo de hidrolise da

sacarose, formando glicose e frutose, segundo a reacéo apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de acdo das enzimas na hidrdlise da sacarose
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Fonte: PASCHOALIM (1990) e CABRAL (2012).
Tal reacdo também pode ser descrita na Equacao 3.
AR =G+ F (3)

Onde AR: acUcares redutores/sacarose; G:glicose; F: frutose.

A enzima denominada B-frutofuranosidase (FFase) fornece a atividade conhecida como
UF (unidade de frutofuranosidase), representando a quantidade de sacarose hidrolisada por
unidade de tempo e volume, sendo expressao em pmol/min.mL (HERNALTEENS et al., 2008).
Para se ter o valor de UF (unidade atividade de frutofuranosidase) deve-se determinar a
quantidade de glicose presente no meio reacional, visto que a glicose é um dos produtos da
hidrélise da sacarose. Portanto, tem-se que a atividade de frutofuranosidase (FFase) é

determinada segundo a Equacéo 4.
UF =G (4)

A enzima chamada frutosiltransferase (FTase) é descrita por UTF (unidade de atividade
de frutosiltransferase), que representa a quantidade de frutose transferida por unidade de tempo
e volume, sendo expressa em pmol/min.mL.

Por meio da Equacdo 3, tem-se que a frutose presente no meio reacional é definida
conforme equagéo 5:

Feio = AR — G (5)

Ja a frutose transferida é a diferenca entre a glicose e a frutose do meio, Equacéo 6:
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Fy = G — Freio (6)

Ao unir as Equacdes 4 e 5, tem-se a equacdo final que representa a quantidade de frutose

transferida, equivalendo com a atividade de transfrutosilagdo (Equagéo 7).

UTF = 2G — AR (7)

Onde 2G indica a quantidade tedrica de acUcar redutor e AR a quantidade real de agUcar
redutor presente no meio, determinada pelo método de Somogyi-Nelson, de modo que a

diferenga entre ambos indica a frutose que foi transferida.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no planejamento de experimentos foram tratados estatisticamente
pela anélise de variancia (ANOVA) com 95 % de confianca, utilizando o software STATISTIC
versdo 5.0 (StatSoft Inc., EUA). Os demais resultados foram tratados pelo teste de Tukey. Todos

0s experimentos foram realizados em triplicata.
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Neste item serdo apresentados os resultados e discussdes referentes a selecdo de micro-

organismo e meio de producéo de frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase), bem

como a avaliagdo da influéncia da concentracéo de esporos, do tempo, da temperatura e do pH

na producdo destas enzimas. Além disso, a caracterizacdo parcial das enzimas frente a pH e

temperatura 6timos, estabilidade de estocagem, estabilidade térmica e diferentes pHs e

determinacdo dos parametros cinéticos.

4.1 BIOPRODUCAO DE FTase e FFase

4.1.1 Selecdo do meio de cultura

A Tabela 3 apresenta os resultados da producdo de frutosiltransferase (FTase) e -

frutofuranosidase (FFase) empregando os fungos filamentosos A. niger e P. brasilianum em

fermentagao submersa em diferentes tempos.

Tabela 3. Bioproducdo de frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase) com os
fungos A. niger e P. brasilianum.

Tempo (h)
Micro- ) 12 24 36 48 60 72 124
. Enzimas — -
organismos Atividade (umol/min.mL)
Meio 1
A ni FFase 1,37%+0,46  1,06°+0,26 1,852+0,20  0,83*+0,1 1,11°+0,0  0,44°+0,0  0,60°+0,0
. niger
J FTase 2,90%+0,46  1,68™+0,66 3,010,383  0,979#0,2 1,00¢+0,8 0 0
. FFase 0,32°+0,11 0,18°+0,05 0,43%+0,13  0,20°+0,10 0,21°+0,0  0,64+0,0  0,55*+0,0
P. brasilianum
FTase 0 0 0 0 0 0,822+0,0 0,672+0,0
Meio 2
A ni FFase - 1,32°+0,09  1,76%+0,23  2,00°+0,22 - 1,872+0,0 -
. niger
g FTase - 1,06°£0,04  1,86°+0,08 2,36%+0,24 - 1,27°+0,1 -
Meio 3
) FFase - - - 6,29+1,45 - - -
A. niger
FTase - - - 7,01+2,22 - - -
Meio 4
) FFase - - - 8,86+0,80 - - -
A. niger
FTase - - - 0 - - -

*Meédias + desvio padrdo seguidas de letras minUsculas iguais nas linhas indicam nédo haver diferenca significativa (p<0,05)
entre os tempos de producdo. (-) corresponde a ndo realizagao de ensaios para quantificar a atividade enzimatica nestes tempos.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, pode-se observar que quando a

producdo das enzimas ocorreu no meio 1 (2 % glicose, 0,5 % extrato de levedura, 0,5 % KHPOs.,
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1 % peptona a pH 4,5), o fungo filmentoso A. niger, apresentou a maior atividade, 1,85 e

3,01 pmol/min.mL para FFase e de FTase em 36 horas, respectivamente. Enquanto que ao
empregar 0 micro-organismo P. brasilianum a maior atividade foi de 0,64 e 0,84 pumol/min.mL
para FFase e de FTase em 72 horas, respectivamente. Nascimento et al. (2016), avaliaram 8
novos fungos isolados do género Penicillium quanto a producgéo de B-frutofuranosidase (FFase),
destes, o Penicillium citreonigrum foi selecionado para producéao de FFase.

Com base nestes dados, onde observa-se que o fungo A. niger apresentou maior
atividade, decidiu-se variar o meio de producdo (meio 2) empregando somente este micro-
organismo durante 72 horas de bioprodugédo. Ao analisar os resultados de producéo empregando
0 meio 2 (2 % sacarose, 0,5 % extrato de levedura, 0,5 % K>HPOQOj4, 1 % peptona a pH 4,5) ndo
se obteve incremento na producdo enzimatica em relacdo ao meio anterior, porém observou-se
a necessidade de aumentar o tempo de producdo para 48 horas, sendo este fixado para 0s
préximos ensaios.

Assim, foram testados novos meios de producédo, o meio 3 (20 % sacarose, 0,5 % extrato
de levedura, NaNO3z 1 %, MgSO. .7H.0 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4Cl 0,5 %, NaCl 0,25 %
apH 5,5) e 0 meio 4 (20 % sacarose, 5 % extrato de levedura, 5 % KoHPO4, 10 % peptona a pH
4,5), em 48 horas de bioproducdo. Com o0 meio 3 obteve-se atividade de 6,29 e
7,01 umol/min.mL para FFase e FTase, respectivamente. A produ¢do com o meio 4 obteve
atividade de 8,86 e 0 umol/min.mL para FFase e de FTase, respectivamente. A partir destes
resultados conclui-se que o meio 3 de producdo é o mais indicado para a producdo de pB-
frutofuranosidases (FFase) e frutosiltransferase (FTase), em 48 horas.

Ganaie et al. (2013), estudaram 20 micro-organismos para avaliar a producdo de
frutosiltransferase, durante 120 horas, em meio contendo 20 % (w/v) de sacarose como fonte de
carbono e obtiveram atividade entre 31 a 35 U/mL com os fungos filamentosos Aspergillus

flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Penicillium islandicum.

4.1.2 Influéncia da concentracéo de esporos

A quantidade de esporos viaveis inoculados € um parametro importante, pois podera
influenciar a producdo de FTase e FFase. Para comprovar esta hipotese e verificar se ha a
quantidade ideal de esporos para o inoculo na producdo destas enzimas, analisou-se a
concentragdo da solugéo de esporos de 5 x 10* a 5 x 108 esporos/mL para o fungo filamentoso
A. niger ATCC 9642 em meio liquido a base de sacarose.

As Figuras 4a e 4b sdo referentes a producdo de FTase e FFase, respectivamente, onde
observa-se que a maior atividade de FTase, 11 pmol/min.mL, e de FFase, 10 umol/min.mL, foi

obtida na concentragéo de esporos 5 x 107 esporos/mL. Desta forma, definiu-se a concentragio
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de esporos em 5 x 107 esporos/mL de A. niger ATCC 9642 e 48 h para a bioproducio das

enzimas.

Figura 4. Producéo de frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase) em fungéo da
concentracéo de esporos do fungo filamentoso A. niger ATCC 9642.
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Ganaie et al. (2017), avaliou a concentracdo de esporos na producdo de B-
frutofuranosidase a partir do fungo filamentoso Aspergillus flavus, e obteve as melhores
atividades com concentracdes de esporos na faixa de 1 x 10° a 1 x 108 esporos/mL, sendo similar

aos resultados encontrados no presente estudo. Segundo este autor, ao trabalhar com uma
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concentracdo elevada de esporos, ocorre uma competicdo entre as celulas microbianas,

ocasionando a escassez de nutrientes no meio, ocasionando uma queda de atividade enzimatica.

4.1.3 Influéncia do pH no meio

A Figura 5 apresenta os resultados de producédo de FTase e FFase em meio composto por
20 % sacarose, 0,5 % extrato de levedura, NaNOs 1 %, MgSO4 .7H20 0,05 %, KH2PO4 0,25 %,
NH4C1 0,5 %, NaCl 0,25 %, com 5 x 107 esporos/mL, 30 °C, 150rpm e 48 horas e com diferentes
pHs (4,5; 5,5 e 6,5), onde observa-se que as maiores atividades de FTase foram de 4,53 e
3,64 pmol/min.mL e de FFase de 5,62 e 6,67 pmol/min.mL em pH 5,5 e 6,5, respectivamente,
ndo havendo diferenca estatistica entre estes. A partir destes resultados, definiu-se, para as etapas

posteriores do trabalho, o pH de producéo igual a 5,5.

Figura 5. Producéo de FTase e FFase em funcdo do pH do meio de cultivo do fungo
filamentoso A. niger ATCC 9642.
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4.1.4 Influéncia da temperatura

A Figura 6 apresenta os resultados da influéncia da temperatura de bioproducéao de FTase
e FFase, onde observa-se que a maior producdo de FTase (8,79 umol/min.mL) e FFase
(9,32 umol/min.mL) foi a 25 °C, diferindo estatisticamente das demais temperaturas estudadas
(p<0,05). A temperatura de 25°C foi fixada para 0s proximos ensaios deste estudo.

Nascimento et al. (2016), ao produzir FFase com Penicillium citreonigrum em frascos
agitados obtiveram a maximizacdo da producdo em pH 6,5, a 255°C em 67,8 horas,

corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 6. Producéo de FTase e FFase em funcdo da temperatura de incubacéo do fungo
filamentoso A. niger ATCC 9642.
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4.5 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS ENZIMAS
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4.5.1 Temperatura e pH 6timos

Os valores de temperatura e pH 6timos do extrato enzimatico bruto produzido por A.
niger ATCC 9642 em cultivo submerso, nas condi¢des maximizadas (20 % sacarose, 0,5 %
extrato de levedura, NaNOz 1 %, MgSO4 .7H0 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4Cl 0,5 %, NaCl
0,25 % a pH 5,5, temperatura de 25 °C, tempo de 48 h e concentracdo de esporos
5 x 107 esporos/mL), foram definidos por planejamento fatorial completo 22 (3 pontos centrais)
e estdo descritos na Tabela 4.

As maiores atividades foram de 27,86 umol/min.mL e 24,86 pmol/min.mL e
27,30 ymol/min.mL e 28,68 umol/min.mL, para FTase e FFase, em pH de 3,0 e 2,39 ¢
temperatura de 75 e 60 °C (ensaios 3 e 5), respectivamente. Analisando as variaveis de forma
independente, constata-se que a diminuicéo de pH favorece o aumento da atividade (ensaios 3 e
4) e de que 0 aumento da temperatura (ensaios 1 e 3) promove este mesmo efeito, 0 que pode
ser comprovado pela Tabela 5 e 6.

Verificou-se que o ensaio 5 na condicao de pH 2,39 e temperatura de 60 °C apresentou
maior atividade de FFase (13,86%) em relagéo ao ensaio 3 na condigéo de pH 3,0 e temperatura
de 75 °C, optou-se por dar continuidade ao estudo com as condi¢Ges do ensaio 5, levando em
consideracdo também a reducédo do gasto energético.
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial completo 22 com valores codificados (reais) e
respostas em atividade de FTase e FFase em fungdo de temperatura e pH timos.

*Variaveis independentes

Ensaio X4 X2 Atividade de FTase Atividade de FFase
oH Temperatura (umol/min.mL) (umol/min.mL)
(°C)
1 -1(3,0) -1 (45) 6,98 4,43
2 1 (6,0) -1 (45) 3,41 4,63
3 -1(3,0) 1 (75) 27,86 24,86
4 1(6,0) 1 (75) 3,22 3,74
5 -1,41 (2,39) 0 (60) 27,30 28,68
6 1,41 (6,62) 0 (60) 6,28 7,33
7 0 (4,5 -1,41 (38,45) 5,02 6,67
8 0 (4,5) 1,41(81,15) 3,28 4,59
9 0 (4,5) 0 (60) 10,72 9,32
10 0 (4,5) 0 (60) 12,97 10,55
11 0 (4,5 0 (60) 11,00 9,41

Variaveis independentes fixas: meio de bioproducdo (20 % sacarose, 0,5 % extrato de levedura, NaNO3 1 %,
MgSO; .7H,0 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4CI 0,5 %, NaCl 0,25), 5 x 107 esporos/mL, 150 rpm, 25 °C, pH de

55e48h.

Os dados da Tabela 4 foram tratados estatisticamente, sendo que a Tabela 5 apresenta 0s

coeficientes de regressédo, erro padrdo, valores de p e t (2), para atividade de FTase e FFase, a

um nivel de 95 % de confianca, respectivamente.

Tabela 5. Coeficientes de regressdo, erro padrdo, valores de p e t (2) do planejamento fatorial
completo 22 para atividade de FTase e FFase em funcio da temperatura e pH 6timos.

FTase
Coeficiente de regressdo Erro padréo  t(2) P

Média 11,56 0,71 16,33  0,0037
(1)pH (L) -7,25 0,43 -16,70  0,0036
Ph 2,60 0,52 503 0,0373
(2)Temperatura (°C)(L) 2,29 0,43 527 0,0342
Temperatura (°C)(Q) -3,75 0,52 -7,24  0,0185
1L by 2L -5,27 0,61 -8,59  0,0133

FFase
Média 9,77 0,39 24,68 0,0016
(D)pH (L) -6,39 0,24 -26,35 10,0014
Ph 3,53 0,29 12,20  0,0066
(2)Temperatura (°C)(L) 2,08 0,24 8,58 0,0133
Temperatura (°C)(Q) -2,69 0,29 -9,28 0,0114
1L by 2L -5,33 0,34 -15,55 10,0041

As Equacdes 1 e 2 apresentam os modelos codificados de segunda ordem que descrevem

a atividade de FTase e FTase em funcdo das variaveis analisadas (temperatura e pH), dentro das

faixas estudadas, respectivamente. Os modelos foram validados pela analise de variancia
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(Tabela 6) onde obteve-se coeficientes de correlagdo de 0,95 e 0,94 e F calculado de 2,07 e 1,44

vezes maior que o valor de F tabelado, os quais permitiram a validacdo dos modelos e a

construcao das curvas de contorno apresentadas na Figura 7.

Tabela 6. Andlise de variancia para atividade de FTase e FFase do planejamento fatorial
completo 22 em funcéo de temperatura e pH 6timos.

FTase
Fontes de Soma dos Graus de Quadrados E calculado
Variagéo guadrados liberdade médios
Regressao 734,86 5 146,97 10,47
Residuo 70,18 5 14,04
Falta de ajuste 67,17 3
Erro puro 3,00 2
Total 805,04 10
FFase
Regressao 629,30 5 125,86 7,28
Residuo 86,50 5 17,30
Falta de ajuste 85,55 3
Erro puro 0,94 2
Total 715,79 10
Residuos=Falta de ajuste + erro puro; F tabelado=5,05
FTase = 11,56 — 7,25 pH + 2,60 pH?+ 2,28 T — 3,75 T2- 5,26 pH.T (Eq. 7)
FFase = 9,77 — 6,40 pH + 3,53 pH?+ 2,08 T — 2,69 T?> — 5,33 pH.T (Eq. 8)

Onde: UTF é a unidade de atividade de frutosiltransferase (FTase), UF é a unidade atividade de
B-frutofuranosidase (FFase) e T é igual a temperatura (°C).

Figura 7. Curva de contorno para atividade de FTase (a) e de FFase (b) em funcéo da
temperatura (°C) e pH 6timos.
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Com base nos dados obtidos na Figura 7, pode-se observar que o melhor valor de pH

para ambas as enzimas é em torno de 2,39 e a temperatura situa-se na faixa de 60 a 81,15 °C.
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Os resultados de temperatura étima para as enzimas FFase e FTase obtidos nestes

trabalhos diferem dos resultados reportados na literatura. Marquez (2007), apresenta resultados
onde as temperaturas acima 70 °C desnaturaram a enzima fazendo com que a atividade
enzimatica tenha uma queda significativa. Estudos de Madlova et al. (2000) comprovaram que
FTases de Aureobasidium pullulans foram rapidamente inativadas quando submetidas a
temperaturas maiores que 60 °C, mesmo quando em presenca de elevadas concentracdes de
substrato. De acordo com Nelson e Cox (2005) o aumento de temperatura provoca maior agitacdo
das moléculas, melhorando as possibilidades de elas se chocarem para reacdo. No entanto, se a
temperatura continua se elevando, a agitagdo das moléculas se torna tdo intensa que as ligacGes
que estabilizam a estrutura espacial da enzima se rompem causando sua desnaturacdo. Fato este
ndo observado para as enzimas FTase e FFase produzidas pelo A. niger ATCC 9642, as quais
apresentaram maiores atividades nas temperaturas acima de 60 °C, como apresentado na Tabela
2, demostrando serem termicamente estaveis.

De acordo com a Figura 7, o pH étimo é de 2,39, e esté abaixo do reportado na literatura
para invertases da levedura Rhodotorula glutinis (RUBIO, RUNCO & NAVARRO, 2002) e dos
fungos Aspergillus niger AS0023 (L’HOCINE et al., 2000) e Aspergillus ochraceus
(GUIMARAES et al., 2007), bem como para as enzimas industriais BIOINVERTR da QUEST
INTERNA-TIONAL e INVERTINR da MERCKR (SAID & PIETRO, 2004), os quais
apresentaram pH o6timo igual a 4,6. Valores de pHs 6timos foram descritos como 3,85 para a
invertase de Pycnoporus sanguineus (QUIROGA et al., 1995), 5,5 para a invertase produzida
pela levedura Candida utilis (CHAVEZ et al., 1997) e 6,0 e 5,5 para invertases da bactéria
Zymomonas mobilis intracelular e extracelular, respectivamente. Cunha (2017), avaliou a
producdo e caracterizacdo da enzima frutosiltransferase pelo fungo filamentoso Aspergillus oryzae
e observou a formacdo de uma zona Gtima entre as temperaturas de 45 °C e 48 °C e pH entre 6,0 e
7,0

O pH do meio reacional ¢ um dos fatores importantes para a manutencdo da estrutura
proteica e da atividade das enzimas, por interferir diretamente com o estado de ionizacdo das
cadeias laterais de aminoacidos (COLLINS, BRAGA & BONATO, 1990). A mudanca no pH
afeta a ionizacao dos residuos de aminoacidos essenciais do sitio ativo, que estdo envolvidos na
ligacdo do substrato e sua transformacg@o em produto. Alguns residuos ionizaveis podem estar
localizados na periferia do sitio ativo, comumente conhecidos como residuos ndo-essenciais. A
ionizacdo desses residuos pode causar distor¢cdo conformacional do sitio ativo, afetando
indiretamente a atividade enziméatica (SHAHEEN et al., 2008).

A literatura consultada mostra que para cada micro-organismo a producdo enzimatica

apresenta suas particularidades, com pequenas alteracdes na temperatura de incubacdo, pH do
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meio de cultivo, fonte de carbono e influéncia de sais na composi¢do do meio de cultura. De

acordo com essas alteragdes, isoformas de f-Dfrutofuranosidases que diferem quanto ao seu pH
6timo de atividade, podendo ser &cidas, neutras e alcalinas podem ser obtidas (WINTER &
HUBBER, 2000). As fun¢des especificas das diferentes isoformas de B-D-frutofuranosidases
ainda ndo estdo bem esclarecidas, mas parece que elas estdo relacionadas a entrada de sacarose
em diferentes vias de utilizacdo (STURM, 1999; GONCALVES, 2013).

4.5.2 Estabilidade térmica

Os resultados da estabilidade térmica para as enzimas FFase e FTase estdo apresentados
na Figura 8. Verifica-se que a FFase apresenta-se estavel nas temperaturas de 45 a 75 °C, com
reducdo aproximadamente de 20 % da atividade residual nas temperaturas de 80 e 100 °C. Jaa
FTase ao ser incubada nas temperaturas de 30 a 100 °C apresentou queda em torno de 50 % da
atividade enzimatica residual quando comparada a atividade inicial (4 °C). Com estes resultados
fica evidente que a FFase apresenta maior estabilidade térmica em relacédo a FTase.

Segundo Marquez (2007), a estabilidade térmica da invertase pode ser devido a estrutura
terciaria da proteina, a qual contém interacGes carboidrato-proteina, com ligacdes cruzadas na

cadeia polipeptidica.

Figura 8. Estabilidade térmica das enzimas FTase e FFase produzidas por A. niger ATCC

9642.
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4.5.3 Estabilidade frente a diferentes pHs
A estabilidade frente a diferentes pHs demonstrou comportamento semelhante para
FTase e FFase (Figura 9). O melhor pH foi 2,00 com atividade residual de 139,39 e 119,33 %
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para FTase e FFase, respectivamente. Em pH 3 as enzimas mantiveram sua atividade residual.

Em pHs 4,5, 6 e 7, observa-se uma queda da atividade residual enzimatica de aproximadamente

20 e 40 %para FFase e FTase, respectivamente.

Figura 9. Estabilidade das enzimas FTase e FFase frente a diferentes pHs.
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Os resultados encontrados neste estudo diferem dos reportados na literatura. Maiorano
et al. (2008) que apontam faixa 6tima de pH para a FTase oriunda de Aspergillus oryzae, entre
5,0e7,0. Ganaie et al. (2014) verificam que a enzima, também produzida por Aspegillus oryzae,
apresentou valores elevados de atividades de transfrutosilacdo para uma faixa de pH
compreendida entre 5,0 a 7,0, com pico de atividade em pH 6,0. Ja alguns trabalhos demonstram
um potencial mais acido, pH entre 4,5 e 6,0, das invertases de Lactobacillus reuteri (ANWAR
et al., 2008; VAN HIJUM et al., 2001). Invertases aplicadas industrialmente como a
BIOINVERTR - QUEST INTERNATIONAL - apresentaram estabilidade na faixa de pH de
4,0 25,0 (SAID & PIETRO, 2004).

Choukade & Kango (2019), estudaram a caracterizacdo de uma frutosiltransferase
micelial de Aspergillus tamarii NKRC 1229 , e obtiveram atividade 6tima em pH 7,0 e 20 °C.
Rustiguel et al. (2015) ao estudar a producdo de B-D-frutofuranosidase (invertase) por
Aspergillus phoenicis (Aspergillus saitoi) em fermentagdo submersa observaram temperatura e
0 pH 6timos para a atividade em 65 °C e 4,5, respectivamente. Almeida et al. (2018) estudaram
a producdo de 2 invertases intracelulares, onde a invertase 1 apresentou atividade maxima em
pH 3,0 e temperatura 6tima a 60 °C, enquanto a invertase 2 apresentou atividade maxima em

pH 4,6 e temperatura 6tima a 55 °C.
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4.5.4 Estabilidade de estocagem

Os resultados da estabilidade de estocagem para FTase e FFase frente a temperatura
ambiente, de refrigeracdo e de congelamento sdo apresentados nas Figuras 10 a, b e c,
respectivamente. Onde observa-se que em temperatura ambiente (Figura 10 a), as enzimas FTase
e FFase apresentaram reducédo de 50 % da atividade residual nos tempos de 95 h (4 dias) e 200 h
(8 dias), respectivamente.

A estocagem em temperatura de refrigeracdo (Figura 10 b), provocou queda de 50 % na
atividade residual da FTase em 168 h (7 dias), enquanto que a FFase manteve aproximadamente
da 60 % atividade residual durante 0 mesmo periodo.

Ao armazenar as enzimas em temperatura de congelamento (Figura 10 c), verifica-se
reducdo de 62 % na atividade residual de FTase e 74 % para FFase, em 264 h (11 dias),
mostrando-se mais estavel em relacdo a estocagem em temperatura ambiente e de refrigeracéo.

Figura 10. Estabilidade de estocagem das enzimas FTase e FFase frente a (a) temperatura
ambiente (= 25 °C), (b) refrigeragéo (4 °C) e (c) temperatura de congelamento (-80 °C).
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4.5.5 Parametros cinéticos (Km € Vmax)

Os parametros cinéticos Km e Vmax da FTase e FFase apresentados na Tabela 7, para o
substrato de sacarose, determinados pelos graficos de Lineweaver-Burk, apresentados na Figura
11 (Apéndice A), foram de 24,60 pumol/min.mL e 104,16 umol/min.mL para FTase e
3,91 umol/min.mL e 20,24 umol/min.mL para FFase, respectivamente.

Tabela 7. Valores de Km e Vméax de FTase e FFase.

Km Vmax
Equacdo da reta R? _ _
(umol/min.mL) (Mmol/min.mL)
FTase y=0,2362x + 0,0096 0,9977 24,60 104,16
FFase y=0,1935x + 0,0494 0,9854 3,91 20,24

Comparando-se os dados de Km e Vmax obtidos neste estudo, com os valores citados na
literatura, verifica-se que a FFase e FTase apresentam valores semelhantes. Lee et al. (1992),
observaram que a frutosiltransferase intracelular de Aureobasidium pullulans apresentou um Kp,
de 0,43 mM para o substrato sacarose. Segundo Hirayma et al. (1989), Fujita et al. (1990) e
Chang et al. (1994), as B-frutofuranosidases extracelulares purificadas de Aspergillus niger
ATCC 20611, Arthrobacter sp. K-1 e Aspergillus Oryzae ATCC 76080 apresentaram,
respectivamente, os seguintes valores de Kn, para sacarose: 0,29 M, 9,1 mM e 0,53 M. Hayashi
et al. (1992) realataram que a PB-frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus
japonicus MU-2, mostrou valores de K € Vmax para sacarose, de 210 mM e 0,65 pmol/ml.min,
respectivamente, enquanto as 3-furanosidases intracelulares purificadas (P-1 e P-2) de Fusarium
oxysporum apresentaram valores de Km de 4,4 mM e 2,1 mM, respectivamente, para P-1 e P-2
(Nishizawa et al., 1980). Giraldo (2011), que pesquisou a purificagdo e caracterizagdo
bioguimica da invertase extracelular pelo fungo filamentoso Aspergillus terreus, encontrou

valores de Km € Vimaxde 22,73 mM e 178,57 U/mg, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Verificou-se que a maxima producdo de FTase e FFase foi de 7,01 umol/min.mL e
6,29 pmol/min.mL, respectivamente, empregando o fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC
9642 em cultivo submerso e utilizando meio de producdo composto por 20 % sacarose, 0,5 %
extrato de levedura, NaNO3z 1 %, MgSOa .7H20 0,05 %, KH2PO4 0,25 %, NH4ClI 0,5 %, NaCl
0,25 % a pH 5,5, temperatura de 25 °C, tempo de 48 h, 125 rpm e concentracdo de esporos
5 x 107 esporos/mL.

Na caracterizacéo parcial das enzimas, a temperatura e pH 6timos foram de 2,39 e 60 °C
obtendo-se atividade de e 27,30 e 28,68 pumol/min.mL para FTase e FFase, respectivamente. Em
relacdo a estabilidade térmica verificou-se que a FFase se apresenta mais estavel em comparacao
a FTase, sendo que ambas mostraram-se estaveis a temperatura de congelamento. Para a
estabilidade ao pH, o melhor resultado obtido foi em pH 2,0 para as duas enzimas. Os parametros
cineticos Km e Vmax da FTase e FFase foram de 24,60 pmol/min.mL e 104,16 pmol/min.mL ¢
de 3,91 umol/min.mL e 20,24 umol/min.mL, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram-se positivos em relagéo a bioprodugéo extracelular
de FTase e FFase pelo fungo A. niger por apresentarem caracteristicas de termoestabilidade e
atuacdo em pHs acidos, possibilitando a aplicacdo em processos em escala industrial na area de

alimentos, quimica, farmacéutica, entre outras, que envolvam tais condicdes.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros:
- Purificar as enzimas FTase e FFase;
- Quantificar o extrato enzimatico por cromatografia;
- Imobilizar as enzimas em diferentes suportes e avaliar o potencial de reuso;
- Avaliar o potencial de aplicagdo das enzimas em produtos alimenticios;
- Realizar a bioproducéo das enzimas FTase e FFase utilizando outros micro-organismos e

residuos agroindustriais.
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APENDICE A

Figura 11. Determinacdo de Km e Vmax de FTase e FFase por Aspergillus niger ATCC 9642
seguindo modelo de Lineweaver-Burk, sendo (a) resultados para FTase e (b) par FFase.
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