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RESUMO

A frutosiltransferase é uma enzima envolvida na conversdo da sacarose em fruto-
oligossacarideos, agucares que vém recebendo uma atencdo em especial devido as suas
propriedades biologicas e funcionais, que atuam principalmente como prebidticos. Esta enzima,
assim como outras biomoléculas podem ser obtidas através de processos biotecnologicos,
utilizando diversos tipos de micro-organismos, entre esses processos destaca-se a fermentacao
em estado sélido por possibilitar o aproveitamento de residuos agroindustriais, além de
promover altas taxas de producdo de biomoléculas de interesse. Diante 0 exposto, 0 presente
estudo teve como objetivo investigar as varidveis que influenciam a producdo de
frutosiltransferase utilizando linhagens de Aspergillus spp. e residuos agroindustriais, bem
como caracterizar o extrato bruto. Os melhores resultados foram encontrados na espécie
Aspergillus tamarii URM4634, a qual ndo apresentou producdo de micotoxinas, fermentada no
farelo de soja. A partir do planejamento fatorial verificou-se que a melhor condicdo foi
observada utilizando 3g de substrato, 15% de concentracdo de solucdo de sacarose e 60% de
umidade, durante 72 horas, obtendo 209,11 e 53,90 umol/mL/min de atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, respectivamente. Na avaliacdo do crescimento da biomassa flngica,
verificou-se o maior desenvolvimento em 36 horas de fermentacédo, observando um teor de 132
mg/g de glicosamina, nesta mesma andlise foi verificado que o melhor tempo para producao de
frutosiltransferase, utilizando as condi¢fes do melhor ensaio do planejamento, foi no periodo
de 96 horas obtendo 221,53 e 66,90 pmol/mL/min de atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, respectivamente. A enzima produzida apresentou valores de Km 54,73 e
369,68 pumol/mL e Vmax 227,27 e 50,66 pumol/mL/min para as atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, respectivamente. A temperatura étima para ambas as atividades foi de 60°C,
assim também como pH 6,0. A frutosiltransferase apresentou estabilidade nas faixas de
temperatura de 30-50°C e de pH 4,0-5,0. Observou-se também que o ion Mn?* mostrou-se como
ativador da atividade hidrolitica, enquanto que o Na* apresentou 0 mesmo efeito na atividade
de transfrutosilagdo. De modo geral todos os resultados mostram-se promissores para a
producdo biotecnoldgica de frutosiltransferase, demonstrando altas capacidades de hidrélise da
sacarose e transferéncia dos agrupamentos frutosil, podendo ser potencialmente aplicadas em

bioprocessos que visam a sintese de fruto-oligossacarideos

Palavras-chave: frutosiltransferase, Fermentacdo em Estado Solido, Aspergillus spp., residuos

agroindustriais.



ABSTRACT

Fructosyltransferase is an enzyme involved in the conversion of sucrose to
fructooligosaccharides, sugars that have received special attention because to their biological
and functional properties, which act mainly as prebiotics. This enzyme, as well as other
biomolecules can be obtained through biotechnological processes, using several types of
microorganisms, among these processes, solid-state fermentation stands out because it allows
the use of agroindustrial residues, besides promoting high production rates of biomolecules of
interest. The present study had as objective to investigate the variables that influence the
production of fructosyltransferase from Aspergillus spp. using agroindustrial residues as well
as characterize the crude extract. The best results were found in the species Aspergillus tamarii
URMA4634, to which it did not show production of mycotoxins, fermented in the soybean meal.
From the factorial design it was verified that the best condition was observed using 3 g of
substrate, 15% concentration of sucrose solution and 60% of moisture for 72 hours, obtaining
209.11 and 53.90 pmol / mL / min of hydrolytic and transfructosylation activities, respectively.
In the evaluation of the growth of fungal biomass, the highest development in 36 hours of
fermentation, observing a content of 132 mg / g of glucosamine, in this same analysis it was
verified that the best time for production of fructosyltransferase, using the conditions of the best
condition of planning were obtained in the 96-hour period, obtaining 221.53 and 66.90 umol /
mL / min of hydrolytic and trans-fructosylation activities, respectively. The enzyme produced
presented values of K 54.73 and 369.68 umol/mL and Vmax 227.27 and 50.66 pmol/mL/min
for hydrolytic and transfructosylation activities, respectively. The optimal temperature for both
activities was 60°C, as well as pH 6.0. The fructosyltransferase presented stability in the
temperature ranges of 30-50 ° C and pH 4.0-5.0. It was also observed that the Mn?*ion showed
to be an activator of the hydrolytic activity, whereas Na * presented the same effect in the
transfructosylation activity. In general, all results are promising for the biotechnological
production of fructosyltransferase, demonstrating high saccharose hydrolysis and transfer of
the fructosyl groupings, potentially being applied in bioprocesses that aim at the synthesis of

fructo-oligosaccharides.

Key-words: fructosyltransferase, Solid State Fermentation, Aspergillus spp., agroindustrial

residues.
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1. INTRODUCAO

Atualmente uma parcela significativa da populacdo vem buscando héabitos de vida
saudaveis, sendo os cuidados com a alimentacdo um dos mais pertinentes. Em consequéncia
disto, pesquisadores vem inovando em produtos alimenticios com propriedades nutracéuticas e
funcionais de modo a atender este nicho de mercado (BALI et al., 2013). O conceito de
alimentos nutracéuticos e funcionais estéo relacionados aos produtos ou ingredientes presentes
nos mesmos, que proporcionam efeitos positivos na satde e/ou bem-estar do consumidor além
de melhorar seu valor nutritivo, como por exemplo, os prebioticos e probidticos, que atuam
principalmente na regulacdo do sistema gastrointestinal. Entre os prebidticos, os fruto-
oligossacarideos (FOS) tem recebido um interesse particular devido as suas excelentes e
diversificadas propriedades bioldgicas e funcionais (OLIVEIRA; SILVA; PORTO, 2017).

Os FOS sao definidos, segundo Yun (1996), como apenas a oligbmeros de frutose que
sdo compostos de 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4) em que as
unidades de frutosil (F) séo ligadas na posicao beta-2,1 da sacarose (GF), o que os distingue de
outros oligbmeros. Eles sdo importantes ndo apenas pelo seu poder de docgura e pelo baixo
conteddo caldrico, mas principalmente por suas propriedades nutricionais, uma vez que atuam
principalmente como prebidticos, promovendo o desenvolvimento de bifidobactérias,
importantes para 0 bom funcionamento do intestino; diminuem os niveis de triglicerideo sérico,
intensificam a absorcdo de sais minerais, estimulam a reducdo da pressdo sanguinea em
individuos hipertensos, além de atuarem na prevencao de caries (DOMINGUEZ et al., 2013).

Diante essa diversidade de beneficios promovidos a saide humana, no &mbito industrial
os FOS acabam possuindo diversas aplicacdes no setor alimenticio, podendo ser utilizados
principalmente como enriquecedores ou como substituintes de acUcares e/ou gorduras,
especialmente em formulacBes para sorvetes, sobremesas lacteas, biscoitos e produtos de
panificacdo, barras de cereais, sucos, néctares, produtos de confeitaria, molhos e etc. (ABREU
etal., 2011).

Os fruto-oligossacarideos podem ser obtidos naturalmente de alguns vegetais, como
cebola, alho, aspargo, centeio, tomate, e também através da hidrolise enzimatica da inulina ou
da reacdo de transfrutosilacdo a partir da sacarose. A producdo dos FOS em larga escala
industrial é preferencialmente realizada pelo processo enzimatico de transfrutosilagdo, uma vez
que a sacarose apresenta custo inferior em relagdo a inulina, além de proporcionar um maior
rendimento em termos de produgdo quando comparadas aos vegetais (AGUIAR-OLIVEIRA,;
MAUGERI, 2011).



As enzimas envolvidas na producdo dos fruto-oligossacarideos sdo a frutosiltransferase
(EC 2.4.1.9) e a B-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26), sendo preferencialmente utilizada a primeira
para este processo, uma vez que a mesma possui uma maior atividade de transfrutosilacéo,
possibilitando um maior rendimento de producdo de FOS. Ambas enzimas podem ser obtidas
a partir de diferentes fontes de origem vegetal e microbiana, sendo preferencialmente obtidas
através de micro-organismos, sendo os fungos filamentos do género Aspergillus os
responsaveis pelas maiores producdes a nivel industrial, além de que a extracdo destas enzimas
a partir de vegetais € limitada pela sazonalidade (OLIVEIRA; SILVA; PORTO, 2017).

A producdo de enzimas através de micro-organismos se da por processos fermentativos,
que podem ser classificados em dois tipos: a fermentacdo submersa (FS) e a fermentagédo em
estado sélido (FES). Nesta ultima, o meio de cultura é composto de substratos sélidos, atuando
como fonte de carbono e energia, e apresenta auséncia total ou quase total de agua livre, o que
faz com que essa condicéo de crescimento tente se aproximar do habitat natural do fungo. Nesse
tipo de processo sdo utilizados produtos ou subprodutos oriundos da agroindustria como
substrato, 0 que proporciona uma vantagem econdmica, uma vez que ha o aproveitamento de
residuos que seriam possivelmente descartados (ORLANDELLLI et. al., 2012).

A geracdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. O aumento
da conscientizagdo ecologica, iniciado no final do século XX, evidenciou que o grande desafio
da humanidade para as préximas décadas € equilibrar a producdo de bens e servicos,
crescimento econémico, igualdade social e sustentabilidade ambiental. Entre os setores
produtivos, o agroindustrial e o de alimentos destacam-se por produzirem grandes quantidades
de residuos, de diferentes naturezas, tanto liquidos como solidos. A aplicacdo destes residuos
em processos biotecnoldgicos reduziria os elevados problemas de disposicéo final e potencial
poluente, proporcionando a recuperacao e reutilizacdo da biomassa e dos nutrientes presentes

para a producdo de compostos de alto valor agregado (NOVAKI et al; 2010).

2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo Geral

Avaliar as principais variaveis que influenciam a producdo de frutosiltransferase por
fermentacdo em estado solido utilizando linhagens de fungos filamentosos do género

Aspergillus spp. e residuos agroindustriais.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar as linhagens de Aspergillus spp. responsaveis por proporcionar as maiores
atividades da frutosiltransferase através da fermentacdo em estado sélido;

e Avaliar qualitativamente a capacidade de producdo de micotoxinas das linhagens
selecionadas;

e Caracterizar fisico-quimicamente os residuos agroindustriais;

e Selecionar o responsavel pela maior producdo de frutosiltransferase atraves da
fermentagdo em estado sélido;

e Investigar a influéncia das varidveis: massa de substrato, umidade e concentragdo de
sacarose sobre a producdo de frutosiltransferase por fermentacdo em estado solido,
utilizando um planejamento fatorial completo 23;

e Auvaliar o perfil de crescimento da biomassa fungica em fermentacdo em estado solido
a partir do teor de glicosamina na melhor condicdo do planejamento fatorial,

e Caracterizar bioquimicamente o extrato bruto contendo a frutosiltransferase,
investigando os efeitos da temperatura, do pH e dos ions metalicos, aléem de determinar

0s parametros cinéticos (Km e Vmax) das reagdes catalisadas pela enzima.



CAPITULO I
3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Fruto-oligossacarideos (FOS)
3.1.1 Conceitos e legislacéo

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sao oligossacarideos conhecidos como agucares nao
convencionais e estdo entre as classes de prebioticos mais estudadas e utilizadas atualmente,
tornando-se de grande interesse para as industrias alimenticias e farmacéuticas devido
principalmente as suas excelentes caracteristicas funcionais, promovendo, sob o ponto de vista
fisioldgico, diversos efeitos benéficos ao organismo (SMAALI et al., 2012).

Bioguimicamente falando, os FOS séao definidos como apenas a oligbmeros de frutose
classificados como 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4) em que as
unidades de frutosil (F) sdo ligadas na posi¢ao 3-2,1 da sacarose (Figura 1.1), o que os distingue
de outros oligdbmeros (YUN, 1996).

Figura 1.1. Estrutura quimica dos principais fruto-oligossacarideos: 1-kestose (A), nistose (B)
e frutofuranosil nistose (C) (DOMINGUEZ et al., 2013).
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Este tipo de conformacdo molecular acaba explicando sua atuagdo como prebi6tico, uma
vez que lhe confere resisténcia contra as enzimas responsaveis pelos processos digestivos.

Também séo responsaveis pelas suas propriedades fisico-quimicas, que as distinguem de outros



oligossacarideos, como sua alta higroscopicidade, estabilidade a temperaturas superiores a
140°C e a pHs écidos, solubilidade em etanol a 80% e entre outras (ROSA; CRUZ, 2017).

Como status legal, na maioria dos paises, os FOS séo considerados ingredientes e ndo
aditivos alimentares. S&o classificados também como fibras dietéticas, assim como a inulina,
possuindo o status GRAS (Generally Recognized as Safe) podendo ser amplamente aplicados
nos processos industriais alimenticios e farmacéuticos (PASSOS; PARK, 2003; ROSA; CRUZ,
2017). De acordo com a Resolucdo n°® 19 de 30 de abril de 1999 da ANVISA, o consumo de
fruto-oligossacarideos deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida
saudaveis. Recomenda-se que a por¢do do produto pronto para consumo forneca no minimo 3
g de FOS se o alimento for sélido ou 1,5 g se o alimento for liquido. Se o produto for
apresentado na forma de comprimidos, capsulas ou tabletes, os requisitos citados devem ser
atendidos na recomendacéo diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do
fabricante, em conjunto da informac&o destacada no rétulo comunicando que o mesmo deve ser
acompanhado da ingestdo de liquidos. A quantidade de FOS deve ser declarada na tabela de
informacdo nutricional abaixo de fibras alimentares. O uso de FOS néo deve ultrapassar 30 g
na recomendacdo diaria do produto pronto para consumo, conforme indicacéo do fabricante
(BRASIL, 1999).

Os alimentos cujas formulagdes incluem FOS como fonte edulcorante, podem incluir
no rotulo “agucar reduzido”, “sem adi¢do de agucar”, “calorias reduzidas”, produtos “sem
agucar”, produtos “diet” e “produtos funcionais”, se estes promoverem efeito adicional nas

areas de prebidticos, simbioticos e fibras alimentares (ROSA; CRUZ, 2017).

3.1.2 Efeitos benéficos dos FOS promovidos a salde

Os FOS apresentam ac6es potencialmente prebidticas, uma vez que ndo conseguem ser
metabolizados atraves dos processos digestivos, fermentando e consequentemente promovendo
0 crescimento de culturas probioticas como os Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium
bifidus e Enterococcus faecium no intestino grosso e no colon, reduzindo o pH intestinal,
principalmente pela producdo de acidos graxos de cadeia curta e outras substancias de caréater
acido como acetato, propionato e butirato (YU WANG et al., 2010). A incorporacao equilibrada
dos FOS na dieta intensifica a viabilidade e a adesdo desses micro-organismos no intestino;
inibindo nédo sé pela competicéo intraespecifica, mas também pela alteragdo do proprio pH do
meio a acdo de bactérias patogénicas e/ou putrefativas, como as do género Escherichia,

Clostridium, Salmonella, Shigella, Listeria, Campilobacter, entre outras; proporcionando a



regularizacdo do peristaltismo e da fungdo de defecagdo em individuos com historicos de
constipacgéo intestinal cronica (DOMINGUEZ et al., 2013).

Outros efeitos benéficos que os FOS promovem ao organismo humano constatados na
literatura pode-se citar: inibicdo do desenvolvimento de células cancerigenas, especialmente,
no intestino delgado, no célon e nos tecidos hepaticos e mamarios; ndo causam efeitos
cariogénicos, reducdo dos teores de triglicerideos, colesterol e glicose sanguineos, auxiliando
no combate de diabetes mellitus e obesidade; estimulacdo da diminuicdo da pressdo sanguinea,
favorecendo os individuos hipertensos; intensificacdo da absorcdo de sais minerais,
principalmente o ferro, célcio e zinco, demonstrando-se relevante no combate da anemia; agéo
como imunomoduladores, auxiliando no fortalecimento do sistema imunoldgico,
principalmente no combate contra doencas infecciosas; producédo de algumas vitaminas, como
as do complexo B e acido folico; diminuicdo dos niveis de uréia no sangue e nos rins, indicando
a potencialidade de serem aplicados em terapias de doencas renais cronicas; e entre outros
(BALI etal., 2013; DOMINGUEZ et al., 2013; ROSA; CRUZ, 2017).

3.1.3 Mercado e aplicac6es industriais de fruto-oligossacarideos

O mercado de fruto-oligossacarideos demonstra ser bastante promissor tornando-se
economicamente viavel para as empresas que investem na producdo desses bioprodutos. De
acordo com as projecdes econdbmicas da Global Industry Analysts (GIA), o mercado norte-
americano de prebioticos, do qual fazem parte os FOS, chegou a US $ 225,1 milhGes em 2015,
enquanto as vendas europeias atingiram cerca de US $ 1,17 bilhdo (CUNHA, 2017). Segundo
informacdes do Credence Research (2016), o mercado mundial de fruto-oligossacarideos foi
avaliado em US$ 344 milhdes no ano de 2014 com perspectiva de crescimento de 13,1 % entre
0s anos de 2015 a 2022.

Algumas empresas como a Shenzen Victory Biology Engineering Ltd, FortiFeed,
Actilight e Allergy Research Group LLC, investem bastante no seguimento dos prebioticos, em
especialmente os FOS, produzindo e comercializando os mesmos tanto na forma em p6 como
até em preparacOes liquidas e xaropes concentrados, que podem ser destinados para a
composicgdo de diversas formulagdes alimenticias e farmacéuticas (BALI et al., 2013).

Além da atuacdo como prebioticos, outra caracteristica que torna os FOS tdo
importantes e valiosos é o fato de poderem ser utilizados como substituto de aglcares, uma vez
gue 0s mesmos possuem cerca de 40 a 60% do poder edulcorante da sacarose, ndo deixam

sabores residuais, como a maioria dos edulcorantes isentos de calorias, e ainda podem ser



utilizados de maneira segura em formulacgdes destinadas para diabéticos (DOMINGUEZ et al.,
2013).

Como algumas fibras dietéticas, os FOS ainda podem atuar como substitutos de
gorduras, promovendo o desenvolvimento de produtos mais saudaveis com teor energético
reduzido. Também podem exercer a funcdo de agentes estabilizantes, atuando na manutencédo
e na integridade das substancias que compde os alimentos. Além disso, possuem a capacidade
de formar géis na presenca de agua, sendo considerado um bom agente espessante (ABREU et
al., 2011; SCOLFORO, SILVA; 2013).

Diante dessa diversidade de beneficios e atuacdes, os fruto-oligossacarideos acabam
possuindo diversas aplicacbes no setor alimenticio, especialmente em formulacBes para
sorvetes, sobremesas lacteas, biscoitos e produtos de panificacdo, barras de cereais, geleias,
sucos, néctares, produtos de confeitaria, molhos, em alimentos simbidticos funcionais, quando
adicionados conjuntamente com micro-organismos probidticos e etc. (ABREU et al., 2011;
SCOLFORO, SILVA,; 2013).

3.1.4 Fontes de obtencéo de fruto-oligossacarideos

Os FOS podem ser naturalmente obtidos em pequenas quantidades de diversas fontes
vegetais, e sua distribuicdo varia entre as espécies e mesmo dentro das espécies. Na literatura,
sua presenca é reportada na raiz de alcachofra (Cynara scolymus), no alho-pord (Allium
ampeloprasmus), na barba-de-bode (Scorzonera hispanica), no alho (Allium sativum), no dente-
de-ledo (Taraxacum officinale), na raiz de chicéria (Cichorium intybus) e na raiz de alcachofra
de Jerusalém (Heliantus tuberosus) (SINGH; et al, 2017).

No entanto, a producdo em larga escala desses prebioticos € realizado preferencialmente
através de processos biotecnoldgicos, uma vez que estes proporcionam maiores rendimentos
em termos de producdo quando comparados a extracdo a partir de vegetais (AGUIAR-
OLIVEIRA; MAUGERI, 2011). Os processos enzimaticos séo preferidos na industria de
alimentos para a producdo dos mais importantes oligossacarideos, tendo em vista que a
estereoseletividade e a regioseletividade das enzimas sdo necessarias para a sintese de
oligossacarideos estruturalmente bem definidos e estaveis (WANG, 2015).

As enzimas utilizadas para a sintese de FOS sdo as inulinases (EC 3.2.1.7), enzimas que
hidrolisam a inulina, a frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9), que transferem grupos frutosil
para moléculas de sacarose e a frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26), também conhecida por

invertase, que hidrolisa a sacarose em glicose e frutose, sendo todas estas provenientes de fontes



microbianas ou vegetais (GANAIE et al., 2014). Pelo fato da inulina apresentar um maior custo,
ha preferéncia das enzimas que utilizam sacarose como substrato para producdo de fruto-
oligossacarideos (AGUIAR-OLIVEIRA; MAUGERI, 2011). Além disso, ha a preferéncia da
utilizacdo da enzima transferase quando comparada com a hidrolase, uma vez que a mesma um
maior rendimento de producdo de FOS (OLIVEIRA; SILVA; SOUZA, 2017).

3.2 Frutosiltransferase
3.2.1 Definicéo e representacéo estrutural da biomolécula

A 1,2 pB-D-frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) ou simplesmente frutosiltransferase é uma
enzima que a realiza a catalise da conversdo da sacarose em fruto-oligossacarideos mediante a
transferéncia dos agrupamentos frutosil para residuos de sacarose, além de outros mecanismos
de ac&o que ainda ndo sio totalmente esclarecidos pela literatura (ANTOSOVA, POLAKOVIC
2001). Segundo os registros da International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB), a primeira notificacdo a respeito desta enzima ocorreu em 1950 mediante os
trabalhos desenvolvidos por Bacon e Edelman, sendo catalogada pela Enzyme Commission
(EC) apenas em 1961 (CUNHA, 2017).

Diversos autores como L’Hocine et al. (2000), AntoSova e Polakovi¢ (2001), Ghazi et
al. (2005), Ganaie et al. (2014) e Cunha (2017) reportam a inexisténcia de um consenso na
literatura a respeito da nomenclatura correta das enzimas envolvidas na producdo de FOS que
utilizam a sacarose como substrato, sendo observadas ambiguidades entre as terminologias
frutosiltransferase e a frutofuranosidase, mediante os mecanismos hidroliticos e/ou de
transfrutosilacdo que as mesmas executam.

De acordo com Ghazi et al. (2005), independentemente da fonte de origem e da
denominacdo, tanto a frutosiltransferase (FTase) quanto a frutofuranosidase (FFase)
apresentam atividade de transfrutosilacdo quanto a atividade hidrolitica, em graus diferentes,
mas que esta Gltima se limita a producdo (normalmente com baixos rendimentos) de FOS
necessitando do uso de altas concentracGes de sacarose. Ao estudar 0s processos de separacéo
e purificagdo de frutosiltransferase e frutofuranosidase produzidas por Aspergillus niger,
L’Hocine et al. (2000) discutiram amplamente e indicaram que a nomenclatura mais plausivel
para a enzima responsavel pela transferéncia dos agrupamentos frutosil e a consequente

formacéo dos fruto-oligossacarideos seria a frutosiltransferase.



Em relacdo a estrutura tridimensional da enzima, o0 modelo proposto por Chuankhayan,
et al (2010), conforme a Figura 1.2, ao qual foi desenvolvido a partir do sequenciamento da
FTase produzida por Aspergillus japonicus, sugere a existéncia de dois dominios com um
dominio catalitico N-terminal contendo uma dobra de hélice de cinco laminas ligadas a um
dominio em sanduiche em C-terminal que estdo ligados por uma hélice curta de 9 residuos que
estabiliza o dobramento estrutural. Essas interagfes acabam influenciando diretamente nos
mecanismos de acdo da biomolécula, assim como também na sua propria caracterizacao

bioquimica.

Figura 1.2. Representacdo da estrutura tridimensional da frutosiltransferase obtida a partir de
Aspergillus japonicus (CHUANKHAYAN et al., 2010).

B-propeller domain

C-term

3.2.2 Mecanismo de a¢ao

A acdo catalitica da frutosiltransferase para a obtencdo dos fruto-oligossacarideos,
utilizando a sacarose como substrato, ocorre por meio de pelos menos duas reagdes distintas: a
hidrolitica e a de transfrutosilacdo. Conforme a Figura 1.3, inicialmente ocorre a hidrélise da
sacarose por meio da clivagem da ligacao p-1,2, liberando no meio reacional glicose e frutose
como subprodutos. Alguns pesquisadores constatam também que ap6s a formacéo dos FOS, os
mesmos ainda podem sofrer esta mesma hidrolise, formando fruto-oligossacarideos com um
grau de polimeriza¢io menor (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001).
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Figura 1.3. Mecanismo da reacdo hidrolitica da frutosiltransferase. (Fonte: CUNHA, 2017).
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A reacdo de transfrutosilacdo, ilustrada na Figura 1.4, consiste na transferéncia dos
agrupamentos frutosil de um doador ativado, normalmente a frutose, para uma molécula
aceptora apropriada, como a sacarose ou outras moléculas, formando diferentes FOS, mediante
o grau de polimerizacdo obtido por meio do mecanismo executado (ANTOSOVA;
POLAKOVIC, 2001).

Figura 1.4. Mecanismo da reacdo de transfrutosilacdo da 1,2-B-D-frutosiltransferase. (Fonte:
CUNHA, 2017).
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Diante disso, diversos estudos, como os de Hayashi; et al (1990), Chen e Liu (1996),
Kurakake; et al (1996), Veja e Zuniga-Hansen (2011) e Cunha (2017) propdem que a
concentracdo de frutose transferida e a consequente formacéao dos fruto-oligossacarideos pode

ser obtida indiretamente pelos balangos de massa demonstrados pelas equagdes abaixo:
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[Fr] ou [FOS] = [G] - [F] )
[AR] = [G] + [F] @)
[F1=[AR] - [C] @)
Substituindo (3) em (1), tem-se:

[Fr] ou [FOS] = [G] - ([AR] - [G]) (4)
Logo, [Fr] ou [FOS] =[2G] - [AR] 5)

Em que [ART], [F], [G] e [FOS] representam as concentraces de acucares redutores

totais, frutose, glicose e fruto-oligossacarideos, respectivamente, expressas em pmol/mL.

3.2.3 Obtencdo da enzima

A frutosiltransferase pode ser obtida tanto a partir de extratos brutos vegetais como
microbianos, apresentando vantagens e desvantagens de ambas as fontes de obtencdo. A de
origem vegetal por exemplo, pode ser obtida a partir de diversas plantas superiores, como
aspargos, alcachofra de Jerusalém, chicéria, cebola, batata doce, alface, cevada e etc. Apesar
do processo de obtencdo ser mais simples, com um menor ndmero de etapas, a
frutosiltransferase obtida por plantas apresenta limitagdes por condi¢fes sazonais e pela baixa
produtividade, assim a producdo industrial dos FOS depende principalmente das enzimas de
origem microbiana, tendo em vista a possibilidade de aumento de escala e a facilidade no
controle das variaveis do processo envolvidas (SINGH et al., 2017; CUNHA, 2017).

Além disso, a frutosiltransferase de origem microbiana geralmente apresenta uma massa
molecular maior, além de ser mais termoestavel em comparacdo com as derivadas de plantas,
podendo ser produzida em praticamente qualquer lugar, desde que sejam controlados 0s
parametros do processo, ndo dependendo de um periodo especifico para a obtencéo, resultando
em biocatalisadores com maiores atividades hidroliticas e de transfrutosilacdo e
consequentemente maiores rendimentos na producdo de FOS (YUN, 1996; GANAIE, 2014;
BATISTA, 2018).

Diversos micro-organismos sdo reportados na literatura como produtores de
frutosiltransferase através de processos fermentativos. Entre os principais, pode-se citar o
Aspergillus japonicus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aureobasidium pullulans,
Helianthus tuberosus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri, Leuconostoc citreum,
Myceliophthora heterothallica, Paenibacillus macerans, Penicillium citrinum e Penicillium
purpurogenum (CUNHA, 2017).
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Entre as espécies citadas a anteriormente , os fungos filamentosos do género Aspergillus
estdo entre as que mais se destacam, uma vez que, além de apresentarem altos rendimentos na
producdo de enzimas de interesse industrial, 0s mesmos apresentam a ubiquidade em crescer
em ampla faixa de temperaturas (5 — 50°C), pH (2,0 — 11,0) e osmolaridade de até 34% de sal;
além disso, algumas espécies, como por exemplo Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e
Aspergillus tamarii, tém incentivado o desenvolvimento de pesquisas e aplicagdes,
principalmente por apresentarem o status de GRAS (LATEEF et al., 2012; SILVA, 2014;
BATISTA, 2018).

3.3 O género Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus sdo organismos pertencentes ao filo Ascomycota,
classe dos Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae. Este género foi
inicialmente catalogado e nomeado pelo sacerdote e boténico italiano Pietro Micheli em 1729.
Recebeu este nome devido a sua forma quando observado ao microscopio, parecendo-se com
um aspersorio (borrifador de agua benta) (BENNETT, 2010).

Existem mais de 260 espécies dentro deste género, mas apenas cerca de 20 tém sido
encontradas como causas de doencas em organismos. As colonias desses micro-organismos,
geralmente tém crescimento rapido e densamente distribuidos nos substratos, inicialmente
apresentam-se com coloracGes esbranquicadas, amareladas, passando para 0 marrom, 0
esverdeado ou para 0 negro. As colnias sdo compostas por micélios aéreos com conidioforos
eretos sobre a superficie do meio (HUBKA et al., 2013; SILVA, 2014).

Os fungos do género Aspergillus sdo anamorficos e produzem conidios assexuados em
estruturas caracteristicas do género, os conidi6foros denominados aspergillum, que estdo
representados na Figura 1.5. Durante a diferenciacdo micelial algumas células se ampliam e
desenvolvem uma espessa parede celular, formando as células podais, em formade Tou L, e a
partir delas se formam os conidiéforos perpendiculares a essas celulas. O conidioforo se
desenvolve ereto a partir do ramo de hifas, que aumenta em sua extremidade, formando uma
vesicula arredondada, eliptica ou em forma de taco. Essa vesicula d& origem as métulas e
fidlides, que por sua vez, produzem longas cadeias de esporos mitoticos denominados conidios
(TERRONE, 2017).
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Figura 1.5. Representagdo morfoldgica de uma espécie de Aspergillus (TERRONE, 2017).

stipes

"foot cells"

Todas essas estruturas apresentam caracteristicas especificas, quando cultivadas em um
mesmo meio de cultura, como, tamanho, arranjo, formato do conidi6foro e dos conidios, bem
como a coloracéo, o que permite a diferenciacéo e classificacdo das espécies. Quando a “cabega
aspergillar” apresentar métulas esta espécie de micro-organismo devera ser classificada como
bisseriada, quando ndo, unisseriada. (SILVA, 2014; TERRONE, 2017).

Os micro-organismos pertencentes a este género tém sido amplamente utilizados para o
desenvolvimento de produtos de alto valor agregado, principalmente para 0s seguimentos
alimenticios, agroindustriais e farmacéuticos. Estes fungos sdo importantes para a produgéo de
enzimas, sendo utilizados para pesquisas em engenharia metabolica bem como na engenharia
genética, demonstrando-se de grande potencial para produgdo de proteinas e outras
biomoléculas, através do desenvolvimento de processos de fermentagdo em estado solido e
submerso (LUBERTOZZI; KEASLING, 2009).Diversas pesquisas apontaram que a secregéo
de proteinas em fungos filamentosos do género Aspergillus ocorrem nas zonas apicais das hifas

em crescimento, uma vez que as pontas das hifas em crescimento sdo mais porosas, tornando-
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se mais facil para as enzimas extracelulares se deslocarem atraves da parede celular (SILVA,
2014).

Diferentes linhagens de Aspergillus sdo reportadas na literatura como produtoras de
frutosiltransferase. A Tabela 1.1 apresenta as principais espéecies desse género utilizadas para
sintese desta enzima, por meio da Fermentacdo em Estado Solido, assim como também algumas

condicGes para obtengdo desta biomolécula.

Tabela 1.1. Frutosiltransferases obtidas por fermentacdo em estado sélido a partir de diferentes

micro-organismos e substratos.

Tempo de
Micro-organismo Substratos fermentacao Referéncias
(horas)
Farelos de trigo,
milho, arroz e aveia,
Aspergillus oryzae gérmen de milho, 120 Sangeetha et al.
fuba, sabugo de (2004)
milha, polpa de café,
casca de café,, bagaco
de cana, mandioca
Aspergillus japonicus Epiderme do café 48 Mussatto; Teixeira
(2010)
Aspergillus niger Casca de castanha 48 Lateef et al. (2012)
Farelos de trigo, arroz
e aveia, sabugo de
Aspergillus awamori milho, bagaco de 96 Sathish et al. (2013)
cana, residuo de 6leo
de amendoim e coco,
residuo de abacaxi,
fibra do oOleo de
palma
Aspergillus oryzae Hidromel 48 Mufiz-Marquez et al.
(2016)
Aspergillus flavus Farelo de trigo 72 Ganaie et al. (2017)
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A determinacgdo das condi¢Bes 6timas para o crescimento e o desenvolvimento dos
micro-organismos sao essenciais para a viabilidade dos processos biotecnolégicos, uma vez que
qualquer estresse causado no ambiente que possa afetar a dinamica populacional do micro-
organismo, consequentemente interferira na sintese dos metabdlitos de interesse (SILVA,
2014).

3.4 Fermentacdo em Estado Solido (FES)
3.4.1. Definicdo, aplicacGes e outras particularidades

A Fermentacdo em Estado Sélido (FES) é definida como o cultivo de micro-organismos
em substratos solidos insolUveis na auséncia (ou quase) de agua livre. Nesse caso, o substrato
fornece umidade suficiente para o desenvolvimento do micro-organismo e o funcionamento de
seu metabolismo (PANDEY, 2003). Quase todos os processos de fermentacdo utilizados nos
tempos antigos eram baseados nos principios de FES. Alguns estudiosos sugerem que esta
antiga técnica surgiu no oriente, datada aproximadamente de 2.600 a.C. Mesmo assim, como
0 advento da tecnologia, a técnica foi aprimorada ao longo dos anos no intuito de maximizar a
produtividade, oferecendo atualmente inimeras oportunidades no processamento de substratos
agroindustriais (SILVA, 2014).

Uma das principais caracteristicas desse tipo de cultivo € a fase solida atuar como fonte
de carbono, nitrogénio e demais componentes, além de servir como suporte para o crescimento
microbiano. Por esse motivo € interessante que se utilizem substratos com composicao rica em
nutrientes essenciais e, que, a0 mesmo tempo, apresentem boa porosidade, para que o ar
necessario ao desenvolvimento microbiano possa chegar ao micro-organismo (PANDEY,
2003).

Entre as vantagens da utilizacdo da Fermentacdo em Estado Sélido quando comparada
a Fermentacdo Submersa tem-se um maior volume de reaproveitamento de substratos de baixo
custo, como os residuos agroindustriais, 0 baixo requerimento de agua e energia durante o
cultivo, a baixa possibilidade de contaminacdo, a concentragdo e maior estabilidade dos
produtos e a alta produtividade. Algumas desvantagens como a dificuldade no controle de
alguns parametros no processo e a heterogeneidade ainda sdo inerentes ao processo
(SINGHANIA et al., 2009).

A Fermentacdo em Estado Sélido tem mostrado um enorme potencial tecnolégico no

que diz respeito ao desenvolvimento de produtos que apresentam componentes derivados de
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micro-organismos como rag¢Oes para animais, produtos para a industria alimenticia, quimica e
farmacéutica. Estas aplica¢fes envolvem a biotransformacao de produtos e residuos agricolas
para enriquecimento nutricional, producdo de biomassa e formacgéo de produtos com alto valor
agregado, como metabolitos biologicamente ativos, incluindo enzimas, antibioticos, alcaldides,
acidos organicos, biopesticidas, micro-pesticidas e bioerbicidas, biossurfactantes,
biocombustiveis, compostos aromaticos e etc. (MESSIAS et al., 2011).

Bactérias, leveduras e fungos sdo capazes de crescer nesse tipo de fermentacdo.
Contudo, os fungos filamentosos sdo 0s mais adaptaveis a essa condi¢do, ja que necessitam de
pouca agua (medido como atividade de &gua, aw) para 0 seu desenvolvimento e ndo sdo
prejudicados com altas concentracGes de sélidos no meio. Além disso, seu crescimento por
meio de hifas favorece a colonizacao no substrato sélido (MESSIAS et al., 2011).

Na FES biomoléculas, como as enzimas, por exemplo, sdo produzidas pelos fungos
diretamente sobre substrato insolGvel em &gua. Para que isso ocorra € necessario que apés a
esporulacdo as hifas desenvolvam como um tapete de micélio se espalhando por todo o
substrato. Enquanto algumas hifas aéreas se sobressaem outras penetram no substrato por
crescimento em espacos entre os graos dos solidos padronizados. As atividades metabdlicas
ocorrem principalmente perto da superficie do substrato e no interior dos poros; no entanto,
regides expostas do micélio mostram também o metabolismo e podem haver um transporte de
substancias a partir da penetracdo de hifas aéreas. Enzimas hidroliticas, que s&o produzidas pelo
micélio, difundem para a matriz solida e catalisam a degradacdo de macromoléculas em
unidades menores. Assim, o0 substrato é tomado pelo fungo para servir como nutrientes. O
oxigénio é consumido e o gas carbonico, agua, calor e outros produtos bioquimicos sdo
produzidos durante a fermentacdo, podendo ser extraidos para uso posterior ao final do
bioprocesso (SILVA, 2014). A Figura 1.6 ilustrada abaixo, esquematiza os fenémenos que

ocorrem durante a fermentacao em estado sélido.



17

Figura 1.6. Representacdo do crescimento de um fungo filamentoso em substratos solidos
(SILVA, 2014).
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Quanto a frutosiltransferase, conforme a Tabela 1.1 apresentada no tépico anterior, séo
reportadas na literatura algumas pesquisas que abordam a producdo desta enzima a partir da
Fermentacdo em Estado Solido, utilizando diferentes micro-organismos e substratos,

principalmente residuos agroindustriais.

3.4.2. Fatores que influenciam a Fermentacdo em Estado Sélido

Ha diversos fatores que podem influenciar a FES, estes incluem a selecdo do micro-
organismo adequado e substrato, concentragdo do inoculo, umidade, temperatura, oxigénio, pH
e a concentracdo de nutrientes. Essas condigdes afetam significativamente o crescimento celular
microbiano e consequentemente a formacéo dos produtos desejados (SILVA, 2014).

Com relagdo ao indculo fungico, existem vérias formas de prepara-lo. Para identificar o
tipo de indculo mais adequado a ser empregado, tanto a natureza dos fungos envolvidos como
a finalidade dos estudos tém de ser levados em consideracdo. Os métodos de preparacdo de
inéculo normalmente aplicados para FES incluem suspensdo de esporos, disco de micélios,

suspensdo de micélios e substratos pré-inoculados. A concentracdo adequada de indculo,
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relacionada ao substrato, € de grande importancia para suprir a necessidade metabdlica dos
micro-organismos, garantindo a geracdo de produtos de interesse, sem esgotar os nutrientes
prematuramente (YOON et al., 2014).

A aeracdo cumpre as fungdes basicas em um sistema como manter a aerobiose, eliminar
o diéxido de carbono, regular a temperatura do substrato, ajustar o nivel de umidade, além de
promover a circulacdo do ar entre as particulas do substrato fazendo com que as particulas
presentes no meio se misturem. A técnica de FES tem carater heterogéneo e a transferéncia de
oxigénio ¢ limitada por uma pelicula de liquido na superficie do substrato (NIGAM; PANDEY,
2009; SILVA, 2014).

O teor de umidade 6timo em um substrato solido esta intimamente relacionado com a
disponibilidade de nutrientes e a difusdo de oxigénio durante o cultivo. O alto teor de umidade
diminui a porosidade, com a perda da estrutura das particulas, interferindo na difusdo do
oxigénio, além de aumentar o risco de contaminacdo. Ao contrario, o baixo teor de umidade
pode limitar a solubilidade dos nutrientes, dificultando o desenvolvimento de microrganismos
(CASTRO; SATO, 2015).

Os fatores pH e temperatura podem variar no decorrer do cultivo. As varia¢des resultam
do consumo de substrato e/ou producdo de metabdlitos. Eles sdo indicadores de mudangas na
atividade metabdlica. O calor gerado durante o processo fermentativo deve ser dissipado, ja que
0 aumento da temperatura pode afetar a germinacéo de esporos, o crescimento, a formacéao de
produtos e a esporulacdo. Apesar de ser complexo, devido a heterogeneidade e consisténcia do
substrato, o controle do pH é bastante importante para que ndo prejudique o crescimento celular
e a producdo da biomolécula. Uma maneira de manter o pH pouco variavel € a utilizacdo de
solugdes tampé&o para umidificacdo do substrato (NIGAM; PANDEY, 2009).

3.5. Residuos agroindustriais

A geracdo de residuos e subprodutos € inerente a qualquer setor produtivo. O aumento
da conscientizagdo ecologica, iniciado no final do século XX, evidenciou que o grande desafio
da humanidade para as proximas décadas € equilibrar a producdo de bens e servigos,
crescimento econémico, igualdade social e sustentabilidade ambiental. Entre os setores
produtivos, o agroindustrial e o de alimentos destacam-se por produzirem grandes quantidades
de residuos, de diferentes naturezas, tanto liquidos (efluentes) como solidos. A aplicacdo destes

residuos em processos biotecnoldgicos reduziria os elevados problemas de disposigéo final e
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potencial poluente, proporcionando a recuperagao e reutilizacdo da biomassa e dos nutrientes
presentes para a produgdo de compostos de alto valor agregado (NOVAKI et al; 2010).

O estudo de meios industriais de fermentacdo para obtencdo de produtos
biotecnologicos tem recebido grande atencéo nos ultimos anos. Diversos coprodutos e materias-
primas da industria de alimentos e da agroindustria tém sido empregados e reaproveitados para
obtencdo de produtos biotecnoldgicos, pela alta disponibilidade e por representarem fonte
alternativa de baixo valor comercial (ERNANDES; et al.,, 2010). Entre esses produtos
biotecnologicos destaca-se a producdo de enzimas, a qual é frequentemente limitada pelos
custos dos substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Estima-se que
aproximadamente 30-40% do custo envolvido na producdo de enzimas é devido ao meio de
cultura utilizado para o crescimento dos micro-organismos, portanto sua otimizacao é de grande
importancia para a reducdo de custos (MANERA; et al., 2011).

Além de serem baratos e abundantes, os residuos agroindustriais normalmente
apresentam estrutura polimérica rica em amido, lignocelulose, pectina e proteina. Estes
materiais organicos, em sua maioria insoliveis em agua, sdo fontes de carbono e nitrogénio,
atuando como suporte para o crescimento de micro-organismos. Normalmente sdo materiais
particulados, e &gua presente no meio encontra-se complexada na matriz sélida, a qual pode ser
aproveitada pela cultura microbiana. Bactérias e leveduras tendem a crescer na superficie,
enquanto que a estrutura micelar de fungos filamentosos penetra as particulas do substrato.

Vaérios residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato, em processos
fermentativos, como por exemplo, o bagaco de laranja, o de cana e o de abacaxi, casca de
maracuja, farelos de trigo, soja, milho e arroz, polpa de magcé e de café, entre outros (NOVAKI
et al; 2010).
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CAPITULO I

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE FRUTOSILTRANSFERASE A PARTIR DE
LINHAGENS DE ASPERGILLUS spp. UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

SILVA, M. F%; OLIVEIRA, R. L% PORTO, T. S%.
tUniversidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns; Av. Bom
Pastor, Boa Vista, 55296-901, Garanhuns — PE.
Universidade Federal Rural de Pernambuco — Rede Nordeste de Biotecnologia; Dom Manoel
Medeiros, Dois Irméos, 52171-900, Recife — PE.

RESUMO

A frutosiltransferase € uma enzima envolvida na conversdo da sacarose em fruto-
oligossacarideos, acucares que vém recebendo uma atencdo em especial devido as suas atuacdes
como prebidticos. Esta enzima, assim como outras biomoléculas podem ser obtidas através de
bioprocessos, destacando-se a fermentagdo em estado sélido por possibilitar um melhor
aproveitamento de residuos agroindustriais. O presente trabalho teve como objetivo investigar
as variaveis que influenciam a producdo de frutosiltransferase utilizando linhagens de
Aspergillus spp. e residuos agroindustriais, bem como caracterizar o extrato enzimatico bruto.
Os maiores valores em atividade foram obtidos a partir do Aspergillus tamarii URM 4634, com
0 substrato farelo de soja, onde 0 mesmo néo produziu micotoxinas. A partir do planejamento
fatorial e da avaliacdo do crescimento da biomassa, verificou-se que a melhor condicédo foi
observada utilizando 3g de substrato, 15% de concentracdo de solucdo de sacarose e 60% de
umidade, durante 96 horas, obtendo 221,53 e 66,90 umol/mL/min de atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, respectivamente. A frutosiltransferase produzida apresentou valores de Km
54,73 e 369,68 pumol/mL e Vmax 227,27 e 50,66 pmol/mL/min para as atividades hidrolitica e
de transfrutosilacdo, respectivamente. A temperatura étima para ambas as atividades foi de
60°C, assim também como pH 6,0. A frutosiltransferase apresentou estabilidade nas faixas de
temperatura de 30-50°C e de pH 4,0-5,0 em ambas atividades. Em suma, todos os resultados
mostraram-se promissores para a producdo biotecnoldgica de frutosiltransferase, podendo
viabilizar a obtencdo em larga escala de fruto-oligossacarideos.

Palavras-chave: frutosiltransferase, producao, Aspergillus spp., residuos agroindustriais.
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CHAPTER II

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF FRUCTOSYLTRANSFERASE
FROM ASPERGILLUS spp. STRAINS USING AGRICULTURAL RESIDUES

SILVA, M. F!; OLIVEIRA, R. L% PORTO, T. S
'Rural Federal University of Pernambuco - Academic Unit of Garanhuns; Av. Bom Pastor,
Boa Vista, 55296-901, Garanhuns - PE.
2 Rural Federal University of Pernambuco - Northeast Network of Biotechnology; Dom
Manoel Medeiros, Dois Irmdos, 52171-900, Recife - PE.

ABSTRACT

Fructosyltransferase is an enzyme involved in the conversion of sucrose to
fructooligosaccharides, sugars that have been receiving special attention because to their
prebiotic performance. This enzyme, as well as other biomolecules can be obtained through
bioprocesses, highlighting the Solid State Fermentation (SSF) for enabling the use of
agroindustrial residues. The present work had as objective to investigate the variables that
influence the production of fructosyltransferase from Aspergillus spp. strains using
agroindustrial residues and characterize the crude enzymatic extract. The highest values in
activity were obtained from Aspergillus tamarii URM 4634, with the substrate soybean meal,
where it did not produce mycotoxins. From the factorial planning and evaluation of biomass
growth, it was verified that the best condition was observed using 3g of substrate, 15%
concentration of sucrose solution and 60% of moisture, during 96 hours, obtaining 221.53 and
66.90 pmol/mL/min of hydrolytic and transfructosylation activities, respectively. The
fructosyltransferase produced presented values of Km 54.73 and 369.68 pumol/mL and Vmax
227.27 and 50.66 umol/mL/min for the hydrolytic and transfructosylation activities,
respectively. The optimal temperature for both activities was 60°C, as well as pH 6.0. The
fructosyltransferase presented stability in the temperature ranges of 30-50 ° C and pH 4.0-5.0
in both activities. In short, all the results showed to be promising for the biotechnological
production of fructosyltransferase, being able to make possible the large scale production of

fructo-oligosaccharides.

Key-words: fructosyltransferase, production, Aspergillus spp., agroindustrial residues.
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1. INTRODUCAO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo oligossacarideos denominados de aglcares nao
convencionais, formados por unidades de frutosil. Estes tem recebido um interesse especial
devido as suas propriedades bioldgicas e funcionais, principalmente pela a sua atuagdo como
prebidticos e adogantes alternativos, além de serem aplicados como substitutos de gorduras e
agentes estabilizantes, podendo ser utilizados em diversas formulagdes alimenticias, como para
produtos lacteos, de panificacdo, de sucos e outras bebidas, produtos de confeitaria, molhos e
entre outros, tornando-se de grande interesse para industria (DOMINGUEZ; et al, 2013,;
ABREU; et al, 2011). Os FOS podem ser encontrados em pequenas quantidades em alguns
vegetais, como cebola, alho, aspargo, centeio, tomate; entretanto sua obtencdo em larga escala
ocorre através de um processo biotecnologico adequado, em que a partir da sacarose e pelas as
reacOes desencadeadas pela enzima frutosiltransferase consegue-se sintetiza-los com mais
eficiéncia e com maiores rendimentos (OLIVEIRA; SILVA; PORTO, 2017).

A frutosiltransferase, assim como outras enzimas, podem ser produzidas
intracelularmente e extracelularmente por diferentes tipos de fungos, entre eles os do género
Aspergillus spp., via processo fermentativo. Diferentes linhagens de Aspergillus sp. séo
reportadas na literatura como produtoras de frutosiltransferase, destacando-se A. oryzae
(SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005), A. aculeatus (NEMUKULA; et al, 2009), A.
flavus e A. terreus (GANAIE; et al, 2013).

Neste panorama dar-se uma atencao especial a fermentacéo em estado sélido (FES) pelo
seu papel de destaque no maior aproveitamento de residuos sélidos, diminuindo os problemas
de disposicao final e potencial poluente, além das de perdas de biomassa e nutrientes de alto
valor, em virtude do crescimento microbiano e de condi¢des adequadas, promovendo a sintese
de diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para segmentos
industriais por ter alto valor agregado (GANAIE; et al, 2013; ORLANDELLI; et al, 2012).
Alguns residuos agroindustriais como bagaco de cana de agucar, farelo de trigo, farelo de aveia,
residuo de café, sabugo de milho, farelo de arroz e etc, sdo reportados na literatura como
substratos para producdo de frutosiltransferase por meio da FES (SANGEETHA; RAMESH,;
PRAPULLA, 2004).

Deste modo o presente trabalho teve como objetivo investigar as principais variaveis
que influenciam a producdo de frutosiltransferase por fermentagdo em estado sélido com
linhagens de fungos filamentosos do género Aspergillus spp. e utilizando residuos

agroindustriais, bem como realizar a caracteriza¢ao bioquimica do extrato enzimatico bruto.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo dos micro-organismos

Neste trabalho foram utilizadas diferentes espécies de fungos filamentosos do género
Aspergillus spp. (Tabela 2.1) oriundas da colecdo de culturas da Micoteca URM do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), mantidos em

meio inclinado composto por BDA (Batata Dextrose Agar) imerso em 6leo mineral a 28°C.

Tabela 2.1. Relacdo de fungos filamentos do género Aspergillus da Micoteca URM/UFPE que

foram utilizados nos experimentos de producado de frutosiltransferase.

N°/URM Linhagem
4953 A. aculeatus
0269 A. heteromorphus
5620 A. japonicus
5870 A. niveus
4924 A. phoenicis
4634 A. tamarii
4658 A. terreus
5701 A. versicolor

2.2. Reativagéao, esporulacéo e manutencédo dos micro-organismos

Para tornarem-se aptos para a realizacdo dos experimentos, os fungos selecionados
foram reativados em caldo glicosado (10g de peptona, 3g de extrato de carne, 20g de glicose e
1L de &gua destilada), previamente autoclavado a uma temperatura de 121°C, a 1 atm, durante
20 minutos. Os micro-organismos foram inoculados em frascos contendo 50 mL deste meio
nutritivo e encaminhados para um shaker a uma temperatura de 30°C e uma agitacéo de 130
rpm durante 72 horas. Apo0s a reativagdo, os fungos foram repicados e mantidos em meio BDA
previamente esterilizado, encaminhando os mesmos a estufa de crescimento microbiolégico a

uma temperatura de 30°C, durante 7 dias, para esporulacgéo.

2.3. Preparacéo do inéculo
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Ap0s a esporulacéo, os esporos foram coletados com a adigdo de uma solugdo de cloreto
de sddio (0,9%) com Tween 80 (0,01% v/v) previamente esterilizados. Apds a coleta dos
esporos realizou-se a contagem microscopica em camara de Neubauer. Uma quantidade
suficiente para a concentragio de 107 esporos/mL foi inoculada em Erlenmeyers de 125 mL
contendo o substrato autoclavado para a produgdo de frutosiltransferase por meio da
fermentacdo em estado sélido.

2.4. Selecdo de linhagens produtoras de frutosiltransferase através da Fermentacdo em
Estado Sdlido

Para a fermentacdo foram utilizadas as seguintes condicOes: 5g de farelo de trigo
(substrato), solugdo nutritiva composta por sacarose a 10% e extrato de levedura a 0,5%
dissolvidos em tampao acetato pH 5,0 a 0,1 M, umidade do meio a 50%, a uma temperatura de
30°C durante 72 horas. Apos este periodo realizou-se a extracdo utilizando a proporc¢éo de 7,5
mL de solvente para cada grama de substrato. Os Erlenmeyers foram encaminhados para uma
mesa agitadora, a uma velocidade de 130 rpm durante 1 hora e meia. O extrato obtido foi filtrado
e submetido a centrifugacdo a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi separado
e utilizado para determinacdo das atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo da
frutosiltransferase. Foram utilizadas diferentes linhagens de fungos filamentosos do género
Aspergillus sp., dispostas na Tabela 2.1, com o objetivo de verificar as que promoveram as

maiores atividades da frutosiltransferase a partir da fermentacdo em estado sélido.

2.5. Determinacao das atividades da frutosiltransferase

No estudo da frutosiltransferase ha o envolvimento de duas atividades enzimaticas: a
hidrolitica e a de transfrutosilacdo. Para este estudo realizou-se primeiramente a incubacao de
250 pL do extrato bruto enzimatico com 750 pL do substrato (60% solucdo de sacarose em
tampdo acetato pH 5,0 e 0,1 M) a 55°C por 60 minutos (SANGEETHA; RAMESH,;
PRAPULLA, 2004). A reacéo foi interrompida por meio da incubacdo em banho de gelo e em
seguida foram realizadas as determinacdes das quantidades de glicose livre por meio do kit de
glicose-oxidase e de agUcares redutores pelo método de Miller (1959).

Para a determinacdo da glicose livre através do kit de glicose-oxidase (Labtest)
misturou-se vigorosamente 10 puL da amostra com 1 mL do reagente, incubando em banho-
maria a 37°C durante 10 minutos. As leituras das amostras foram realizadas em

espectrofotdbmetro a 505 nm. Para a determinagdo de acucares redutores (AR) pelo método de
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Miller (1959) foram misturados 100 puL da amostra e 1,0 mL do reagente acido dinitrosalicilico
(DNSA) por 5 minutos sob temperatura de ebulicdo, colocando em seguida a mistura em banho
de gelo para interromper a reacdo. Adicionou-se 5,0 mL de agua destilada, encaminhando as
amostras para o espectrofotdmetro para que as mesmas fossem lidas a 540 nm. A curva de
calibracéo foi plotada utilizando glicose como padrdo nas concentragdes de 1,0 a 10,0 mg/mL.

A atividade hidrolitica (Un) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria
para produzir um pmol de glicose por minuto. Ja uma unidade de atividade de transfrutosilacédo
(Ur) foi definida como sendo a quantidade de enzima requerida para transferir um pmol de
frutose por minuto (CHEN e LIU, 1996). As atividades hidrolitica e de transfrutosilagdo foram
calculadas pela estimacgédo da quantidade de glicose (G) e frutose transferida (Ft) liberadas na

reacao enzimatica, por meio das relacdes abaixo:

AR=F+G o F=AR-G )

Em que AR, F, G e Fr representam as concentracGes de agUcares redutores totais,

frutose, glicose e frutose transferida, respectivamente, expressas em umol/mL.

2.6. Avaliacdo qualitativa da capacidade de producdo de micotoxinas de linhagens de

Aspergillus spp.

Para a detec¢do de producdo de ocratoxina A utilizou-se a metodologia proposta por Lin
e Dianese (1976). Um volume de 200 mL de leite de coco foi diluido em 800 mL de agua
destilada, ajustando o pH do meio para 6,9 com NaOH 2N, adicionando 16 g de agar, formando
assim o meio MAC (meio agar coco). Apds ser aquecido a ebuli¢do, autoclavado por 20 minutos
a 121 °C e distribuidos em placas de Petri esterilizadas. No centro da placa foi inoculado com
5uL de solugéo de esporos e incubado no escuro a 28°C durante um periodo de 7 dias. Também
foi verificada a producéo de ocratoxina A nos meios BDA (batata dextrose agar) e (YES) (meio
agar com extrato de levedura e sacarose) composto por 20 g de extrato de levedura, 200 g de
sacarose, 20 g de 4gar e 1000 mL de agua destilada. Para a detec¢do da micotoxina foi observada
a presenca de um halo fluorescente azulado a violeta, no reverso da coldnia nas placas contendo
o fundo, quando submetidos a ondas longas de luz ultravioleta (365 nm) em camara escura.

Para a detec¢@o de producdo de aflatoxina, foi realizado o teste de vapor de amonia,

conforme Saito e Machida (1999). Os isolados de Aspergillus spp. foram cultivados no centro
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da placa com 5 pL de suspensdo de esporos dos meios solidos BDA, YES e MAC, e incubadas
no escuro a 28°C. Ap6s 7 dias as placas foram invertidas com 2 mL de hidroxido de aménio.
Apbs dez minutos, foi verificada se a parte inferior dos isolados produtores de aflatoxina foi
transformada em cor rosa para vermelho. Caso nenhuma mudanca de cor ocorrer, os isolados

nao serdo considerados toxicos.

2.7. Selecdo do melhor substrato para producéo de frutosiltransferase

A melhor linhagem de Aspergillus (em termos de produtividade e auséncia de
toxicidade) foi inoculada em diversos residuos agroindustriais, como o farelo de trigo, farelo
de soja, farelo de aveia, sabugo de milho, casca de laranja e casca de limao, obtidos no comércio
local de Garanhuns-PE, a fim de selecionar a maior producdo de frutosiltransferase. Esses
residuos foram secados em estufa com circulacdo de ar forcada a 65°C até completa
desidratacdo e padronizados atraves das peneiras em série de Tyler em uma granulometria entre
0,5 — 2,0 mm verificando posteriormente suas capacidades de absorcdo de agua. As condicBes

da fermentacdo em estado sélido foram as mesmas dispostas no item 2.4.

2.8. Caracterizacao fisico-quimica dos residuos agroindustriais

Os teores de umidade, cinzas, proteico e lipidico dos residuos agroindustriais
selecionados foram determinados conforme o descrito pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2010). Conforme Castro, Nishide e Sato (2014) o teor de carboidratos foi
estimado a partir da diferenca entre o valor total da composicao (100%) e a soma dos outros
componentes. As atividades de agua destes residuos foram determinadas por meio da leitura
direta no analisador Pre Water Activity Analyzer (Acqualab). Determinou-se também a relacédo
carbono/nitrogénio dos substratos citados, obtendo o teor de nitrogénio a partir do método de
Kjeldahl (AOAC, 2010)) e o teor de carbono a partir da metodologia proposta por BEZERRA
NETO e BARRETO (2004) que se baseia na oxidacdo da matéria organica em presenca do
acido sulfurico e dicromato de potassio, e posterior dosagem, por titulagdo, do excesso de
dicromato com solucdo padréo de sulfato ferroso amoniacal. Os parametros analisados foram
submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias através do teste de Tukey em um

nivel de 95% de confianca, através do software estatistico Minitab 17.0.

2.9. Producéo de frutosiltransferase através de um planejamento fatorial
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Ap0s a selecdo da espécie de Aspergillus spp. e do substrato responsaveis pelos maiores
valores de atividade de frutosiltransferase, investigou-se através de um planejamento fatorial
completo 23 com trés repeti¢cdes do ponto central, a influéncia das variaveis, massa de substrato,
umidade e concentragdo de sacarose, na producéo da enzima a fim de obter as condi¢des 6timas
de cultivo para a producdo de frutosiltransferase por meio da fermentacdo em estado sélido. Os
niveis utilizados no planejamento estdo dispostos na Tabela 2.2 A andlise estatistica do
planejamento fatorial foi realizada através do software Statistica 7 (STATSOFT, 2008).

Tabela 2.2. Niveis que serdo utilizados no planejamento 23 para estudo da producéo de
frutosiltransferase por meio da FES.

Variaveis Niveis
(1) (0) (+1)
Massa de Substrato (g) 3,0 5,0 7,0
Umidade (%) 40 50 60
Concentracéo de 5,0 10,0 15,0
Sacarose (%)

2.10. Avaliacdo do perfil de crescimento da biomassa fungica em fermentacdo em estado
solido

Foi realizada a estimativa da biomassa fungica conforme descrito por Castro, Nishide e
Sato. (2014) do melhor ensaio do planejamento fatorial. Essa determinacdo é baseada na
quantidade de N-acetilglicosamina liberada pela hidrdlise acida da quitina, presente na parede
celular dos fungos. A amostra seca fermentada foi misturada com acido sulfdrico concentrado
e a mistura reacional devera ser mantida durante 24 h a 30°C. A mistura foi diluida em 10 mL
de &gua destilada e posteriormente autoclavada a 121°C durante 1 h e filtrada para obter uma
solucéo isenta de qualquer material sélido. A solucdo obtida foi neutralizada com NaOH 5 M,
adicionando em seguida 50 mL de agua destilada. A mistura reacional contendo 1 mL da
amostra (resultante das extracdes descritas) e 1 mL de reagente acetilacetona (1 mL de
acetilacetona e 50 mL de solugdo 0,5 M de carbonato de sodio) foi incubada durante 20 min em
temperatura de ebulicdo. Apos o resfriamento, adicionou-se uma aliquota de 6 mL de etanol
seguida pela adicdo de 1 mL de reagente de Ehrlich (2,67 g de p-dimetilamino benzaldeido em
mistura 1:1 de etanol reagente analitico e acido cloridrico concentrado até 100 mL) incubando

a 65°C por 10 min. Apos arrefecimento, a absorbancia da mistura reacional foi obtida a partir



33

da leitura espectrofotométrica a 530 nm. A estimativa de biomassa foi estimada em intervalos
de 12 horas durante 120 h de fermentacdo e os resultados foram expressos em mg de
glicosamina por grama de substrato seco, mediante a curva de calibracdo plotada a partir do

reagente glicosamina (Sigma).

2.11. Caracterizacao bioquimica do extrato bruto contendo a frutosiltransferase

2.11.1. Determinacdo dos parametros cinéticos das reaclGes catalisadas pela
frutosiltransferase

A velocidade maxima da reacdo (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Km) foram
determinadas para ambas as reacGes realizadas pela frutosiltransferase (hidrolitica e de
transfrutosilacdo) utilizando o gréfico de Lineweaver-Burk, que foi plotado a partir das
velocidades de reacdo em diferentes concentracGes de substrato (25<S0<800 mg/mL) diluidas

em tampado acetato (0,1 M; pH 5,0), utilizando a Equacdo 3 descrita abaixo:

1_Knp 1 1 )
v Vmax [S] Vmax

Em que v, Km, Vmax € [S] representam a velocidade da reacdo, a constante de Michaelis-

Menten, a velocidade mé&xima da reacdo e a concentracao de substrato, respectivamente.

2.11.2. Efeitos da temperatura sobre as atividades e estabilidade da frutosiltransferase

Os efeitos da temperatura nas atividades da frutosiltransferase foram determinados pela
realizacdo da reacdo de transfrutosilacdo, alterando a temperatura de incubagcdo numa faixa de
20 a 80°C, mantendo-se constante a concentracdo de substrato (60%) e o pH (5,0). A
estabilidade a temperatura foi medida mantendo o extrato enzimatico na auséncia de substrato
a temperaturas de 30°C a 60°C, onde foram retiradas aliquotas para determinagdo da atividade

residual em diferentes tempos (0, 60, 120 e 180 minutos).

2.11.3. Efeitos do pH sobre as atividades e estabilidade da frutosiltransferase

Os efeitos do pH sobre as atividades enzimaticas foram observados utilizando tampdes

com a mesma molaridade (0,1 M) em diferentes faixas de pH (3,0 a 9,0), mantendo constante
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a concentracao de substrato (60%) e a temperatura da reacdo (55°C). Para esse experimento
foram utilizados os seguintes tampdes com varia¢des de 0,5 no pH: citrato (pH 3,0 a 4,5),
citrato-fosfato (pH 4,5 a 6,0), fosfato (pH 6,0 a 7,5) e tris HCI (pH 7,5 a 9,0). A estabilidade do
pH foi verificada submetendo a enzima aos tampdes descritos acima e incubou-se a 5°C.
Aliquotas foram retiradas para determinar a atividade residual em intervalos de tempo 0, 4h, 8h
e 24h.

2.11.4. Efeitos de ions metalicos sobre a atividade da frutosiltransferase

O extrato bruto enziméatico foi inicialmente incubado nas solugfes ibnicas de
concentracdes de 10 mM na proporcdo 1:1 (v/v), durante 1 hora em temperatura ambiente
(25°C) verificando os efeitos desses ions nas atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo da
frutosiltransferase. Apos a incubacao, foi realizada a atividade enzimatica, expressando assim
os resultados dessa analise em termos de atividades residuais. Os sais utilizados para preparagdo
das solugdes ionicas foram: CaClz, CuSOs, FeSO4, HgCl2, KCI, MgCl2, MnCl2, NaCl e ZnSOsa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecéo da melhor linhagem de Aspergillus spp. produtor de frutosiltransferase

Conforme o demostrado na Tabela 2.3, foram avaliadas oito linhagens de fungos
filamentosos do género Aspergillus cultivados através da fermentacéo em estado sélido, durante
72 horas em farelo de trigo. Todas as linhagens apresentaram atividade hidrolitica entre 10,55
e 55,47 U/mL e foram estatisticamente diferentes a um nivel de confiabilidade de 95%. O maior
valor desta atividade foi observado no Aspergillus tamarii URM4634, por outro lado, as
linhagens Aspergillus heteromorphus URMO0269, Aspergillus niveus URM5870 e Aspergillus
versicolor URM5701 foram as que apresentaram os menores resultados.

Com relacéo a atividade de transfrutosilacéo, percebeu-se que nem todas as linhagens
apresentaram essa atividade, como o Aspergillus heteromorphus URMO0269 e o Aspergillus
niveus URM5870. Os resultados obtidos para essa atividade também apresentaram diferencas
estatisticamente significativas a um nivel de confianga de 95%, sendo o maior valor observado

na espécie Aspergillus tamarii URM4634 com 26,24 U/mL.
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Tabela 2.3. Micro-organismos de género Aspergillus e suas respectivas atividades de
frutosiltransferase apds 72 horas de cultivo em meio a base de farelo de trigo.

Atividade Atividade de
N°/URM Linhagem hidrolitica transfrutosilacéo
(U/mL) (U/mL)

4953 Aspergillus aculeatus 38,37 + 2,04 18,59 + 1,80°
0269 Aspergillus heteromorphus 1440 + 1,14° 0,00 + 0,00
5620 Aspergillus japonicus 19,33 +1,04¢ 10,92 +0,74¢
5870 Aspergillus niveus 10,45 + 1,92° 0,00 + 0,00¢
4924 Aspergillus phoenicis 19,84 + 0,55¢ 11,73 +£0,30°
4634 Aspergillus tamarii 55,47 + 0,19 26,24 + 3,43
4658 Aspergillus terreus 25,68 + 0,52° 7,81 +1,39°
5701 Aspergillus versicolor 14,62+ 0,19° 0,00 +0,00°

Médias que ndo compartilham uma mesma letra em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes, com

95% de confianga.

Como observado, o extrato bruto enzimatico do Aspergillus tamarii URM 4634 foi o
responsavel por apresentar as maiores atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo da
frutosiltransferase. Na literatura ainda nao foram reportados estudos da producdo desta enzima
utilizando esta espécie de micro-organismo, demostrando assim mais uma nova linhagem de
Aspergillus com grande potencial para aplicacdo em processos biotecnoldgicos para sintese de
fruto-oligossacarideos. Além disso, outro aspecto que fomenta a utilizagdo do Aspergillus
tamarii em processos industrias, € o fato do mesmo possuir o status de GRAS, sendo geralmente
reconhecido por ser seguro, ideal para aplicacdes em bioprocessos, principalmente na area
alimenticia e farmacéutica (SILVA, 2014).

Diversos trabalhos reportam a espécie Aspergillus tamarii, como promissora na
producdo de biocatalisadores de grande interesse industrial. Kadowaki et al (1997) estudaram
a producdo de xilanase utilizando esta espéecie; Moreira et al (1999) realizaram estudos sobre a
producéo de amilases a partir deste micro-organismo; Souza, Gusméo e Campos-Takaki (2010)
avaliaram o potencial desta linhagem na producéo de enzimas do sistema lignolitico; Amande
et al (2013) produziram e caracterizaram pectinases a partir de Aspergillus tamarii e casca de
manga; Silva (2014) avaliou a sintese de proteases a partir deste mesmo fungo filamentoso

utilizando a fermentacdo em estado solido.
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Algumas espécies de fungos do género Aspergillus sdo reportadas na literatura como
potenciais produtores de frutosiltransferase, com consideraveis atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo visando a sintese de FOS, destacando-se Aspergillus oryzae (SANGEETHA;
RAMESH; PRAPULLA, 2005), Aspergillus aculeatus (NEMUKULA,; et al, 2009), Aspergillus
flavus e Aspergillus terreus (GANAIE; et al, 2013).

3.2. Avaliacdo qualitativa da capacidade de producdo de micotoxinas de linhagens de
Aspergillus spp.

Foi verificado através de testes qualitativos a capacidade de producdo de aflatoxinas e
ocratoxinas nas linhagens de Aspergillus que demostraram as maiores atividades da
frutosiltransferase: Aspergillus tamarii, Aspergillus aculeatus e Aspergillus terreus, conforme
os resultados da Tabela 2.3. Esta analise acaba sendo bastante importante no aspecto de critério
de escolha da espécie do micro-organismo que devera ser utilizado, devendo descartar aquelas
que apresentam alta capacidade de producéo dessas substancias tdxicas, ou ajustar as condices
do meio, adicionando agentes que inibem a producdo destes metabolitos secundarios, uma vez
gue esta enzima esta envolvida na producdo de FOS que sdo utilizados principalmente pelas
industrias alimenticias e farmacéuticas (SILVA; et al, 2015).

Alguns micro-organismos podem produzir metabolitos tdxicos enquanto estdo se
desenvolvendo, sendo este um fator crucial para a escolha da linhagem adequada para se utilizar
em um determinado processo. Estas substancias recebem a denominacdo genérica de
micotoxinas, e correspondem a produtos metabdlicos secundarios que, quando ingeridos,
causam diversas alteracdes bioldgicas prejudiciais tanto para 0 homem como para 0s animais,
como a inducdo da Sindrome de Reye, hepatocarcinomas, necroses agudas, cirrose e
encefalopatia e etc. No caso de fungos filamentosos do género Aspergillus spp., as principais
micotoxinas produzidas sdo as aflatoxinas, que sdo produzidas principalmente por Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus e as ocratoxinas, produzidas principalmente por Aspergillus
alutaceus. Estas micotoxinas ainda tem uma producdo favorecida em substratos ricos em
carboidratos, proteinas e gorduras (FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAFF, M.; DESTRO, M.
T, 2008; SAKATA,; SABBAG; MAIA, 2011).

A Figura 2.1 demonstra os resultados obtidos da producéo de ocratoxina a partir de
fungos filamentosos do género Aspergillus produtores de frutosiltransferase. Pode-se observar
gue apenas a espécie Aspergillus aculeatus URM 4953 apresentou halos fluorescentes azulados

na placa com o meio YES (A3), indicando a presenga desta micotoxina. Estas toxinas séo
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capazes de absorver ondas longas de luz ultravioleta, emitindo fluorescéncia azulada
(FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAFF, M.; DESTRO, M. T, 2008). Alguns descritos na
literatura, como os de lamanaka, Oliveira, Taniwaki (2010), relatam a ocorréncia da producéo
desta micotoxina em Aspergillus pertencentes a secdo Nigri, subgrupo ao qual o Aspergillus

aculeatus se encontra.

Figura 2.1. Producdo de ocratoxina de espécies de fungos filamentosos do género Aspergillus
apos 7 dias de incubacdo. As letras A, B e C representam respectivamente as espécies
Aspergillus aculeatus, Aspergillus tamarii e Aspergillus terreus. Os nimeros 1, 2 e 3
representam respectivamente os meios BDA, MAC e YES.

A Figura 2.2 demonstra os resultados obtidos da producdo de aflatoxina a partir de
fungos filamentosos do género Aspergillus produtores de frutosiltransferase. Pode-se observar
gue nenhum isolado analisado apresentou mudancas na coloracdo no reverso da colbnia, ndo
observando areas de tons roseados e/ou avermelhados apos a adigdo de hidroxido de aménio
em 7 dias de incubacdo, indicando que as espécies analisadas ndo se demonstraram como
potenciais produtoras de aflatoxina. Segundo Maziero e Bersot (2010) diferentes espécies de
fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, como também, uma unica espécie de

micro-organismo pode produzir mais de um tipo de toxina. Silva, et al (2015) relata em seus
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estudos que algumas espécies de Aspergillus podem ndo produzir aflatoxina e ocratoxina

simultaneamente.

Figura 2.2. Avaliacdo da producdo de aflatoxina de espécies de fungos filamentosos do género
Aspergillus ap6s 7 dias de incubagdo. Os numeros representam respectivamente as espécies
Aspergillus aculeatus, Aspergillus tamarii e Aspergillus terreus. As letras a, b e ¢ representam

respectivamente os meios BDA, MAC e YES, sendo as minusculas representando as amostras

antes da reacdo e as maiusculas apos a adic¢éo de hidroxido de amonio.

Diante desse estudo a espécie Aspergillus tamarii URMA4634 foi selecionada para ser
aplicada no bioprocesso para obtencao de frutosiltransferase a partir de residuos agroindustrias,
uma vez que, além desta linhagem demonstrar as maiores atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, dentre as testadas, a mesma ndo se apresentou como potencial produtora de

ocratoxina e aflatoxina.

3.3. Caracterizagao fisico-quimica dos residuos agroindustriais e sele¢cdo do melhor substrato
para producdo de frutosiltransferase

Conforme o demostrado na Tabela 2.4, foram avaliados o potencial de seis residuos
agroindustriais para producéo de frutosiltransferase por meio de meio da fermentacéo em estado
solido utilizando Aspergillus tamarii URM4634, durante um intervalo de 72 horas. Observou-
se valores de atividade hidrolitica estatisticamente diferentes a um nivel de confianca de 95%,
variando de 0,19 a 135,30 U/mL sendo o maior resultado encontrado no farelo de soja e 0s
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menores nas cascas de lim&o e laranja. J& para a atividade de transfrutosilacdo os resultados
encontrados também apresentaram diferencas estatisticas a um nivel de confiabilidade de 95%,
variando em uma faixa de 0,19 a 42,36 U/mL, sendo o maior observado no farelo de soja e os

menores em ambas as cascas, no sabugo de milho e no farelo e aveia.

Tabela 2.4. Avaliacdo da producdo de frutosiltransferase por Aspergillus tamarii URM4634

por meio da fermentacdo em estado solido, utilizando residuos agroindustriais.

Residuo agroindustrial Atividade hidrolitica Atividade de
(umol/mL/min) transfrutosilagio
(umol/mL/min)

Casca de laranja 0,19+0,04° 0,19+0,05°
Casca de limao 0,27+0,03 0,19+0,05°
Farelo de aveia 34,1140,39° 8,67+0,73°¢
Farelo de soja 135,30+4,26° 42,36+5,90?
Farelo de trigo 99,51+1,16" 13,43+4,43"
Sabugo de milho 4,90+0,71° 2,00+0,87°¢

Médias que ndo compartilham uma mesma letra em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes, com

95% de confianca.

Como observado, o extrato bruto enzimatico do Aspergillus tamarii URM 4634 obtido
a partir do farelo de soja foi o responsavel por apresentar as maiores atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo da frutosiltransferase. Na literatura ainda ndo foram reportados estudos da
producdo desta enzima utilizando este residuo agroindustrial como substrato para fermentacdo
em estado solido, demostrando assim mais um composto de grande potencial para aplicacdo em
processos biotecnologicos de sintese de fruto-oligossacarideos. Em seus estudos sobre
producdo de invertase (enzima de mecanismo semelhante a frutosiltransferase, responsavel pela
clivagem da sacarose, formando acucar invertido) Novaki, et al (2010) observaram que o farelo
soja foi o responsavel pela maior producdo enzimatica durante um intervalo de 72 horas.

Além da selegdo da linhagem do micro-organismo, as proprias composi¢des quimicas
dos substratos utilizados para a fermentacdo em estado solido podem interferir na producdo de
enzimas, uma vez que estes devem conter 0s nutrientes necessarios para que 0S micro-
organismos consigam assimilar e produzir estas biomoléculas (CASTRO; NISHIDE; SATO,
2014). A Tabela 2.5 apresentada a seguir, demonstra a caracterizac¢do fisico-quimica de seis

residuos agroindustriais, casca de laranja, casca de limé&o, farelo de aveia, farelo de soja, farelo
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de trigo e sabugo de milho, utilizados para a avaliagdo da producédo de frutosiltransferase por
meio da fermentacdo em estado solido a partir de Aspergillus tamarii URM4634 durante um

periodo de 72 horas.
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Tabela 2.5. Caracterizacdo fisico-quimica dos residuos agroindustriais selecionados para a avaliacdo da producdo de frutosiltransferase por meio

da fermentacao em estado sélido.

Substrato Umidade Aw Cinzas Carboidratos Proteinas (%) Lipidios C:N
(%) (%) (%) (%)
Casca de 9,09+0,082 0,550,00° 3,47+0,03° 78,94+0,20° 7,08+0,00¢ 1,42+0,25° 6,06
laranja
Casca de 8,88+0,35° 0,57+0,00% 4,25+0,14° 78,25+0,45" 6,47+0,00° 2,14+0,23%¢ 6,79
limdo
Farelo de 8,35+0,022 0,52+0,00° 2,14+0,01¢ 66,89+0,16° 15,7840,29° 6,84+0,132 3,17
aveia
Farelo de 7,93+0,1120 0,550,00° 6,34+0,012 26,26+0,43° 56,24+0,00? 3,23+0,30° 0,77
soja
Earelo de 6,95+0,74°¢ 0,47+0,00° 6,19+0,08 63,84+0,34 18,31+0,43° 4,71£0,57° 2,60
trigo
Sabugo de 6,24+0,02° 0,49+0,01¢ 1,36+0,09¢ 88,03+0,05% 1,82+0,29° 2,55+0,34¢4 21,40
milho

Médias que ndo compartilham uma mesma letra em uma mesma coluna séo significativamente diferentes, com 95% de confianga.
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A umidade do substrato é um pardmetro muito importante que pode influenciar o
processo de fermentacdo em estado solido, tendo em vista que esse teor de agua presente nos
substratos € responsavel pela difusdo dos solutos adicionais bem como dos metabdlitos
produzidos pelo micro-organismo, devendo ser estudo para determinar as condicGes ideais para
o0 processo (NIGAM; PANDEY, 2009; SILVA, 2014). Dos residuos agroindustriais avaliados,
pode-se perceber que os mesmos apresentaram diferencgas estatisticamente significativas nos
valores de umidade a nivel de confianca de 95%. Os resultados obtidos variaram de 6,24 a
9,09%, sendo observados os maiores teores de 4gua para as cascas de laranja e limé&o, e para 0s
farelos de aveia e soja.

Assim como a umidade, a atividade de agua (aw) do meio tem sido atribuida como um
parametro fundamental para a transferéncia de massa de agua e de solutos através das células
microbianas. Este parametro esta relacionado com o contetdo de &gua livre presente na amostra
e o controle do mesmo pode ser utilizado para modificar a producdo metab6lica ou excrecdo de
bioprodutos de um micro-organismo (PANDEY, 2003; SILVA, 2014; SILVA, 2016). Dos
substratos analisados, percebe-se que todos apresentaram diferencas estatisticamente
significativas na atividade de agua a um nivel de confianca de 95%. Os valores obtidos variaram
de 0,47 a 0,55 sendo verificado os maiores resultados para a casca de limdo seguida da casca
de laranja e do farelo de soja. O farelo de trigo apresentou a menor atividade de 4gua dentre 0s
substratos testados.

O teor de cinzas é um parametro fisico-quimico que indica a presenca de minerais, aos
quais sdo bastante importantes como nutrientes para 0s micro-organismos, uma vez que 0S
mesmos Sao necessarios para o desenvolvimento da biomassa, além de impulsionar as reacoes
de biossintese e manutencdo celular (SANTOS, 2007; SILVA, 2016). Conforme os resultados
obtidos, demonstrados na Tabela 2.5., percebe-se que os residuos agroindustriais analisados
apresentaram diferencas significativas quanto ao teor de cinzas, a um nivel de confiabilidade
de 95%. Os substratos farelos de soja e farelo de trigo apresentaram teores de cinzas
estatisticamente iguais entre si, observando valores superiores a 6% e maiores que 0s dos
demais residuos.

Outra caracteristica fisico-quimica importante é a determinacdo do teor de lipideos.
Sabe-se que teores elevados de gorduras, principalmente as poli-insaturadas, podem deixar 0s
substratos mais susceptiveis a oxidacdo lipidica, ocasionando a formagdo de peroxidos e
hidroperdxidos que interferem no desenvolvimento e no metabolismo dos micro-organismos,
além de poderem provocar a desnaturacdo protéica, inibicdo da atividade enzimética e

diminuicdo da solubilidade (SOARES; et al, 2012). Os substratos avaliados apresentaram teores
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meédios de lipideos significativamente diferentes a um nivel de 95% de confianga. Os maiores
teores lipidicos foram observados nos farelos de aveia e trigo, apresentando os valores 6,84%
e 4,71% respectivamente. As cascas foram os residuos que demonstraram um menor teor de
gordura, verificando médias de 2,14% para a de liméo e 1,42% para a de laranja.

O teor de carboidratos é outro fator importante que pode influenciar a escolha do
substrato ideal para a fermentagdo em estado sélido, uma vez que estes devem ser altamente
digeriveis e assimilaveis, fornecendo energia necessaria para que 0S Micro-organismos
consigam desenvolver seus metabolismos (PANDEY, 2003). Conforme os resultados descritos
na Tabela 2.5 percebe-se que todos os teores médios dos residuos agroindustriais apresentaram
diferengas estatisticas a um nivel de confiabilidade de 95%. Os valores obtidos variaram de
26,26% a 88,03%, sendo 0 menor observado no farelo de soja e o maior percentual no sabugo
de milho.

Assim como o de carboidratos, o conhecimento do teor protéico de um residuo
agroindustrial também € bastante importante para a selecdo e aplicacdo do mesmo em
bioprocessos, uma vez que estes devem ser boas fontes de nitrogénio, assimilaveis pelos micro-
organismos, fornecendo energia que pode ser usada para o0 seu desenvolvimento e
consequentemente para a producdo e secre¢édo de enzimas (CASTRO; et al, 2014). Os substratos
analisados apresentaram diferencas estatisticas a um nivel de confianca de 95%. Os valores
variaram de 1,82 a 56,24%, observando o maior teor proteico para o farelo de soja e 0 menor
percentual para o sabugo de milho.

A relacdo carbono/nitrogénio (C: N) é outo importante parametro que deve ser analisado
para avaliar o potencial da aplicacdo dos substratos em bioprocessos. Castro et al (2014)
explicam que os substratos devem possuir uma relagcdo C: N adequada para fermentacéo, sendo
preferidos, normalmente valores mais baixos, proximos a 1, onde o teor e de carbono e o de
nitrogénio sejam equivalentes. Nos substratos estudados, percebe-se que a melhor relacdo C: N
foi observada no farelo de soja, apresentando um valor de 0,77, ao qual pode-se correlacionar
com a producéo da frutosiltransferase, que conforme a Tabela 2.4 este residuo demonstrou-se
como melhor, apresentando as maiores atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo, dentre os

testados, sendo o mesmo selecionado para o planejamento de producéo.
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3.4. Producéo de frutosiltransferase em fermentagdo em estado solido com auxilio de um
planejamento fatorial

Para avaliacdo da producdo de frutosiltransferase em Fermentagdo em Estado Sélido
utilizou-se o micro-organismo Aspergillus tamarii URM 4634 e o farelo de soja, uma vez que
0S mesmos apresentaram a maior producdo desta enzima, nos testes isolados, realizados
anteriormente. Foram realizados ensaios com base em um planejamento fatorial 23, tendo como
variaveis a massa de substrato, o teor de umidade e a concentracdo de sacarose. Os resultados

deste experimento encontram-se representados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Resultados do planejamento fatorial completo 2° para producio de
frutosiltransferase de Aspergillus tamarii URM4634 em Fermentacdo em Estado Solido.
Atividade Atividade de

Ensaio Substrato Sacarose Umidade hidrolitica transfrutosilacao
(9) (%) (%) (U/mL) (U/mL)
1 3 5 40 130,20 23,24
2 7 5 40 130,85 36,86
3 3 15 40 119,13 22,34
4 7 15 40 155,23 51,08
5 3 5 60 175,17 34,06
6 7 5 60 191,67 29,96
7 3 15 60 209,11 53,90
8 7 15 60 209,99 47,67
9(C) 5 10 50 146,16 32,47
10 (C) 5 10 50 151,09 35,48
11 (C) 5 10 50 159,39 28,99

Em todos os ensaios do planejamento fatorial a enzima produzida por A. tamarii
URM4634 apresentou consideraveis atividades hidrolitica e de transfrutosilagdo. Os resultados
obtidos variaram de 119,13 a 209,99 U/mL para a atividade hidrolitica e 22,34 a 53,90 U/mL
para a de transfrutosilacdo. As melhores condicGes para a producédo da enzima foram observadas
no ensaio 7 (3g de farelo de soja, 15% de concentracao de sacarose e 60% de umidade), durante
72 horas de fermentacdo, uma vez que este apresentou a maior atividade relacionada com a

transferéncia dos agrupamentos frutosil para a formagéo dos fruto-oligossacarideos.
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Atraveés da andlise dos efeitos das variaveis independentes, apresentados na Tabela 2.7,
para a atividade hidrolitica apenas a variavel teor de umidade apresentou-se como significativa,
demonstrando um efeito positivo, indicando que maiores teores de umidade proporcionaram
maiores valores dessa atividade. Esse fendmeno pode ser explicado atraves do préprio
mecanismo de acdo de frutosiltransferase, que para a atuacdo da mesma a necessidade da
entrada de uma molécula de agua para que a enzima consiga clivar a sacarose, liberando glicose
e frutose no meio (CUNHA, 2017).

Para a atividade de transfrutosilacdo, a concentracdo de sacarose demonstrou-se
significativa apresentando um efeito positivo, indicando que maiores concentragdes dessa
substancia promoveram maiores atividades de transferéncia dos agrupamentos frutosil. Esse
efeito também pode ser explicado pelo préprio mecanismo da enzima, uma vez que quanto
maior for a concentracdo dessa substancia possivelmente uma maior concentracdo de frutose
sera encontrada no meio favorecendo a formacéo dos fruto-oligossacarideos (ANTOSOVA;
POLAKOVIC, 2001). A interacio entre a massa de substrato e o teor de umidade também se
apresentou como significativa, com efeito antagénico, para a atividade de transfrutosilacéo,
indicando que o aumento dos niveis de uma variavel e a reducdo dos niveis da outra,
concomitantemente promovem a reducdo dessa atividade catalitica. Este efeito pode ser
explicado a partir das proprias condigdes do meio que devem ser ideais para o desenvolvimento
dos micro-organismos. Altos niveis de umidade assim como grandes quantidades de substrato
podem resultar em substratos mais compactados, resultando na diminuicdo da porosidade, na
baixa difusdo do oxigénio, reduzindo as trocas gasosas necessarias para O Processo
fermentativo. Por outro lado, baixos niveis de umidade podem levar a um crescimento abaixo
do ideal e um menor grau de absorgéo pelo substrato, assim como reducdes na quantidade de
substratos podem fornecer uma quantidade insuficiente de nutrientes, interferindo no
desenvolvimento dos micro-organismos. (PANDEY, 2009; SILVA, 2014).
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Tabela 2.7. Efeitos estatisticos calculados para as respostas da producéo de frutosiltransferase
em Fermentagdo em Estado Sélido com o planejamento fatorial (23).

Variaveis independentes/ Atividade hidrolitica Atividade de
interacoes Transfrutosilagéo

(1) Substrato (g) 2,86 3,49

(2) Sacarose (%) 3,47 5,54"

(3) Umidade (%) 13,24" 3,49
1x2 1,05 1,41

1x3 -1, 02 -5.74"

2x3 2,06 2,64

1x2x3 -2,70 -1,86

* Estatisticamente significativo a um nivel 95% de confianga.

S&0 poucos os trabalhos reportados na literatura que abordam a produgdo de
frutosiltransferase a partir da fermentacdo em estado sélido por meio de planejamentos fatoriais.
Ao estudar a producdo de FTase por Aspergillus japonicus através da FES, Mussatto et al (2013)
perceberam que apenas as variaveis temperatura e concentracdo de esporos interferiram
significativa no processo, obtendo 64,12 U/mL como maior valor de atividade hidrolitica, no
entanto pode-se perceber que foi bem inferior quando comparada com a deste presente estudo

que utilizou o Aspergillus tamarii e outras condi¢des de fermentacao.

3.5. Avaliacdo do perfil de crescimento da biomassa fungica em fermentacdo em estado
solido.

A partir do melhor ensaio do planejamento fatorial (3g de farelo de soja, concentragédo
de sacarose de 15% e umidade do substrato de 60%) foi realizada a estimativa do crescimento
da biomassa do Aspergillus tamarii URM4634, baseada na quantidade de N-acetilglicosamina
liberada pelo fungo, durante 120 horas de fermentagdo, avaliando também a producéo
enzimética durante este mesmo intervalo. Os resultados desta analise sdo demonstrados na
Figura 2.3.
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Figura 2.3. Curva de crescimento da biomassa e producgdo enzimatica do Aspergillus tamarii
URM4634 em farelo de soja por meio da Fermentacdo em Estado Sélido.

160 250
140
200
120
a —~~
= |
{@)]
£ 100 150 £
S 2
I35 =)
S 60 100 >
5 <
40
50
20
0 0
0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

—e—Biomassa  —8—Atividade Hidrolitica = —a— Atividade de Transfrutosilacdo

Conforme a Figura 2.3, A. tamarii URMA4634 apresentou um nivel mé&ximo de
glicosamina de aproximadamente 132 mg/g ap6s os cultivos de 36 e 48 h. Resultados
semelhantes foram encontrados por Silva, et al (2016), ao qual esta mesma linhagem, cultivada
em farelo de trigo apresentou um teor maximo de glicosamina préximo, 119,33 mg/g, apds o
cultivo de 96 h. Apds 48 horas de fermentacdo em estado solido, pode-se verificar também a
gradativa diminuicdo do teor de glicosamina, observando ainda ao término do experimento
(cultivo de 120 horas) uma quantidade de glicosamina de 74,9 mg/g.

Quanto as atividades enzimaticas, pode-se que perceber que para a hidrolitica, o
aumento do tempo de fermentacdo implicou no aumento dessa atividade, observando um valor
de 229,43 U/mL apo6s 120 h. Por outro lado, verificou-se que a atividade de transfrutosilagdo
apresentou um aumento gradativo até 96 horas de cultivo, sendo este o melhor tempo de
fermentacgdo para essa reagdo, observando um valor de 66,93 U/mL. Uma possivel explicagdo
para a diminuicdo da atividade de transfrutosilacéo seria o proprio impedimento alostérico na
transferéncia dos agrupamentos frutosil causado pela glicose oriunda da reacéo hidrolitica da
sacarose, que consequentemente acaba interferindo na formacéo dos fruto-oligossacarideos.
Portanto o melhor intervalo de tempo de Fermentacdo em Estado Solido para a producéo de

frutosiltransferase a partir de Aspergillus tamarii URM4634 em farelo de soja sdo 96 horas,
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uma vez que apresentou uma atividade hidrolitica (221,53 U/mL) e a melhor atividade de
transfrutosilacdo. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que realizaram este tipo de

estudo para a producdo de frutosiltransferase por meio da fermentacdo em estado sélido.

3.6. Caracterizacdo bioquimica do extrato bruto contendo a frutosiltransferase
3.6.1. Determinacéo dos parametros cineticos das reacdes catalisadas pela frutosiltransferase

Os parametros cineticos Km e Vmax obtidos tanto para a atividade hidrolitica, quanto para
a de transfrutosilacao da frutosiltransferase produzida a partir da fermentacéo em estado sélido
através de Aspergillus tamarii URM 4634 encontram-se dispostos na Tabela 2.8, o
comportamento cinético de ambas as atividades pode ser observado no gréfico de Lineweaver-

Burk descrito nas Figuras 2.4.

Tabela 2.8. Parametros cinéticos da frutosiltransferase produzida a partir da FES utilizando o
A. tamarii URM4634 através do método de Lineweaver-Burk.

Km Vmax R?
(umol/mL) (umol/mL/min)
Atividade 54,73 227,27 0,97
Hidrolitica
Atividade de 369,68 50,76 0,99

Transfrutosilacao
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Figura 2.4. Grafico de Lineweaver-Burk para as atividades hidrolitica e de transfrutosilacao da
frutosiltransferase de A. tamarii URM4634 a partir da FES.
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Diante os resultados obtidos observam-se valores menores de Ky para a atividade
hidrolitica da frutosiltransferase (54,73 pumol/mL) quando comparado com a de
transfrutosilacdo (369,68 pmol/mL). A constante de Michaelis-Menten (Km) permite
compreender a funcdo da enzima que catalisa uma reacéo especifica, onde menores valores
dessa constante indicam maior afinidade pelo substrato (SIQUEIRA; et al, 2011). Assim.
verifica-se que o comportamento hidrolitico apresentou uma maior afinidade pelo substrato
quando comparado com a reacdo de transfrutosilacdo. Através de seus estudos, Cunha (2017)
relata que a producdo de FOS pela acdo de FTase é inibida competitivamente pela acdo da
glicose formada como subproduto, impedindo consideraveis quantias de sacarose de serem
convertidas, o que explicaria este valor elevado do Km na atividade de transfrutosilagéo. Estes
resultados corroboram com as pesquisas de Ghazi, et al (2007) que ao estudarem a cinética
enzimatica da frutosiltransferase de A. aculeatus, os mesmos observaram valores de Km 27 e
535 pmol/mL, para as reagdes hidrolitica e de transfrutosilacéo, respectivamente.

Assim como o Km, as velocidades méximas das reagdes apresentaram valores distintos
para ambas as atividades da frutosiltransferase. Conforme a Tabela 2.8 verifica-se que por ter
uma afinidade maior pelo substrato, o comportamento hidrolitico apresentou uma maior Vmax,

227,27 pmol/mL/min, enquanto que a atividade de transfrutosilagdo apresentou um Vmax de
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50,76 pmol/mL/min. Isto pode ser explicado pelo mesmo fendmeno de limitacdo da glicose
explicado anteriormente. Ao produzir e caracterizar frutosiltransferase a partir de Aspergillus
niger, L’Hocine, et al (2000) observaram valores de Km e Vmax de 44,38 mM e 1030
pumol/mL/min respectivamente, resultados bem diferentes quando comparados com os obtidos

neste trabalho.

3.6.2. Efeitos da temperatura nas atividades e na estabilidade da frutosiltransferase

O conhecimento da temperatura 6tima da frutosiltransferase torna-se um parametro
importante, tendo em vista a obtencao do valor maximo de atividade enzimatica, possibilitando
a otimizacdo para a producdo dos fruto-oligossacarideos. Com relacdo a esse parametro o
presente experimento obteve tanto para a atividade hidrolitica quanto para a atividade de
transfrutosilacdo da frutosiltransferase de Aspergillus tamarii URM4634 uma temperatura
Otima de 50°C. A partir desta temperatura 6tima houve decréscimo de atividade em ambas
atividades, porém a queda da atividade foi um pouco mais acentuada na atividade de

transfrutosilacdo conforme a Figura 2.5.

Figura 2.5. Efeito da temperatura nas atividades da frutosiltransferase de A. tamarii URM4634.
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Estudos com a produ¢ao de B-frutofuranosidase (enzima de mecanismo semelhante a
frutosiltransferase) de Aspergillus japonicus realizados por Chen e Liu (1996) demonstraram
uma temperatura étima de 65°C para a atividade hidrolitica e 55°C para a de transfrutosilacao.

Ja as pesquisas de Sangeetha (2004) relacionadas a producdo de frutosiltransferase de
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Aspergillus oryzae CFR 202 por fermentagdo em estado solido, apresentaram uma temperatura
6tima de 60°C para esta enzima. Nos estudos de Yang, et al (2016), a frutosiltransferase de
Aspergillus niger YZ59 (CICIM F0901) apresentou uma temperatura 6tima de 55°C, proxima
a obtida neste trabalho.

Quanto ao efeito da estabilidade térmica sobre a frutosiltransferase, conforme a Figura
2.6, pode-se observar que apos 3 horas de reacao a faixa de temperatura de 30 a 50°C apresentou
uma consideravel estabilidade, uma vez que demonstrou atividades residuais superiores a 80%.
Apds este mesmo intervalo, verifica-se que na temperatura de 55°C a frutosiltransferase
apresentou uma baixa estabilidade, uma vez que a mesma apresentou uma atividade residual de
aproximadamente 20%. A enzima nao foi estavel na temperatura de 60°C ja que a mesma néo

conseguiu suportar uma hora de reacéo.

Figura 2.6. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da atividade hidrolitica da
frutosiltransferase de Aspergillus tamarii URM 4634.
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Os resultados deste experimento foram semelhantes aos obtidos pelos estudos de
Hernalsteens e Maugeri (2008) que ao avaliar a estabilidade térmica de frutosiltransferase de
Rhodotorula sp. observaram que a partir da temperatura de 60°C a enzima desnaturava,
perdendo assim a sua atividade. Resultados semelhantes também foram encontrados por Yang

et al (2016), uma vez que a frutosiltransferase de Aspergillus niger apresentou 100% de



52

atividade residual ap6s 1 hora de reacdo a 40°C e 60% a 50°C; na temperatura de 60% o0s

mesmos observaram que ap6s 20 minutos a enzima ja se encontrava totalmente desnaturada.

3.6.3. Efeitos do pH nas atividades e na estabilidade da frutosiltransferase

Com relacédo aos efeitos do pH sobre as atividades enziméticas, conforme a Figura 2.7
apresentada abaixo, pode-se verificar que a frutosiltransferase de Aspergillus tamarii
URMA4634 apresentou uma atividade hidrolitica e uma atividade de transfrutosilacdo 6timas no
pH 6,0. Estes resultados corroboram com os obtidos por de Sangeetha et al (2004), que ao
caracterizarem a frutosiltransferase obtida de Aspergillus oryzae CFR 202 constataram que 0
pH 6,0 proporcionava as maiores atividades para ambas as atividades da enzima. J& Yang et al
(2006) verificou que o pH 5,5 foi 0 que proporcionava maiores atividades de frutosiltransferase

obtida de Aspergillus niger.

Figura 2.7. Efeito do pH nas atividades da frutosiltransferase de A. tamarii URM4634.
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Quanto ao efeito do pH na estabilidade da frutosiltransferase obtida de Aspergillus
tamarii URM 4634, conforme a Figura 2.8, pode-se observar que ap6s 24 horas de incubacao
a enzima mostrou-se estavel entre as faixas de pH 4 e 5 apresentado mais de 85% da atividade

residual. No pH 3 a enzima apresentou uma menor estabilidade, uma vez que durante o periodo



53

do experimento foi observado uma reducdo de mais de 50% da sua atividade. Entre as faixas
de pH 6-9 a frutosiltransferase apresentou atividades residuais de mais de 65%. Na
caracterizacdo bioquimica da frutosiltransferase obtida a partir de Aspergillus niger, Yang et al
(2016) observaram que a faixa mais estavel para enzima foi entre os pHs 5 e 9, verificando mais
de 90% de atividade residual.

Figura 2.8. Efeito do pH sobre a estabilidade da atividade hidrolitica da frutosiltransferase de
Aspergillus tamarii URM 4634.
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3.6.4. Efeitos de ions metalicos nas atividades da frutosiltransferase.

Uma caracteristica dos metais que os tornam tdo importantes como componentes
funcionais e estruturais é sua propensdo em perder elétrons facilmente formando ions com
cargas positivas, que tendem a ser solluveis em sistemas bioldgicos, desempenhando
importantes funcdes, uma vez que essa deficiéncia de elétrons promove a atragédo eletrostatica
com biomoléculas de carater normalmente ani6nico, como proteinas e DNA, promovendo
assim a interagdo com essas moléculas biologicas (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007).

As interacdes entre ions metalicos e enzimas podem apresentar dois efeitos distintos,
podendo favorecer a reagcdo desempenhada pelo biocatalisador, atuando assim como ativadores,
como também podem apresentar um efeito inibitdrio, interferindo na converséo do substrato
em produto, uma vez que promoverd a diminuicdo da atividade enziméatica (DAMORAN,
PARK, FENNEMA,; 2010). Através da Tabela 2.9 descrita abaixo, pode-se perceber os efeitos
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de alguns ions metélicos na concentracdo de 10 mM sobre as atividades hidrolitica e de

transfrutosilacéo da frutosiltransferase de Aspergillus tamarii URM4634.

Tabela 2.9. Efeitos de ions sobre as atividades da frutosiltransferase de Aspergillus tamarii

URM 4634.
fon Atividade Hidrolitica Atividade de
(%) Transfrutosilacéo
(%)
Ca?* 94,11+0,37¢ 63,75+0,09%4
cu® 42,730,559 60,98+1,00¢
Fe? 91,79+0,61¢ 65,78+0,89°
Hg?* 0,13+0,00" 0,000,819
K* 96,85+0,85° 54,10+3,75°
Mg** 100,08+0,82° 94,24+5,02°
Mn2* 102,49+0,012 0,000,819
Na* 100,62+1,40° 118,67+5,772
Zn2* 73,23+0,21" 38,24+0,24"
Controle 100,00+0,00° 100,00+0,00°

Médias que ndo compartilham uma mesma letra em uma mesma coluna sdo significativamente diferentes, com
95% de confianga.

As andlises desse experimento mostraram que para a atividade hidrolitica, os ions
apresentaram resultados estatisticamente diferentes a um nivel de confiabilidade de 95%. O ion
Mn?* se apresentou como ativador, uma vez que sua atividade residual mostrou um aumento de
2,49%, os fons Mg?* e Na* ndo exerceram efeito nesta atividade enzimatica, tendo em vista que
sua atividade residual foi estatisticamente igual ao controle, 0os demais ions apresentaram-se
como inibidores, uma vez que as atividades residuais foram inferiores a 100%.

Na atividade de transfrutosilacdo, também foram observadas diferengas estatisticas nos
resultados a um nivel de confianca de 95%. Apenas o ion Na* mostrou-se como ativador,
verificando um aumento na atividade residual de 18,67%. O cation Mg?" ndo exerceu efeito
nesta atividade enzimatica, tendo em vista que sua atividade residual foi estatisticamente igual
ao controle. Os demais ions mostram-se como inibidores O ion Mn?* inibiu totalmente a
atividade de transfrutosilacéo, ja o ion Hg" observou-se uma inibicao total em ambas atividades

enzimaticas.
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De acordo com Benite, Machado e Barreiro (2007) o aumento da atividade enzimatica
provocado por alguns ions ocorre devido a estes atuarem como estabilizadores dessas
biomoléculas, uma vez que 0s mesmos promovem efeitos eletrdnicos, estéricos,
termodinamicos e de solvatacdo, que podem favorecer a bioconversdao dos substratos em
produtos. Quanto ao efeito inibitdrio, os mesmos autores explicam que pode ocorrer devido a
propria formagdo do complexo ion metélico/biomolécula que acaba influenciando no tamanho,
forma, flexibilidade e liberdade torsional do biocatalisador, podendo assim interferir no
desempenho das reacGes enzimaticas.

Em seus estudos sobre producéo e caracterizacdo de proteases de Aspergillus tamarii
URM4634, Silva et al (2016) observaram também a ativacao da atividade proteolitica pelo ion
Na* e a inibicdo da atividade proteasica pelo ion Hg?* na mesma concentracéo da solugéo iénica
utilizada neste experimento. J& na caracterizacdo bioquimica da frutosiltransferase obtida a
partir de Aspergillus niger, Yang et al (2016) observaram que na concentrag¢do de 5mM os ions
K*, Fe3*, Mn?*" e Mg?" apresentaram-se como ativadores, enquanto que os fons Na*, Zn?* e Cu?

demonstraram-se como inibidores.

4, CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a espécie Aspergillus tamarii
URMA4634 mostrou-se bastante efetiva na producdo da frutosiltransferase, tendo em vista as
maiores atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo, além de ndo demonstrar ser uma produtora
de micotoxinas. Além disso, o residuo agroindustrial farelo de soja mostrou-se o mais eficaz,
dentre os testados, para ser aplicado em bioprocessos para obtencdo desta enzima utilizando
essa espécie de fungo filamentoso.

Através do planejamento fatorial e da avaliacdo do crescimento da biomassa pode-se
observar a melhor condicdo da fermentacdo em estado sélido para a producdo da enzima foi
utilizando 3g de substrato, 15% de concentracdo de sacarose na solucdo nutritiva e 60% de
umidade, durante em periodo de 96 horas, uma vez que esta apresentou a maior atividade
relacionada com a transferéncia dos agrupamentos frutosil para a formacdo dos fruto-
oligossacarideos.

Quanto a caracterizacdo bioquimica da frutosiltransferase produzida a partir de
Aspergillus tamarii URM4634, os resultados obtidos foram satisfatorios, observando resultados
coerentes para a cinética, além dos efeitos da temperatura, do pH e de ions metalicos que se

demonstraram de acordo com 0s poucos trabalhos existentes na literatura.
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De modo geral todos os resultados mostram-se promissores para a producao
biotecnoldgica de frutosiltransferase, uma vez que as melhores condic6es obtidas apresentaram
resultados superiores quando comparados com 0s poucos trabalhos existentes na literatura,
demonstrando altas capacidades de hidrolise da sacarose e transferéncia dos agrupamentos
frutosil, podendo ser potencialmente aplicadas em bioprocessos que viabilizam a sintese de

fruto-oligossacarideos.
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