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RESUMO

Os microrganismos, de modo especial os fungos filamentosos, possuem
papel fundamental na decomposi¢cao de matéria organica, sendo interessantes
como modelos para realizacao de diferentes estudos biolégicos. Além disso,
sdo de facil manejo e as condigbes de cultivo podem ser facilmente adaptadas
em laboratério. Outra vantagem é, geralmente, o baixo custo e o facil acesso
aos nutrientes necessarios para o crescimento dos mesmos. Entre os
microrganismos, os fungos filamentosos tém se destacado na obtencédo de
enzimas de interesse biotecnoldgico, como é o caso das invertases, as quais
podem ser empregadas nas industrias de alimentos e bebidas.

As invertases (EC 3.2.1.26) s&o hidrolases que podem ser encontradas
em uma grande variedade de organismos, realizando a hidrolise da ligacao B-
D-frutofuranosidica, agindo sobre a sacarose, gerando como produtos D-glicose
e D-frutose, em quantidades equimolares. Essa mistura € conhecida como
acucar invertido e € geralmente utilizada pelas industrias de alimentos.

Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de
invertase extracelular pelo fungo filamentoso Aspergillus terreus, em
fermentagdo submersa e em fermentagdo em substrato solido, bem como
purificar e caracterizar a enzima bioquimicamente.

Entre os diversos meios de cultura testados em FSbm, a maior produgéo
invertasica foi obtida em meio M5 mantido em agitacao orbital (100 rpm) a uma
temperatura de 30°C, por um periodo de 48 horas de incubacédo. Ja na FSS, o
melhor periodo de incubacgéo foi de 72 horas, também a 30°C. Entre todas as
fontes de carbono testadas, a maior produgao invertasica foi obtida utilizando-

se farinha de centeio para a FSbm e soja moida para FSS. A enzima



extracelular obtida em FSbm foi purificada 139 vezes com uma recuperagao
de 11%. A invertase extracelular de A. terreus é um heterodimero de massa
molecular nativa de 74,67 kDa constituido de 2 subunidades, sendo uma de
46,77 kDa e a outra de 26,92 kDa determinadas por SDS-PAGE e apresentou
conteudo de carboidratos ao redor de 11%. As temperaturas o6timas de
atividade permaneceram entre 55°C e 65°C para ambas as formas enzimaticas
intra e extracelular, tanto em FSbm quanto em FSS. Ja os pH 6timos de
atividade foram de 5,0 para ambas as formas produzidas em FSbm e 6,0 para
a forma produzida em FSS. A forma extracelular foi ativada principalmente na
presenca de Mn?*, sendo estavel a 60°C e em uma ampla faixa de pH, o que
torna a enzima atrativa para uma possivel aplicagédo industrial. Os valores de
Km € Vmax utilizando sacarose como substrato foram 22,73 mM e 178,57 U/mg,
respectivamente. Para este substrato na presenca de Mn®* os valores foram
11,9 mM e 526,31 U/mg, respectivamente. Ja na presenca de inulina como
substrato, o valor de Ky, foi 14,49 mM e Vs de 83,33 U/mg.

Em se tratando do potencial enzimatico para produgdo de
frutooligossacarideo, verificamos na analise feita por HPLC, a presenca de um
pico com tempo de retengao em torno de 8,5 minutos, sugerindo a formagao de

FOS.



ABSTRACT

The microorganisms, especially filamentous fungi, have a fundamental
role in the decomposition of organic matter, and they are interesting as models
for carrying out different biological studies. Moreover, they are easy to handle,
and their growing conditions can be easily adapted in the laboratory. Another
advantage is, generally, the low cost and easy access to the nutrients needed
for their growth. Among the microorganisms, filamentous fungi have been
essential in obtaining enzymes of biotechnological interest, such as invertase,
which may be employed in the food and beverage industries.

The invertases (EC 3.2.1.26) are hydrolases that can be found in a great
variety of organisms, performing the hydrolysis of the -D fructofuranosidic bond
acting on sucrose, generating products such as D-glucose and D-fructose, in
equimolar amounts. This mixture is known as inverted sugar and it is commonly
used by food industries.

This way, the aim of this work was to study the production of extracellular
invertase by the filamentous fungus Aspergillus terreus in submerged
fermentation and solid state fermentation, as well as its purification and
biochemical characterization.

Among the various media tested in FSbm, the highest yield of invertase
was obtained by using M5 medium under orbital agitation (100 rpm) at 30°C for
48 hours of incubation. In the FSS, the best incubation period was 72 hours,
also at 30°C. Among all carbon sources tested, the highest invertase production
was obtained using rye flour for FSbm and soybean meal for FSS. The
extracellular enzyme obtained from FSbm was purified 139 fold with 11%

recovery. The extracellular invertase of A. terreus is a heterodimer of native



molecular mass of 74.67 kDa consisting of two subunits, one of 46.77 kDa and
another of 26.92 kDa determined by SDS-PAGE, with carbohydrate content
around 11%. The optimal temperature for activity remained between 55°C and
65°C for both intra and extracellular forms under FSbm and FSS. The optimal
pH of activity was 5.0 for the both enzymatic forms produced in FSbm and 6.0
for the enzyme produced in SSF. The extracellular invertase was mainly
activated in the presence of Mn?*, and it was stable at 60°C and in a wide pH
range, what makes the enzyme attractive for industrial application. The values
of K, and Vs USing sucrose as substrate were 22.73 mM and 178.57 U / mg,
respectively. For this substrate in the presence of Mn?* the values were 11.9
mM and 526.31 U / mg, respectively. In the presence of inulin as substrate, the
K value was 14.49 mM with Vs of 83.33 U / mg.

According to the HPLC analysis for fructooligosaccharides production we
found a peak with retention time around 8.5 minutes, suggesting the formation

of FOS.
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1. INTRODUGAO

1.1 Fungos Filamentosos

Os fungos sao seres eucaridticos, heterotréficos que realizam
decomposicédo de matéria organica e por isso reciclam elementos vitais na
cadeia alimentar. Possuem parede celular rigida, composta por
polissacarideos, proteinas e lipideos, que oferece resisténcia as pressdes
osmoticas e mecanicas. Os fungos sao desprovidos de clorofila, e por isso ndo
realizam fotossintese. Além disso, armazenam como material de reserva
glicogénio e podem ser encontrados no ar, solo, agua, vegetais e animais. A
célula fungica possui membrana citoplasmatica lipoprotéica, cuja uma das
fungdes é regular as trocas com o meio ambiente (BORZANI et al., 2001).

O assunto chama a atencdo porque os fungos passaram a ser
instrumentos importantes na saude publica, uma vez que sao objetos de estudo
em busca de cura e solugdes eficientes para as doencgas por eles causadas e
também, como ferramentas nas areas de controle biolégico e biotecnologia,
entre outros (MORAES et al, 2000). Em se tratando de processos
biotecnoldgicos, os fungos estdo presentes na panificagdo, fabricacdo da
cerveja e do alcool, produgdo de antibidticos, enzimas, acidos organicos,
produtos farmacéuticos, processamento de frutas e legumes, clarificacdo de
sucos de frutas, extragdo de cafés e na producdo de adogantes. Os fungos
filamentosos de maior interesse incluem os géneros Aspergillus, Mucor e
Trichoderma como, por exemplo, A. niger, A.oryzae, A. nidulans, M .michie e T.

reesei (BENNETT, 1998; VAN DEN HOMBERGH et al.,1997).



No caso dos fungos filamentosos, o talo consiste de filamentos longos
de células conectadas. Estes filamentos sdo denominados hifas, as quais
podem ser septadas ou cenociticas (TORTORA et al., 2003).

A porcao que obtém nutrientes é chamada de hifa vegetativa e a parte
envolvida com a reproducéo € chamada de hifa reprodutiva ou aérea, a qual
freqientemente sustenta os esporos. Quando as condigdes ambientais sao
favoraveis, as hifas crescem e formam uma massa filamentosa, chamada de
micélio, visivel a olho nu (TORTORA et al. , 2003).

Os fungos filamentosos podem reproduzir-se sexuadamente e
assexuadamente, sendo neste ultimo por fragmentacéo de suas hifas ou pela
formacédo de esporos, e estes além de participarem da reprodugédo, sao os
principais meios de disseminagdo da espécie. Apos um fungo filamentoso
formar um esporo, este se separa da célula parental e germina originando um
novo individuo (figura 1) (TORTORA et al., 2003; BORZANI et al., 2001).

De forma geral, os fungos filamentosos tém se destacado na produgao
de diferentes biomoléculas, estando entre elas as enzimas, que podem ser
biotecnologicamente atrativas, uma vez que torna o processo mais rapido,
barato e ecologicamente correto. Estes microrganismos adaptam-se melhor as
condigbes da fermentacdo em substrato sdélido se comparado aos
microrganismos unicelulares, uma vez que possuem boa tolerancia a baixa

atividade de agua e elevada presséo osmotica (KRISHNA, 2005).



Figura 1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans com as fases sexual (<),
assexual (<) e parassexual («—). Modificado de CASSELTON & ZOLAN, 2002.

1.2 Filo Ascomycota

Entre todos os grupos fungicos existentes, o filo Ascomycota tem se
destacado pela producédo de enzimas e biomoléculas. Este filo abriga os fungos

em forma de saco, contendo mais de 30.000 espécies, incluindo as leveduras



(BLACK, 2002). Os fungos pertencentes a este filo, produzem esporos sem
flagelos e parede celular com quitina. As hifas apresentam septos, exceto
algumas leveduras e sao chamados de ascomicetos por formarem um asco em
forma de saco, durante a reproducgao sexuada (BLACK, 2002).

Em espécies que apresentam estagio assexuado, os esporos sao
chamados de conidios. Na fase sexuada, uma cepa possui um grande
ascogbnio e uma cepa adjacente possui um anteridio menor. Estas estruturas
se unem e os nucleos se fundem, formando um zigoto. O nucleo do zigoto se
divide em oito nucleos dentro de cada asco e cada asco forma oito ascosporos,
que podem algumas vezes ser expelidos (BLACK, 2002).

Como estruturas somaticas, apresentam-se na forma leveduriforme ou
micelial e por isso sdo considerados dimérficos (ESPOSITO & AZEVEDO,
2004).

E importante salientar que neste filo encontram-se espécies de grande
interesse para a microbiologia, tais como Penicillium notatum (penicilina), P.
roquefortii ( queijo Roquefort) e P. camemberti (queijo Camembert), e leveduras
como Saccharomyces (liberam gas carbbnico e alcool como produtos da
fermentacdo e sao usadas para fermentar paes e bebidas). Ha também fungos
patégenos de seres humanos, como os dos géneros Trichophyton (pé de

atleta) e Aspergillus (infec¢des respiratérias) (BLACK, 2002).

1.3 Microrganismo em Estudo

A primeira etapa da produgdo microbiana de uma enzima de interesse,
consiste na identificagéo e aquisi¢do do microrganismo produtor, que pode ser

de uma linhagem selvagem ou modificado por genética ou técnicas



biomoleculares. Este pode ser adquirido de cole¢des de culturas cientificas ou
selecionados a partir de amostras de solo, agua, ar e tecidos vegetais em
decomposicédo, entre outros. O microrganismo de interesse deve ter as
seguintes caracteristicas: ser seguro sob ponto de vista bioldgico, apresentar
elevada capacidade de sintese e secregcdo da enzima, suportar condi¢des
ambientais adversas (pressdo osmotica, temperatura, forca ibnica) e ser
tolerante a presenga de substancias tdéxicas (BON et al., 2008).

Desta maneira, a manutencédo e a preservagao do microrganismo sao
etapas importantes para assegurar a sua viabilidade e prevenir mudancas
genéticas. Como técnicas de manutengédo e conservagao de microrganismo,
podemos citar repicagens periédicas, conservagao em parafina ou glicerol e
liofilizagdo, entre outros (DEMAIN & SOLOMON,1986).

Analisando estes quesitos, o microrganismo escolhido para estudo foi o
fungo filamentoso Aspergillus terreus, pertencente ao género Aspergillus e ao
sub-género Nidulans. Os membros desta espécie sédo diversos na sua
morfologia colonial, e podem crescer como col6nias brilhantes na coloragéo
laranja ou em varios tons de marrom canela. Em agar o A. terreus cresce
rapidamente com um aparecimento variavel de colonias, que podem ser muito
ou pouco esporuladas (BALAJEE, 2009).

O fungo A. terreus, tem sido mencionado como um bom produtor de
enzimas, tais como L-asparaginase (SARQUIS, 2002), hemicelulase
(BATTESTIN et al., 2004), endoglucanase (SMRUTI et al., 1995), celulase
(ROSA, 2010) e a-galactosidase (FERREIRA, 2007), além de invertases como

mostrado no presente estudo.



1.4 Enzimas

O uso de enzimas é relatado nos poemas épicos de lliada e Odisséia,
que datam de aproximadamente 800 aC. Referem-se, portanto, ao uso da
renina, uma enzima encontrada no estdmago de bezerros, ovelhas e cabritos,
que é utilizada na produgao de queijo. Ja o uso industrial data de 1874, quando
o dinamarqués Hansen Christian extraiu esta mesma enzima do estdbmago de
um bezerro (ANDREWS, 1987; NIELSEN et al., 1994).

Neste contexto, pode-se definir as enzimas como proteinas
especializadas que possuem eficiéncia catalitica significativa, pois apresentam
alto grau de especificidade por seus substratos, acelerando assim as reagdes
quimicas. A atividade catalitica depende da perfeita forma das estruturas
primarias, secundarias, terciarias e quaternarias das proteinas, além do pH e
temperatura 6timos e o substrato adequado. As enzimas séo catalisadores que
aumentam a velocidade de uma reagdo sem alterar o equilibrio da mesma,
além de diminuir a energia de ativagdo. Estas também aceleram a
transformacgao do substrato em produto, n&o sao gastas no processo e fazem a
reagao alcangar o equilibrio mais rapidamente (NELSON & COX, 2002).

As enzimas sao frequentemente utilizadas para melhoria de processos,
tais como clareamento de papel, tratamento de efluentes, producao de agucar,
e substituindo a hidrdlise acida, entre outros processos, além de possibilitar o
uso de novas matérias primas, melhorando suas caracteristicas fisico-quimicas
e também as de varios produtos (LIMA et al., 2001; BON et al., 2008). Do ponto
de vista industrial, a enzima deve proporcionar a obten¢do de produtos com as
seguintes caracteristicas: melhor qualidade que o produto tradicional, redugéo

de custos no processo e favorecer a produgdo de produtos que n&do sao



disponiveis ou somente em pequenas quantidades. Como as enzimas sao de
origem natural, normalmente sdo consideradas seguras para 0 uso em
alimentos e bebidas em relagéo aos aditivos quimicos (LIMA et al., 2001; BON
et al., 2008).

As enzimas ainda podem ser uteis melhorando a qualidade e facilitando
a obtencéo de um produto desejado, ou produzir um intermediario no qual este
seja dificil de se obter quimicamente (LIMA et al., 2001).

O uso de enzimas € eficiente em varios processos, tais como na area
farmacéutica para a producdo de medicamentos e limpeza de lentes de
contato, na drea médica para a limpeza de veias e artérias para transplante, na
industria téxtil, no tratamento de efluentes, e na produgdo de aminoacidos e
cremes dentais, além de serem matéria prima na fabricagcdo de detergentes,
entre outros (LIMA et al., 2001).

As enzimas estao presentes em todas as células vivas, sendo que os
microrganismos sdo as principais fontes devido a grande variedade de
atividades cataliticas que exercem, além da possibilidade de produzirem
enzimas em grande escala, e devido também ao fato da simplicidade dos
requerimentos nutricionais (BON et al., 2008). Além disso, as enzimas
microbianas secretadas sdo normalmente mais estaveis e sao produzidas em
maiores quantidades. Estes biocatalisadores tém a fung¢do principal de
degradar macromoléculas presentes no meio ambiente, como a celulose, o
amido, a lignina e as proteinas para absorgdo de seus componentes como
nutrientes. Sao utilizadas desde a antiguidade na obtenc&o de alimentos e
flavorizantes (shoyu, tempeh) a partir da proteina da soja e na bebida saké, a

partir do arroz (BON et al.,, 2008; FOX 1991 e 1992). O uso controlado de



enzimas pode levar ao melhoramento do sabor, cor, textura, aparéncia e valor
nutricional dos alimentos (BON et al., 2008).

Entre as diferentes enzimas conhecidas, tais como, tanases, fitases,
trealases, xilanases, amilases e celulases, entre outras, a invertase merece

destaque pelo seu potencial biotecnolégico.

1.4.1 Invertase

A invertase (EC 3.2.1.26), também conhecida como [-D-
frutofuranosidase, € uma hidrolase que pode ser encontrada em uma grande
variedade de organismos procariotos e eucariotos, estando entre estes ultimos
os fungos e leveduras como os dos géneros Aspergillus e Saccharomyces,
respectivamente (PIETRO & SAID, 2004). Atuam unicamente na hidrolise da
ligacéo B-D-frutofuranosidica agindo, portanto, sobre a sacarose para formar D-
frutose (que possui constituicdo liquida n&o cristalizavel) e D-glicose (que € um
acucar redutor) (figura 2). A mistura equimolar desses monossacarideos é
conhecida como agucar invertido, sendo este muito utilizado em industrias
alimenticias devido a sua maior capacidade de adocar se comparado a
sacarose. Além de hidrolizar preferencialmente o substrato sacarose, pode
ainda hidrolizar rafinose e estaquiose (SHAHEEN et al., 2007). As invertases
podem ser encontradas em diferentes isoformas de acordo com o pH 6timo de
atuacdo. Atualmente estéo incluidas na familia GH32 das glicosidases, na qual
sdo encontradas 370 membros de origem vegetal, fungica e bacteriana
(ALBERTO et al., 2004). De forma geral, as invertases apresentam maiores
atividades em faixas de temperatura e pH variando de 40°C a 60°C e pH de 3,0

a 5,0, respectivamente (PIETRO & SAID, 2004). Em vegetais, a fungcédo dessas



isoformas parece estar relacionada com a entrada da sacarose em diferentes
vias de utilizagdo (STURM & TANG,1999). A forma acida que localiza-se na
parede celular, tem sido associada com o transporte de agucar e a zonas de
crescimento ativas, tais como os frutos. Ja a forma 4cida vacuolar, encontra-se
ativa geralmente quando o tecido estd maduro e as formas neutra e alcalina
sdo encontradas no citosol, sendo consideradas enzimas de manutencéo
envolvidas na degradagcdo da sacarose, quando a atividade da invertase de

parede celular é baixa (VARGAS et al., 2003; COPELAND,1990).

CH,0H CHOH
H 0 H R Op CHOH -y
OH H OH H k j
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Sacarose Glicose Frutose

Figura 2. Mecanismo de reagdo catalisada pela invertase.

Em vegetais, foi verificado que as invertases podem ser encontradas na
parede celular como, por exemplo, em plantas de tabaco e de Arabidopsis sp.,
provocando acumulo de carboidratos e inibicdo da fotossintese, ocorrendo
quando a taxa de fotossintese excede a demanda de sacarose. Também foi
verificado que estas enzimas participam no desenvolvimento do fenétipo em
plantas transgénicas de tabaco (SHAEWEN et al., 1990). Em Arabidopsis
thaliana, a invertase acida esta presente na parede celular secundaria, tendo
sua sequéncia em aminoacidos sido comparada com as de outras invertases

presentes em diferentes espécies de Arabidopsis e de Daucus carota,



permitindo uma analise filogenética das invertases acidas presentes nas
paredes celulares (MERCIER & GOGARTEN, 1995). H4& também invertases
alcalinas e neutras, que se acumulam no citosol. Estas tém sido extraidas do
hipocotilo da soja, dos cotilédones da Vicia faba e das raizes de Cichorium
intybus, entre outros (VARGAS et al., 2003).

Entre os diversos organismos, os fungos tém se destacado como boas
fontes de enzimas de interesse biotecnolégico como, por exemplo, o fungo
Schwanniomyces occidentalis que tem sido utilizado na producédo de enzimas
extracelulares, pois cresce em fontes de carbono consideradas baratas e tem
alto poder de produgcédo de enzimas, tais como a invertase (BENITO et al.,
2007). Outros fungos foram estudados e apresentaram boa producéo de
invertases, tais como Aspergillus ochraceus (GUIMARAES et al., 2007),
Fusarium sp. (SHAHEEN et al., 2007), Aspergillus oryzae KB (KURAKAKE et
al., 2008) e Aureobasidium pullulans (YOSHIKAWA et al., 2007).

A invertase produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus ochraceus,
apresentou temperatura e pH O6timos de atividade de 60°C e pH 4,5,
respectivamente, tendo sido ativada na presenca de Mn?*, Na*, Mg®*, Ba*',e
inibida na presenca de Cu?* e Hg** (GUIMARAES et al., 2007). Em adicao, a
invertase produzida pelo fungo Fusarium sp. apresentou pH 6timo de atividade
de 5,0 e temperatura 6tima de atividade de 50°C (SHAHEEN et al., 2007). Ja o
fungo filamentoso Aspergillus oryzae KB, produziu dois tipos de invertases,
sendo a primeira chamada de F1, produzida preferencialmente na presenca de
alta concentracédo de sacarose, enquanto que a denominada F2, ao contrario,
foi preferencialmente produzida em baixa concentracdo de sacarose

(KURAKAKE et al., 2008). Em outro estudo, a invertase de A. pullulans, foi
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responsavel pela producao de frutooligossacarideos, caracterizando-se assim
uma atividade também de transfrutosilagdo (YOSHIKAWA et al., 2007). O
fungo Aspergillus oryzae KB também apresentou este mesmo tipo de atividade,
assim como Schwanniomyces occidentalis , Aspergillus japonicus e Aspergillus
niger (KURAKAKE et al., 2008; BENITO et al., 2007; LIN & LEE, 2008).

Em se tratando de microrganismos produtores, o fungo Fusarium solani,
foi um bom produtor de invertase acida quando cultivado por um periodo de 96
horas, a 30°C e em pH 5,0, tendo como fonte de carbono melaco a 2%,
suplementado com 1% de peptona. O pH e a temperatura 6timas de atividade
foram de 2,6 e 50°C, respectivamente (BHATTI et al., 2006). Ja a invertase
produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus niger AS0023 apresentou pH e
temperatura 6tima de 4,4 e 55°C, respectivamente (L'"HOCINE et al., 2000). A
invertase produzida pelo fungo Aspergillus caespitosus apresentou melhor
producdo em FSS mantida a 30°C, em um periodo de 72 horas, tendo farelo de
trigo como fonte de carbono (ALEGRE et al., 2009). A invertase produzida pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, teve temperatura e pH 6timos de 40°C e
4,2, respectivamente (TALEKAR et al., 2010). Finalizando, a invertase
produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus flavus, apresentou uma maior
producéo enzimatica, quando cultivado por 96 horas, na temperatura de 30°C,
utilizando como fonte de carbono cascas de frutas (laranja, abacaxi e roma),
sendo esta enzima estavel na temperatura de 50°C por um periodo de 30
minutos (UMA et al., 2010).

Com relacdo a regulagdo da expressdo génica da invertase, foi
observada, para a levedura Saccharomyces cerevisiae, a existéncia de um ou

mais genes, conhecidos como SUC (SUC1 a SUC5 e o SUC7, sendo que o
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SUC2 é o mais comum). Cada gene SUC codifica duas formas de invertase, a
forma glicosilada que é secretada no espaco periplasmatico (extracelular) e a
intracelular que é a forma néo-glicosilada. Dois tipos de RNAs mensageiros séo
transcritos a partir do gene SUC2, sendo o transcrito maior codificado como
1,9Kb que possui uma sequéncia sinal responsavel por codificar um peptideo
(~20 aminoacidos) que direciona a secrec¢ao da proteina para fora da célula, e
o outro transcrito menor € codificado como 1,8Kb, e ndo possui a sequéncia
sinalizadora, ficando a enzima retida intracelularmente. A enzima secretada é
responsavel pela utilizagdo de sacarose, e esta € regulada pela repressao por
glicose (NEIGEBORN & CARLSON, 1984).

Para um melhor entendimento sobre a produgé&o e a caracterizagéo de
invertases produzidas por microrganismos, ja descritos na literatura, algumas
propriedades bioquimicas das mesmas foram agrupadas na tabela 1, assim

como alguns parametros cinéticos na tabela 2.
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Tabela 1. Dados comparativos de invertases produzidas por fungos.

Microrganismos Tem}()o%')a tura pH Referéncia
Aspergillus niger
55 4 L'HOCINE et al., 2000
AS0023
Rhodotorula glutinis 60 4,5 RUBIO et al., 2002
Saccharomyces
. 30 3,5-6 SHAFIQ et al, 2002
cerevisiae
Thermomyces
_ 50 6,5 CHAUDHURI et al., 1999
lanuginosus
Aspergillus niveus 60 4,5 GUIMARAES et al., 2009
A. pullulans 30 5 YOSHIKAWA et al., 2007
S. occidentalis 45-55 5,5 BENITO et al., 2007
A. ochraceus 60 4.5 GUIMARAES et al., 2007
Saccharomyces
o 40 4,2 TALEKAR et al, 2010
cerevisiae
Aspergillus phoenicis 60 4,5 RUSTIGUEL et al., 2010

Tabela 2. Dados cinéticos comparativos de invertases produzidas por fungos.

Vmax (U/mg de

Microrganismo Km (mM) Referéncia
proteina)
Aspergillus niveus 5,78 30,46 GUIMARAES et al., 2009
S. occidentalis 4,9 _ BENITO et al., 2007
A.ochraceus 7,37 22,39 GUIMARAES et al., 2007
Rhodotorula glutinis 0,227 0,096 pmol/min RUBIO et al., 2002
A. flavus 0,23 mg/mL 15,80 UMA et al., 2010
A. phoenicis 99,9 954,60 RUSTIGUEL et al., 2010
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1.4.2 Produgao de Invertases

A producgao de invertases pode ser feita de duas maneiras, fermentacao
submersa (FSbm) ou fermentacdo em substrato sélido (FSS). Em FSbm, o
microrganismo fica em suspensdo em um meio de cultura liquido no qual estéo
dissolvidos ou suspensos todos o0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento do organismo. Ja na FSS, o microorganismo deve se
desenvolver em substratos insoluveis sem disponibilidade de fase liquida livre,
lembrando que a maioria dos substratos utilizados s&o residuos agroindustriais
(bagaco de cana-de-agucar, sabugo de milho, palha de arroz, farelo de trigo)
(BON et al., 2008). Desta forma, sdo de grande interesse por n&do possuirem
custos de produgédo diretos. Além disso, € uma maneira de se agregar valor
aos residuos abundantes, dando solugé&o para o seu acumulo, que representa
um sério problema ambiental. Em geral, a matéria prima deve apresentar
caracteristicas tais como, composicdo adequada para o crescimento do
microrganismo e formacao do produto de interesse, baixo custo de obtencéo,
beneficiamento, transporte e estocagem, ter elevada disponibilidade e
facilidade de padronizagdo dos componentes e n&o contribuir para dificultar os
processos de separagao do produto (BON et al., 2008).

Em se tratando de FSbm, esta possui como vantagens, a facilidade de
controle das variaveis fisico-quimicas do processo, maior eficiéncia de
absorcdo dos nutrientes e secrecdo de metabdlitos pela célula, levando a
menores tempos do processo e conseqiente ganhos em produtividade. Ja a
FSS possui como vantagens, simplicidade dos meios de cultivo, exigéncia de
baixo grau de umidade, reduzindo problemas de contaminac&o, condi¢gbes de

crescimento do microrganismo semelhantes as encontradas em seu ambiente
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natural, maiores concentracées de enzimas em relacéo as obtidas em FSbm,
estabilidade da enzima secretada e baixo nivel de repressao catabdlica,
auséncia de espuma e possibilidade de extracdo imediata do produto, entre
outros (BON et al., 2008). Além disso, a invertase produzida por este tipo de
fermentagdo é encontrada na forma extracelular, facilitando a sua obtencgao,
enquanto que na FSbm apenas uma parte da enzima é de natureza
extracelular (BON et al., 2008).

A producédo de invertases por microrganismos ainda pode ser
influenciada pela adicdo de outros compostos nos meios de cultivos,
aumentando a produg¢do enzimatica, como € o caso de fontes de carbono e
nitrogénio, ions metalicos e substratos indutores de atividade invertasica (BON
et al., 2008).

Dentre as invertases produzidas por estes dois tipos de fermentacgao,
merecem destaque as enzimas produzidas pelos seguintes microrganismos:

- FSbm: Thermomyces lanuginosus (CHAUDHURI et al.,1999), Fusarium solani
(BHATTI et al., 2006), A. niger AS0023 (L'HOCINE et al., 2000), S. cerevisiae
(TALEKAR et al., 2010), Rhodotorula glutinis (RUBIO et al., 2002), A. flavus
(UMA et al., 2010), A. ochraceus (GUIMARAES et al., 2007), Cladosporium
cladosporioides (ALMEIDA et al., 2005), Zymomonas mobilis (YANASE et al.,
1995), A. niger IMI303386 (NGUYEN et al., 2005) e A. phoenicis (RUSTIGUEL
et al., 2010).

- FSS: Rhizopus sp. (GOULART et al., 2003), A. niger Aa.20 (ARANDA et al.,
2006), Fusarium sp. (SHAHEEN et al., 2007) e A. niger (BALASUBRAMANIEM

et al., 2001; GOMEZ & GONZALEZ, 2000).
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1.4.3 Aplicagao Industrial

A invertase pode ser utilizada no setor industrial voltado principalmente
para alimentos e bebidas, e desta forma, o estudo da mesma torna-se atrativo
e interessante. A sua adi¢éo ao suco de fruta, por exemplo, promove aumento
dos teores de glicose e frutose, sendo que esta ultima é interessante sob o
ponto de vista nutricional visto que o consumo de frutose por diabéticos é
menos problematico do que o de glicose. O consumo de outros agucares que
nao a frutose, aumentam exageradamente o nivel de agucar no sangue, e
consequentemente, o nivel de insulina. O consumo de alimentos que
aumentam os niveis de insulina pode causar flutuagbes excessivas no agucar
do sangue, que podem provocar um rapido retorno a sensacgdo de fome.
(CARDOSO et al., 1998).

O produto final da hidrélise da sacarose (agucar invertido) pode substituir
o mel natural, sendo utilizado como xarope, o qual pode ser usado na
fabricagdo de medicamentos. Em adi¢céo, a quantidade de mel também pode
ser aferida analisando-se a atividade invertasica. Neste caso, amostras de mel
expostas a temperaturas acima de 40°C tiveram a invertase parcialmente
degradada, ao passo que amostras nas quais nao se detectou atividade
invertasica foram expostas a altas temperaturas, acima de 70°C. Desta
maneira, pode-se investigar a qualidade do mel e sua forma de
armazenamento, tendo como referéncia a atividade invertasica (LUCARINI,
2000). A invertase permanecera no mel ativa por algum tempo, a menos que
seja inativada pelo aquecimento. Além disso, a inversdo da sacarose em
glicose e frutose, produz uma solugdo mais concentrada de agucares que

possui maior resisténcia a deterioragcao por fermentacao devido a diminui¢ao
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da agua biodisponivel (COSTA, 2005). O acgucar invertido obtido através da
acao da invertase possui a vantagem de ser incolor em contraste com o
colorido dos agucares obtidos por hidrolise acida, além de possuir varias
aplicagcbes, tais como alimentacdo de abelhas, producdo de bolachas,
chocolates, acidos organicos, preparagdo de compotas, doces e refrigerantes
(SHAHEEN et al., 2007; GUIMARAES et al., 2007).

A invertase também pode ser utilizada na 32 fase de produgéo do etanol,
que é a fermentacdo do melacgo. Neste contexto, um estudo foi realizado com a
levedura S. cerevisiae, sendo que a presenca de invertase foi testada em
diferentes pH e temperaturas. Verificou-se que estes influenciaram a producgéo
da enzima, sendo que a maior producdo foi obtida a 40°C e no pH 5,0 com um
aumento de 5,5% se comparado as demais condi¢cdes (PARK & SATO, 1982).

E importante salientar também que as invertases sdo utilizadas na
fabricagao de colutorios bucais e na producéo de frutooligossacarideos (FOS)
(PIETRO & SAID, 2004). Os FOS séao oligossacarideos de ocorréncia natural,
encontrados principalmente em produtos de origem vegetal. Sdo chamados
também de acucares ndo convencionais nao metabolizados pelo organismo
humano. Os FOS néo s&o caldricos e o sabor é similar ao da sacarose, sendo
que apresentam 1/3 do poder adogante desta. Eles podem ser usados por
diabéticos com seguranga, mas ndo podem ser considerados fontes de
energia. Os FOS podem ser produzidos por reacdo enzimatica de
transfrutosilacdo em residuos de sacarose. Possuem geralmente grau de
polimerizacdo de 1 a 5 unidades frutosil, sendo eles, kestose (2 unidades
frutosil), nistose (3 unidades frutosil) e frutofuranosil nistose (4 unidades

frutosil). Eles podem também ser produzidos por hidrélise enzimatica da
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inulina, tendo um grau de polimerizagao de 1 a 7 unidades frutosil (PASSOS &
PAR, 2003; KURAKAKE et al., 2008).

Com o aumento da preocupacgao da populagdo com a qualidade de vida
e, consequentemente com o consumo de alimentos considerados saudaveis e
com baixo teor caldrico, os FOS alcangaram destaque devido suas
propriedades funcionais, ou seja, eles previnem caries dentarias, estédo
associados também a reducgéo de alguns tipos de cancer, reduzem os niveis de
colesterol total e lipideos além de melhorarem o metabolismo de
bifidobactérias, diminuindo assim o pH do intestino grosso e destruindo
bactérias putrefativas. Sdo conhecidos como prebidticos, pois promovem o
crescimento de probibdticos, como Acidophillus, Bifidus e Faecium, os quais sé&o
bactérias benéficas no trato gastrointestinal. S4o mais soluveis que a sacarose,
nao cristalizam, ndo precipitam e ndo deixam sensacgédo de secura na boca,
sendo por isso usados em sorvetes e sobremesas lacteas (PASSOS & PAR,
2003).

Assim, podemos concluir que o uso industrial de invertases tem grande
importancia, pois estas podem ser utilizadas em diferentes setores industriais,
o que reforca a importancia deste estudo. E uma das hidrolases mais vendidas,
sendo que em 2001, ocupou de 5-10% do mercado mundial de enzimas (LIMA,

et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o estudo da invertase extracelular
produzida pelo fungo filamentoso A. terreus, determinando-se os melhores
parametros fisico-quimicos para obtencdo desta enzima, purificando e

caracterizando-a bioquimicamente.

2.2 Objetivos Especificos

- Padronizar as melhores condicbes de cultivo em fermentacao
submersa para a producéo de invertases;

- Padronizar as melhores condi¢bes de cultivo em fermentagdo em
substrato sélido para a producao de invertases;

- Purificar a invertase extracelular;

- Caracterizar bioquimicamente a invertase extracelular;

- Determinar os parametros cinéticos, tais como Ky, € Vmax;

- Analisar os produtos de hidrélise da sacarose por TLC e HPLC,;

- Avaliar o potencial enzimatico para a producgéo de FOS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo e Manutengao da Cepa

O fungo utilizado foi o A. terreus que faz parte da colegcdo do Laboratorio
de Microbiologia do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto-USP, coletado no municipio de
Sertdozinho-SP e identificado no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal de Pernambuco. Este fungo foi escolhido apos realizagdo de um
screening, sendo um dos melhores produtores. As cepas foram mantidas no
laboratério em meio sélido de batata (BDA), em tubos inclinados, previamente
autoclavados por 20 minutos a 120°C e 1,5 atm. Os repiques foram realizados
periodicamente a cada 30 dias e mantidos em estufa a temperatura de 30°C,

por um periodo de 5 dias e depois armazenados em geladeira a 4°C.

3.2 Obtencao das Culturas em Fermentagdo Submersa (FSbm)

As culturas em fermentagdo submersa foram obtidas através do in6culo
de uma suspensao de esporos (10° esporos/mL), obtida a partir da raspagem
da cultura de A. terreus em meio BDA, com o auxilio de uma al¢a de platina,
sendo 0s esporos ressuspensos em agua destilada esterilizada. Foi inoculado
1 mL da suspensdo em diferentes meios de cultura, tais como Adams
(ADAMS, 1990), SR (RIZZATTI et al., 2001), Vogel (VOGEL, 1964), Khanna
(KHANNA, 1995), M5 (PERALTA, 1990) e Czapeck (WISEMAN, 1975) em
frascos Erlenmeyers de 125mL, contendo 25mL de meio adicionados de
diferentes fontes de carbono (1% para oligossacarideos e fontes complexas e

2% para monossacarideos) com pH inicial ajustado para 6,0. Os meios foram
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autoclavados por 20 minutos, a 120°C e 1,5 atm. As culturas foram incubadas
em condi¢cao estacionaria ou sob agitacao (100 rpm), a 30°C e a 40°C, e por

diferentes periodos conforme determinado para cada experimento.

3.2.1 Composigao dos Meios de Cultivo

3.2.1.1 Meio Adams

EXtrato de 1@VEAUIA...........oieeiee e 0,20g
[ B O R 0,10g
1T 1S 1@ 4 Y 0,05¢g

Fonte de carbono

AQUA dESHIAAA GSP ...ttt 100mL

3.2.1.2 Meio Vogel

Solugao de sais de Vogel [S0X]........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 2mL
SolUGA0 de Biotina.......coooiiiiieee e 1 gota
Fonte de Carbono

AgQua destilada gSP.......c.oveveeieeeeeee et 100mL

Solucgéo de Biotina

7 T0] (] = 0,005¢g

BANOL 500 . e e e 100mL
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Solugéo de Sais de Vogel [50X]

NazCeHs507. HoO ..o 12,59
R0 S 25g
Y TCT0 V4 I o TS 1g
N T SO 10g
CaACI2.2H20. .. e e 0,59
Solugao de tragos de elementos...........ccocuuiiiiiiiiiiiiiee e 0,5mL
AQUA dESHIAAA GSP ...ttt 100mL

Solugéo de Tracgos de Elementos

COHEO7.H2O oo eee e 5,09
Z1S08.TH2O .o ee e eeee e eeeen 5,09
FO(NH2)2(S00)2.8H20 v eeeeee e eeeee e eeeee 1,0g
CUSOLEH0 ..t 0,25¢g
MNSO4.HO ... 0,05¢g
NasMOOL.2ZHO ... e 0,11g
HaBO. e oo eeeee e eeee e eee oo e e e eeeee e 1,1g
AQUA AESHIAAA. ... ..o 100mL

3.2.1.3 Meio SR

S To] 18 [oz=ToJo (SIS T= T ES N )RS 5,0mL
PePIONa. ... 0,02g
EXIrato de [@VEAUIA. ... ..o e 0,45¢g

Fonte de carbono

AQUA eStIada GSP.....veeeeeeeee e, 100mL
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Solugéo de Sais SR

MGSOATHIO oo eeeeeeee oo 0,14g
KH2PO oo oo oo eeeeee oo 0,39
NHAHZPO 4. e 1,0g
AQUA dESHIAAA GSP ...ttt 100mL

3.2.1.4 Meio Khanna

Lo [0 Loz= ToJo (SIS T= T[S 12 0 P 5,0mL
EXIrato de 1€VEAUIA. ..........oieeeeeeee e 0,19
Fonte de carbono

AQUA dESHIAAA GSP....vveeeeeeee et 100mL

Solugéo de Sais de Khanna [20x]

NHANO .o 2.0g
2P O e 1,3g
MOSOL.TH20 ..o aaees 0,362g
O TS 0,098¢g
MNSO4H2O. ... e 0,0138g
Z0SOUHIO oo 0,007g
F@2(S08)3.6H20 v 0,0066g

CUSOLEHL0 .. e 0,0062g
AQUA deStIada GSP.....veeeeeeeeee ettt e, 100mL
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3.2.1.5 Meio M5

7= 1O 2 0,19
PEPIONG. ... e 0,1g
1= = (] = 0,250g
1= 1 PP 19
EXIrato de 1@VEAUIA...........oieeiee e 0,69

Fonte de carbono

Agua destilada............cooveueeeeeeeeeeee e 100 mL

3.2.1.6 Meio Czapeck

I =11 L 2 0,39
KH2P O 4. ettt e e et e et e e e e e nee e e e e nneeeen 0,19
1Y 1o S @ i Y T USSR 0,05¢
S RSOSSN 0,05¢
FESO4.TH20 ... it e e 0,001g
= 1 (o [ (51T LU ] = TR 0,1g
Fonte de carbonO........... e 19
AQUA deSHIAAA. ..o gsp 100mL
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3.3 Obteng¢ao de Culturas em Fermentagao em Substrato Sélido (FSS)

As culturas em substrato sélido foram obtidas através do indculo de 1mL
de uma suspensdo de esporos (10° esporos/mL) obtida como descrito no item
3.2 em diferentes fontes de carbono/ substratos (milho moido, palha de arroz ,
sabugo de milho, bagagco de cana, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de
aveia, farinha de mandioca e farinha de centeio, entre outros) adicionados de
agua de torneira, agua destilada ou de diferentes solucdes salinas (sais de
Khanna, SR, de Vogel, como descrito anteriormente, nitrato e solugéo de tracos
de elementos) em diferentes proporc¢des (1:0,5-1:4 m/v), conforme determinado

para cada experimento.

Os meios foram mantidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo
aproximadamente 5g de substrato, previamente autoclavados a 120°C por 20
minutos a 1,5 atm. As culturas foram incubadas em estufa a 30°C ou 40°C, com

umidade relativa mantida ao redor de 70%, verificada por termohigrémetro.

3.3.1 Composicgao dos Sais de Nitrato [20 X] (SELIG et al.,2008)

I F= 1 2 PP 129
Y PSPPI 3,049
KLt oo e e 1,049
1Yo 15 7SRRI 1,049
AQUA deStlada GSP......ueeeeeeee ettt e, 100mL
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3.3.2 Solugédo de Tragos de Elementos [1000 X] (SELIG et al.,2008)

74 0 11O 2,29
MRNCI2.4H20 ... .. e 0,59
FES08.TH20 oo eeeeeeeeee e 0,59
COCI2.8H20. .t 0,169
CUSOLEH0 ... aaees 0,169
NAsMOL.2ZHoO ... e e 0,05¢g
= DY I PP UUUPPPUPT RPN 59
pH 6,5

AQUA dESHIAAA GSP ...ttt 100mL

3.4 Obtencgao das Enzimas

3.4.1 Obtengao das Enzimas em FSbm

Apods incubagdo, as culturas foram filtradas a vacuo, obtendo-se um
filtrado livre de células, o qual foi chamado de extrato bruto extracelular. A
massa micelial obtida foi prensada entre papel de filtro, macerada com areia
previamente tratada e lavada, e em seguida adicionada de 10mL de agua
destilada. Essa mistura foi levada a centrifuga por 5 minutos a 23.000g. O
sobrenadante contendo as enzimas intracelulares foi separado e chamado de
extrato bruto intracelular. Os extratos brutos foram dialisados em 4 litros de

agua destilada, durante 24 horas, a 4°C, sendo feitas 3 trocas de agua.
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3.4.2 Obtenc¢ao da Enzima em FSS

Apds a incubacdo as culturas foram quebradas com auxilio de uma
espatula, em seguida adicionadas de 25mL de agua destilada gelada e
agitadas com auxilio de uma barra magnética em um agitador na camera fria
(4°C) por 30 minutos para extragdo e homogeneizacdo do meio. Depois os
conteudos foram filtrados a vacuo com gaze em um funil de vidro e os residuos
retidos foram descartados. Os filtrados obtidos contendo as enzimas
extracelulares foram dialisados em 4 litros de agua destilada, durante 24 horas,

a 4°C, sendo feitas 3 trocas de agua.

3.5 Dosagem da Atividade Enzimatica

A determinagdo da atividade invertasica foi realizada mediante a
incubagado da enzima com o substrato (sacarose 1% (m/v) em tampé&o acetato
de so6dio 100mM, pH 5,0 para a fracado obtida em FSbm e em tampao Mes 100
mM, pH 6,0 para a fracdo obtida em FSS e os acgucares redutores formados
quantificados utilizando-se o DNS (acido 3’,5- dinitrosalicilico) (MILLER,
1959).. A mistura de reacédo foi constituida de 200uL de uma solugcdo de
substrato e 200uL de amostra enzimatica. Apds a incubagdo em diferentes
temperaturas conforme determinado para cada experimento, aliquotas de
100uL foram retiradas em periodos apropriados e adicionadas em tubos
contendo 100uL de DNS. Em seguida os tubos foram aquecidos em banho-
maria fervente por 5 minutos e ap6s o resfriamento, foi adicionado 1mL de
agua destilada por tubo. O tubo branco consistiu de uma aliquota de 100uL da
mistura de reacédo adicionada imediatamente a 100uL de DNS. As leituras

foram realizadas em A= 540 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade de
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atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima que

hidrolisa um pmol de substrato, por minuto, nas condigdes de ensaio.

3.6 Dosagem de Proteinas e Carboidratos

As proteinas foram dosadas pelo método descrito por LOWRY et al.
(1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padréo (BSA). As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro com A= 620nm, sendo os resultados
expressos em mg/mL de proteina.

O conteudo de carboidratos da invertase extracelular purificada foi
estimado através da metodologia do fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956),
utilizando-se manose como padrdao. As amostras foram diluidas com agua
destilada gsp 2 mL, adicionadas de 50uL de fenol 80% e, logo apoés, de 5mL de
acido sulfurico concentrado. Essa mistura foi deixada em repouso por 10
minutos em gelo. Apos este periodo, a reacao foi colocada em banho maria em
temperatura de 30°C, por um periodo de 15 minutos, em seguida foi feita a

leitura da absorbancia em A=490nm.

3.7 Otimizag¢ao da Produgao Enzimatica em Fun¢ao de Fontes Adicionais

de Fosfato e Nitrogénio

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para otimizar os
parametros envolvidos na produgéo enzimatica intracelular e extracelular por A.
terreus. Os efeitos das variaveis concentragédo de peptona e concentragdo de
KH,PO,4 (variaveis independentes) sobre a atividade enzimatica (variavel

dependente) foram analisados através de realizacdo de 10 ensaios, conforme
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um planejamento experimental de compoésito central rotacional, sendo os
valores maximos codificados para cada uma das variaveis independentes
fixado como +1 e os valores minimos como -1, adicionados de 2 pontos
centrais e 2 axiais (-1,41 e +1,41) como pode ser observado na tabela 3.

O programa Statistica V.8.0 (STATSOFT, USA) foi utilizado para analise
de variancia (ANOVA), para gerar a superficie de resposta e otimizar as
condig¢des. O nivel de significancia foi fixado em 90% ou 95% com valores de a
de 0,1 e 0,05, respectivamente. A variancia explicada pelo modelo foi dada

pelo coeficiente de determinagao R2.

Tabela 3. Planejamento fatorial para as variaveis independentes (peptona e

KH2PO,) codificadas e reais.

Corrida Valores Codificados Valores Reais
Peptona KH2PO4 Peptona (%) KH2PO4 (%)
(X1) (X2) (X1) (X2)
1 1 1 5 5
2 1 -1 5 0,5
3 -1 1 0,5 5
4 -1 -1 0,5 0,5
5 0 0 2,75 2,75
6 0 0 2,75 2,75
7 1,41 0 5,4 2,75
8 -1,41 0 0,1 2,75
9 0 1,41 2,75 5,4
10 0 -1,41 2,75 0,1
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3.8 Determinacdo da Temperatura e do pH Otimos de Atividade,

Termoestabilidade e Estabilidade ao pH

Foram realizados ensaios, assim como descritos no item 3.5, em
diferentes temperaturas (25°C a 80°C) e diferentes pH (2,5 a 9,0) sendo
utilizados tampéo citrato de sodio (pH 2,5 e 3,0), tampao acetato de sédio (pH
3,5 a 6,0), tampao Mes (pH 6,5) e tampao Tris-HCI (pH 7,0 a pH 9,0) para
definicdo de temperatura 6tima e do melhor pH para a atividade invertasica,
respectivamente. Adicionalmente, amostras enzimaticas foram previamente
incubadas em diferentes temperaturas (60°C a 90°C) e diferentes pH (citrato de
sédio 20 mM, pH 3,0; acetato de sédio 20 mM, pH 4,0 e 5,0; Mes 20 mM, pH
6,0; Tris-HCI 20 mM, pH 7,0, 8,0 e 9,0; Glicina 20 mM, pH 10,0) em banho de
gelo, por 1 hora e posteriormente utilizadas na reagdo enzimatica para se

avaliar a estabilidade térmica e ao pH.

3.9 Otimizacao da Reagao Enzimatica em Funcao da Temperatura e do pH
A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para otimizar os
parametros envolvidos na atividade enzimatica intracelular e extracelular por A.
terreus. Os efeitos das variaveis temperatura e pH (variaveis independentes)
sobre a atividade enzimatica (variavel dependente) foram analisados, conforme

descrito no item 3.7 e como mostra a tabela 4.
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Tabela 4. . Planejamento fatorial para as variaveis independentes (temperatura

e pH) codificadas e reais.

Corrida Valores Codificados Valores Reais
Temperatura pH Temperatura pH
(X1) (X2) (X1) (X2)
1 -1,41 0 36 55
2 -1 +1 40 8
3 -1 -1 40 3
4 0 0 55 55
5 0 0 55 55
6 0 +1,41 55 8,4
7 0 -1,41 55 2,6
8 +1 -1 70 3
9 +1 +1 70 8
10 +1,41 0 74 5,5

3.10 Influéncia de Diferentes Compostos na Atividade Invertasica

A mistura de reacao foi adicionada de diferentes compostos, tais como

sais (AICl;, AgNOs, BaCl, CaCl, CoCl,, CuCl, Fex(SO4), FeCls, HgCl, KH.PO,

KCI, MgCl,, MnCl,, NHsF, NaH.PO, NaBr, NaCl, NH:Cl, Zn(NOs), ZnCly)

EDTA e B-mercaptoetanol em baixas (1mM) e altas (10mM) concentragbes e

ensaiadas como descrito no item 3.5.

31



3.11 Purificagao em Colunas Cromatograficas

O extrato bruto extracelular produzido em FSbm foi submetido,
inicialmente, ao processo de purificagdo em coluna cromatografica de troca
ibnica DEAE-Celulose (1 X 11,5 cm) previamente equilibrada em tampao Tris-
HClI 10 mM, pH 7,0, e mantida em temperatura ambiente. A atividade
enzimatica foi eluida mediante aplicagcdo de um gradiente linear de NaCl (0 —
1M). Foram coletadas fragbes de 3,8 mL e a vazao foi mantida em 2,6 mL/min.
As fragdes que apresentaram atividade invertasica foram reunidas em um unico
‘pool”, o qual foi dialisado em agua destilada, a 4°C, por 24 horas e ,
posteriormente liofilizado. O conteudo foi entdo ressuspenso em solugéo
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 + NaCl 50 mM e aplicado em coluna
cromatografica de exclusdo molecular Sephacryl S-200 (1 X 80 cm),
previamente equilibrada em tampao Tris- HClI 50 mM pH 7,5 + NaCl 50mM,
sendo eluida com este mesmo tampdo e mantida a 4°C. Foram coletadas
fracbes de 1,2 mL e a vaz&o foi mantida em 0,4 mL/min. As fragdes que
apresentaram atividade invertasica foram reunidas em um unico pool, o qual foi
dialisado em agua destilada, a 4°C por 24 horas. Em seguida, parte da amostra
foi liofilizada, para posterior realizacdo do procedimento eletroforético em
condigdes nao desnaturantes (PAGE 6%) e desnaturantes (SDS- PAGE 6%) e

o restante utilizado para os ensaios de caracterizagao bioquimica.
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3.12 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os procedimentos cromatograficos foram acompanhados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gbes nao desnaturantes (PAGE
6%) de acordo com a metodologia descrita por DAVIS (1964). A corrida
eletroforética foi realizada em tampéo Tris-HCI 50mM, pH 8,9 + glicina 36mM e
a fonte (Bio-Rad modelo PowerPac Universal) ajustada para 120 V, 8 W e 40
mA. Os géis foram revelados por prata como descrito por BLUM et al. (1987)
ou entdo utilizado para determinagdo da atividade invertasica em gel. Para
determinacdo da atividade em gel, logo apds a corrida o gel foi lavado com
tampao acetato de sédio 0,5M, pH 5,0 por 30 minutos e posteriormente lavado
mais 3 vezes em tampéao acetato de sdédio 0,1M, pH 5,0 por 20 minutos cada
vez. Apos as lavagens o gel foi incubado em banho-maria a 37°C no escuro
com uma solugao contendo 0,2mg/mL de metil sulfato de fenazina, 0,4mg/mL
de nitroblue tretazolium, 30 unidades/gel de glicose oxidase e 1% (m/v) de

sacarose pelo tempo necessario para o surgimento da banda.

3.13 Determinagao da Massa Molecular

A massa molecular nativa para a invertase extracelular foi estimada por
filtracao em coluna cromatografica Sephacryl-S200 (80,0 x 1,0 cm), utilizando-
se como padrdes moleculares para calculo da massa molecular - amilase (200
kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), BSA (66 kDa) e anidrase carbdnica (29
kDa). O volume livre da coluna (V,) foi de 86,5 mL, determinado com Blue
Dextran 2000. A amostra invertasica extracelular purificada foi submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cao desnaturante (SDS-PAGE

6%) de acordo com Laemmli (1970). A corrida eletroforética foi realizada em
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tampéao Tris-HCI 25mM, pH 8,9 + glicina 192mM + 0,1% SDS , sendo a fonte
(Bio-Rad modelo PowerPac Universal) ajustada para 120V, 8 W e 40 mA.
Foram utilizados os seguintes padrbes moleculares para célculo da massa
molecular: a-Macroglobulina (169 kDa), p-Galactosidase (112,5 kDa),
Lactoferrina (92 kDa), Piruvato quinase (67 kDa), Fumarase (60 KDa),
Deidrogenase lactica (36,5 KDa) e Triosefosfato isomerase (31,5 kDa). Apos a
corrida eletroforética o gel foi retirado das placas e colocado em solugéo
fixadora para revelagéo por prata segundo o método descrito por Blum (Blum et

al., 1987).

3.14 Hidrolise de Diferentes Substratos

A atividade hidrolitica do extrato bruto contendo invertase e da enzima
purificada sobre amido, celobiose, maltose, rafinose, sacarose , trealose e
inulina foi determinada. As dosagens foram realizadas conforme descrito no
item 3.5. Os substratos utilizados estavam na concentragdo 1% (m/v) em
tampao Acetato de Sédio 100 mM, pH 5,0, para a forma extracelular obtida em

FSbm e emtampio Mes 100 mM, pH 6,0 para a obtida em FSS.

3.15 Analise dos Produtos de Hidrélise por TLC e HPLC

Os produtos de hidrolise da sacarose obtido pela acéo da invertase
extracelular purificada, foram submetidos a cromatografia em placa delgada de
silica, cujas medidas foram 10,0 x 9,5 cm. Utilizou-se como padrdes solugbes
1% (m/v) de sacarose, glicose e frutose. A solugdo para o desenvolvimento da

cromatografia continha butanol, etanol e agua destilada na proporgéo de 5:3:2
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(v/iviv). Apbs a corrida e secagem completa das placas delgadas, revelou-se o
cromatograma com solugdo contendo orcinol 0,2% em &cido sulfurico e
metanol na proporgao de 1:9 (v/v), incubando-as posteriormente a 100°C para
visualizacao dos “spots”.

Os produtos de hidrélise da sacarose obtidos pela acéo da invertase
extracelular foram submetidos a analise em HPLC Varian 385-LC com detector
light scatering equipado com uma coluna PL Hi-Plex Ca 8um mantida a 60°C.
Solugbes de sacarose, glicose, frutose, kestose, nistose, foram utilizadas como
padrdes, na concentracdo de 1% (m/v). Para desenvolvimento da

cromatografia utilizou-se agua Mili-Q.

3.16 Determinagdo dos Parametros Cinéticos

As constantes cinéticas Michaelis- Mentem (Kr,), velocidade maxima
(Vmax ) € eficiéncia catalitica (Vmax /Km) sobre os substratos sacarose (1 - 600
mM) e inulina (0,6 - 18 mM) para a invertase extracelular purificada foram
determinadas pela representacéo grafica do duplo-reciproco de acordo com

Lineweaver-Burk (1934) utilizando o programa Enzyplot (LEONE et al., 1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para um melhor entendimento, esta sec¢ao foi organizada em dois itens:
4.1 Producdo de Invertases em Fermentacdo Submersa (FSbm) e em
Fermentagcao Substrato Solido (FSS).

4.2 Caracterizagéo Bioquimica das Invertases.

4.1 Produgao de Invertases em FSbm e em FSS

4.1.1 Efeito da Temperatura sobre o Crescimento do Fungo e sobre a

Producao de Invertases em Diferentes Meios de Cultivo

O crescimento do fungo sobre meio solidificado (BDA) em placas de
petri mantidas em diferentes temperaturas (25°C, 30°C, 35°C e 40°C) foi
analisado (figura 3). Neste caso, nota-se que o fungo cresceu em todas as
temperaturas testadas, tendo um maior crescimento na temperatura de 30°C,
sendo que a coldnia teve um diametro de 4,0 cm e na temperatura de 35°C,
com um diametro de 3,0 cm, sendo entdo considerado um fungo mesdfilo, ou
seja, que cresce melhor em temperaturas intermediarias, pois nas
temperaturas de 25°C e 40°C, os diametros das coldnias foram de 2,5 cm.
Quando verificada a pigmentacéo, observa-se que nas temperaturas de 25°C,
30°C e 35°C, esta foi marrom, ao passo que, na temperatura de 40°C, a

pigmentacéo observada foi branca.
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Figura 3. Fungo Aspergillus terreus em meio BDA nas temperaturas de 25°C,
30°C, 35°C e 40°C. Foto: Alana J. Riul

A influéncia de diferentes meios de cultivo, mantidos sob agitagdo (100
rpm) ou nao, a 30°C e a 40°C, na produgédo de invertases intra e extracelulares
por A. terreus também foi analisada, como pode ser observado na tabela 5.

Entre os diferentes meios analisados, a maior produgdo enzimatica
extracelular foi obtida em meio M5 (178,60 U totais), mantido a 30°C sob
agitacdo (100 rpm).Quando a temperatura foi elevada para 40°C, a producao
enzimatica foi reduzida 2,8 vezes, sendo que nesta temperatura em condig¢ao
estacionaria, a producgdo inexiste em varios meios testados, o que pode ser
atribuido além da maior temperatura, a uma menor aeragao do meio. Ja para
as enzimas intracelulares, o meio que proporcionou melhor producdo foi o

Khanna mantido a 30°C sob agitagédo (100 rpm) (169,34 U totais), seguido pelo
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meio M5 nas mesmas condi¢gdes. Quando analisamos a produgao total (intra +
extra), o meio M5 mantido a 30°C sob agitacao foi o melhor (238,81 U totais),
sendo seguido pelo meio Khanna nas mesmas condi¢cdes (181,44 U totais).
Para continuidade dos estudos, considerando-se principalmente a forma
extracelular, foi escolhido o meio M5 mantido a 30°C sob agitacéo. Rustiguel et
al. (2009) utilizaram o meio Khanna sob agitagéo, na temperatura de 40°C para
a producgao de invertases pelo fungo filamentoso A. phoenicis. Assim, como
Rustiguel et al. (2009), Alegre et al. (2009) também utilizaram o mesmo meio
de cultivo, nas mesmas condi¢des citadas, para a producéo de invertases pelo
fungo filamentoso A. caespitosus. Este mesmo meio, neste trabalho, também
proporcionou produc¢do, quando utilizado em agitacado, mas a 30°C. Ja Bhatti et
al.(2006) utilizaram o meio de cultivo Vogel a 30°C em agitacdo para a
producéo de invertases pelo fungo filamentoso Fusarium solani. Este meio
também proporcionou producéo de invertases, neste trabalho, como pode ser
observado na tabela abaixo. Para a invertase produzida por Rhodorula glutinis,
o meio de cultivo utilizado foi o Czapek em agitagdo e na temperatura de 30°C.
Este mesmo meio foi utilizado para a produgcdo de invertases pelo fungo
filamentoso Aspergillus flavus, também na temperatura de 30°C e por
Cladosporium cladosporioides, mas a 28°C (RUBIO et al., 2002; UMA et al.,
2010; ALMEIDA et al.,1995). O meio em questao também foi testado neste

trabalho, mas este n&o favoreceu significativamente a producao de invertases.
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Tabela 5. Producgao de invertases por Aspergillus terreus em FSbm em fungéo

do meio de cultivo e da temperatura de incubagao.

Atividade Enzimatica (U totais)

Meios Agitagéo Estacionario
30°C 40°C 30°C 40°C

Adams Intra 6,32 £ 0,12 4,99 + 0,02 1,05 + 0,07 1,09 £ 0,02
Extra 7,60 + 0,57 6,00 + 0,57 8,20 + 0,28 10,4510,21

SR Intra 0,48 + 0,04 0,47 £ 0,05 6,80 + 0,04 0

Extra 33,90 £ 1,56 28,10 £ 1,27 7,60 £ 0,28 0

Vogel Intra 20,03 + 0,04 2,99 +0,02 0,79 £ 0,02 0

Extra 10,80 £ 1,13 11,50 £ 0,71 1,38 +0,18 0

Khanna Intra 169,34 + 0,51 1,56 £ 0,06 50,36 + 0,08 0
Extra 12,10 £ 0,71 3,60 + 0,57 24,20 £ 0,28 5,43 £0,25

M5 Intra 60,21+ 0,03 27,05+ 0,21 52,10 + 0,28 0
Extra 178,60+1,98 63,00+1,98 59,15+0,35 19,93 £ 0,11

Czapeck Intra 4,38 £ 0,03 2,69 £0,16 1,82 £ 0,11 0
Extra 0 0 0 6,30 £ 0,42

Os meios de cultivo foram adicionados de sacarose (1%,m/v) como fonte de carbono e

incubados, por 72 horas nas condi¢des apresentadas.

4.1.2 Efeito de Diferentes Fontes de Carbono na Producao Invertasica em

FSbm

Entre as diferentes fontes de carbono analisadas (tabela 6), temos que a
produgdo enzimatica extracelular foi favorecida por farinha de centeio (348,50
U totais), sendo 9 vezes maior se comparado ao meio sem fonte de carbono e
3 vezes ao meio com sacarose, sendo seguida por farelo de trigo (320,10 U
totais), soja moida (287,00 U totais) e por farelo de arroz (250,20 U totais).

Analisando a composicédo da farinha de centeio, observamos que esta € uma
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fonte nutricional rica, pois apresenta agua, proteinas, carboidratos, fibras,
colesterol, lipidios, acidos graxos, fosforo, ferro, calcio, potassio, sddio, tiamina,
riboflavina e niacina (http://www.informacaonutricional.net).

Sendo assim, o fungo apresentou uma melhor producao utilizando esta
fonte de carbono, provavelmente devido aos nutrientes essenciais importantes
para o crescimento do mesmo. Para a forma intracelular, a fonte que propiciou
uma melhor producao foi o farelo de arroz (188,25 U totais) sendo 38 vezes
superior ao observado para o meio sem fonte de carbono, seguido por farelo de
trigo (156,40 U totais) e farinha de mandioca (153,85 U totais). Para as demais
fontes de carbono testadas, a producéo foi significativa, assim como mostrado
na tabela 6.

Considerando-se o pH final do cultivo, observa-se que ndo houve grande
variagdo se comparado ao pH inicial (6,0) para a maioria das fontes utilizadas.
A maior variagdo ocorreu com a farinha de mandioca (pH 7,9). O pH do meio
de cultivo, pode afetar a estrutura e fungao das enzimas, e muitas enzimas tém
o rendimento aumentado quando trabalham proximas ao pH 6timo de atividade
(BATHOMEUF et al., 1994).

Entre as diferentes fontes de carbono adicionadas ao meio de cultivo
para a producéo de invertases por T. lanuginosus, a sacarose foi a que mais
favoreceu-a (CHAUDHURI et al., 1999), assim como para a enzima produzida
por Saccharomyces cerevisiae (TALEKAR et al.,, 2010) e como observado
também por Rubio et al. (2002) para a enzima de Rhodotorula glutinis, sendo,
neste caso, a producédo enzimatica favorecida também por rafinose. Para a
invertase produzida pelo fungo filamentoso A. flavus, a fonte de carbono que

mais favoreceu sua producéo, foi a casca de roma (UMA et al., 2010) e bagago
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de cana para a enzima produzida por A. ochraceus (GUIMARAES et al., 2007).
Ja para o fungo filamentoso Fusarium solani, a fonte de carbono utilizada foi o
melago de cana suplementado com 1% de peptona (BHATTI et al., 2006). De
forma geral os resultados que encontramos estd em concordancia com os
citados, pois a sacarose, o bagaco de cana e a rafinose também foram fontes
de carbono que proporcionaram uma produgdo consideravel por A. terreus. A
utilizagdo de residuos agroindustriais € atrativa, uma vez que sao mais baratos
e podem favorecer a alta produgcéo enzimatica como a obtida neste trabalho e a
observada por Guimaraes et al. (2009) para a enzima de A. niveus. Para se ter
idéia, o quilo da farinha de centeio custa de R$ 5,60 a R$ 10,30 dependendo
da marca. (http://www.twenga.com.br/dir-Alimentos-Bebidas,Farinhas-e-
cereais,Farinha-de-centeio Acesso em: 12/05/2011).

Com base nos resultados obtidos para a enzima extracelular, optamos
pela utilizagdo de farinha de centeio como fonte de carbono para

prosseguimento do estudo.
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Tabela 6. Producgéo de Invertases por Aspergillus terreus em FSbm em funcgéo

da fonte de carbono.

Fontes de Atividade Atividade Proteina pH
carbono Extracelular Intracelular (mg/mL) final
(U totais) (U totais)

Aveia 237,50 £ 14,85 135,80 £ 5,94 0,35 6,40
Bagaco de cana 76,70 + 4,67 17,25 + 3,89 0,11 6,90
Farelo de arroz 250,20 £ 13,86 188,25 £ 2,47 0,41 6,71
Farelo de trigo 320,10 £ 2,69 156,40 + 5,09 0,25 6,39

Farinha de centeio 348,50 £ 10,61 136,80 + 4,53 0,41 6,75
Farinha de 233,60+£9,05 153,85 + 4,45 0,56 7.9
mandioca

Frutose 61,80 £ 2,55 19,15+ 1,20 0,48 6,48
Glicose 20,30 £ 0,42 22,45+ 2,90 0,82 6,27
Milho moido 95,90 £ 5,80 25,30 £ 5,52 0,24 6,15
Rafinose 177,80 + 3,11 147,75 + 3,18 0,37 6,45
Sabugo de milho 52,40 £ 3,39 26,55 + 3,46 0,23 6,60
Sacarose 129,90 + 10,89 62,50 + 3,54 0,62 6,65
Soja moida 287,00 £ 7,07 73,80 £ 2,83 0,41 6,50
Controle 39,00 £ 2,26 4,95 + 0,92 0,13 6,56

O fungo foi crescido em meio M5 suplementado com diferentes fontes de carbono,

sob agitagéo (100 rpm) a 30°C, por um periodo de 72 horas.

4.1.3 Producao de Invertases por A. terreus em Fung¢dao do Tempo de
Cultivo

Considerando-se o cultivo em meio M5 em diferentes periodos (24-96h),
sob agitagdo (100 rpm), a 30°C, a maior produgédo enzimatica foi obtida em 48
horas para ambas as formas, extracelular e intracelular (figura 4A), sendo que

depois deste periodo ha declinio da atividade invertasica, o que poderia ser
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explicado pela presenca de proteases no extrato. Com relagdo ao crescimento,
o maximo foi obtido em 72 horas. Apds este periodo houve diminuicdo do
crescimento (0,44 mg prot./mL), o que pode ser atribuido a autdlise celular ou
escassez de nutrientes (figura 4B).

Cada microrganismo possui um tempo e uma forma especifica de
desenvolvimento que possibilita melhores condi¢ées de obtencédo de enzimas
como, por exemplo, R. glutinis que apresentou melhor produgdo enzimatica
quando cultivado a 30°C por 36h (RUBIO et al.,, 2002). Ja para A. flavus, o
melhor tempo de cultivo foi de 96h, na temperatura de 30°C (UMA et al., 2010).
Este mesmo tempo favoreceu a producdo de invertases por A. ochraceus, mas
a 40°C (GUIMARAES et al., 2007).

Para a levedura S. cerevisiae o melhor tempo de cultivo foi de 48h, nas
temperaturas de 40°C e 42°C (PATARO et al., 2002; TALEKAR et al., 2010).
Esta mesma levedura teve produgao invertasica favorecida no mesmo periodo,
mas na temperatura de 30°C (BAIG et al., 2003), assim como o obtido para a
producdo enzimatica por F. solani (BHATTI et al., 2006) e pelo fungo

flamentoso A. terreus neste trabalho.
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Figura 4. Producéo de invertases (A) extra (=) e intracelulares (*) pelo fungo
filamentoso A. terreus, e seu respectivo desenvolvimento (B) em fungdo do
tempo de cultivo. Em (A): 100% = 83,27 U totais (extracelular) e 100% = 69,21
U totais (intracelular); em (B): 100% = 1,33 mg/mL.
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41.4 Efeito de Diferentes Concentracoes de Glicose e Frutose

Adicionadas ao Meio de Cultivo

Considerando que os agucares glicose e frutose sdo os produtos finais
da reacdo catalisada pela invertase, a influéncia dos mesmos, em diferentes
concentragbes, sobre a producéo invertasica foi verificada e os resultados
obtidos foram reunidos na figura 5. Com a adicdo de glicose ao meio, a
producéo enzimatica, de forma geral, foi decrescendo de maneira significativa,
uma vez que o fungo n&o precisava hidrolisar a sacarose para obter nutrientes,
pois estes ja haviam sido fornecidos, chegando a 5,24% e 2,22% para as
formas extra e intracelular, respectivamente, em meios adicionados de 5% de
glicose, quando comparados ao controle sem adicdo do agucar. Tal fato
sinaliza claramente a ocorréncia de represséao catabdlica por glicose.

Analisando os dados obtidos com relacédo a influéncia da frutose,
verificamos que com o aumento da concentracdo de frutose, para a forma
extracelular, houve diminuicdo da producéo invertasica ao redor de 5 vezes,
quando comparada ao controle, na concentragdo de 5% (m/v). Ja para a forma
intracelular, na presenca de 0,1-0,5% (m/v) de frutose, a producédo enzimatica
foi proxima a obtida para o controle. Entretanto, com o aumento da
concentracéo de frutose, a producao enzimatica foi decrescendo. Desta forma,
pode-se dizer que a frutose exerce um papel regulador negativo sobre a
producéo enzimatica quando presente em altas concentragdes.

Em conclusédo, podemos dizer que os resultados aqui apresentados,
estdo em concordancia com a literatura, uma vez que a sacarose como fonte

de carbono induz a produgéo enzimatica (RUBIO et al., 2002 e CHAUDHURI et
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al., 1999), a qual ¢ inibida pela adicdo dos produtos da hidrolise da sacarose,

ou seja, glicose e frutose, nutrientes prontamente assimilaveis.
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Figura 5. Influéncia de diferentes concentragbes de glicose (A) e frutose (B) na
producgéo de invertases extra (mm) e intracelulares (=) pelo fungo filamentoso
A. terreus em FSbm. Em (A): 100% = 86,97 U totais (extracelular) e 100% =
85,97 U totais (intracelular); em (B): 100% = 78,75 U totais (extracelular) e
100%= 80 U totais (intracelular).
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4.1.5 Efeito de Peptona e Fosfato na Produgao Invertasica

Ao suplementar o meio de cultivo com uma fonte de nitrogénio, em
diferentes concentragdes, observou-se que houve um aumento da atividade
invertasica extracelular de aproximadamente 45% e de 88% quando o meio foi
adicionado de 0,1% e 0,5% (m/v) de peptona, respectivamente. Ja na
concentragdo de 5% (m/v), houve redugdo se comparado ao controle (tabela
7). Para a enzima intracelular houve aumento da produgédo em todas as
concentragbes testadas, sendo esta cerca de 78% maior quando o meio foi
adicionado de 0,5% (m/v), se comparado ao controle.

De acordo com Vargas et al. (2003) a adicao de nitrogénio ao meio de
cultivo possibilitou um aumento da produgao de invertases de trés a seis vezes
por Anabaena sp. Outro estudo feito com a levedura S. cerevisiae GCB-K5
mostra que a adi¢cdo de peptona promove aumento da produgédo enzimatica,
pois o nitrogénio presente na peptona € um componente que influencia o
equilibrio e a produtividade das células (SHAFIQ et al., 2002). A peptona foi
utilizada também para suplementar o meio de cultivo para a producdo de

invertase pelo fungo filamentoso F. solani (BHATTI et al., 2006).

Ainda na tabela 7, podemos observar também a influéncia de diferentes
concentragdes de fosfato (KH2PO4) na producéo de invertases. Quando o meio
foi adicionado de 0,5% (m/v) de fosfato, ndo houve variacdo significativa
quando comparada a forma extracelular com o controle. Entretanto, a medida
que se aumentou a concentragdo de fosfato houve declinio da produgéo
invertasica. Resultado semelhante foi observado para a forma intracelular,
sendo que a producao obtida com a adicao de 5% (m/v) de KH,PO, foi apenas

35% da observada na sua auséncia. Segundo SHAFIQ et al. (2002), ao
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suplementar o meio de cultivo com concentragdes crescentes de KHPOy,
ocorreu um declinio na producéo de invertase por S. cerevisiae GCB-K5, assim

como ocorreu no presente estudo.

Tabela 7. Influéncia da adicdo de peptona e KH;POs na produgdo de

invertases pelo fungo filamentoso A. terreus.

Concentragao Atividade Relativa Invertasica (%)
(m/v) Peptona KH.PO,

Extra Intra Extra Intra

Controle 100 100 100 100
0,1% 144,38+ 0,79 175,16 £ 1,03 78,32 £ 0,11 141,28 £ 0,39
0,5% 187,46+ 0,69 178,12 £ 0,60 110,71 £ 0,42 103,85 £ 0,28
2,75% 117,93+ 0,52 111,88 £ 0,82 80,51 +0,52 73,02 £ 0,06
5% 79,14+ 0,31 103,06 £ 0,12 59,55 + 0,33 35,19+0,44

O fungo foi crescido em meio M5 suplementado com farinha de centeio, sob agitacao

(100 rpm) a 30°C, por um periodo de 48 horas.

Adicionalmente na tabela 8 podem ser observadas as respostas para as
atividades enzimaticas intracelular e extracelular em fungdo das variaveis
independentes peptona e KH,PO, mediante analise de compoésito central
rotacional. Desta forma, verifica-se que para a enzima extracelular a maior
atividade foi obtida quando utilizado 2,75% de peptona e 0,1% de KH,PO,
(18,24 U/mL), ja para a enzima intracelular, a maior atividade foi encontrada
quando utilizado 2,75% de ambos os compostos (12,80 U/mL). As menores
atividades encontradas para as enzimas extra e intracelulares foi na presenca
de 5% de cada composto, com valores de atividade de 7,22 U/mL e 6,04 U/mL,

respectivamente.
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Tabela 8. Atividades enzimaticas extra e intracelulares das invertases

produzidas por A. terreus em FSbm.

Corrida Valores Valores Reais Atividade Atividade
Codificados Extra Intra
Peptona KH2PO,; Peptona (%) KH2PO4 (%) (U/mL) (U/mL)
(X1) (X2) (X1) (X2)
1 1 1 5 5 7,22 6,04
2 1 -1 5 0,5 15,87 12,02
3 -1 1 0,5 5 12,27 7,40
4 -1 -1 0,5 0,5 13,27 12,64
5 0 0 2,75 2,75 14,78 10,47
6 0 0 2,75 2,75 12,53 12,80
7 1,41 0 5,4 2,75 14,67 10,62
8 -1,41 0 0,1 2,75 15,11 8,00
9 0 1,41 2,75 54 8,04 7,24
10 0 -1,41 2,75 0,1 18,24 11,67

A figura 6 mostra o modelo tridimensional da superficie de resposta em
funcdo da equacgao proposta para as atividades invertasicas extra e intracelular
de A. terreus. Pode ser observado que nas faixas de concentracéo de 2,5 a
5,0% (m/v) de peptona e de 0 a 1,5% (m/v) de fosfato (KH,PQO4) ocorre a maior
producéo invertasica. Ja as tabelas 9 e 10 mostram a analise de variancia para
a resposta atividade enzimatica intracelular e extracelular, onde pode ser
observado que nenhum dos fatores lineares ou quadraticos foi significante ao
nivel de 90% de confianga. O coeficiente de determinagao R? para o modelo foi

0,87 e 0,82 para as respostas extra e intracelular respectivamente.
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Desta forma, a equacdo que melhor representa o modelo na faixa

estudada é:
Atv extra= 13,61+ 0,94 P- 0,02 P? + 1,08 F — 0,26 F* - 0,38 PF
Atv intra= 10,63 + 1,40 P — 0,22 P?+ 0,13 F— 0,2 F - 0,04 PF
Onde P se refere a variavel peptona e F a variavel KH,PO4.

O delineamento de compésito central rotacional (DCCR) permite calcular
os efeitos e gerar a superficie de resposta. Porém, em algumas situagcdées nao
€ possivel se determinar as condigbes otimizadas em um primeiro
planejamento, sendo necessario um outro modificando-se a faixa de estudo de
cada variavel. Tal afirmativa é verdadeira para o planejamento apresentado
anteriormente. Portanto, torna-se necessaria a realizagdo de um novo

planejamento em um futuro préximo.

E importante salientar, que em processos industriais varios fatores
influenciam simultaneamente a produgdo enzimatica e estudar a influéncia
conjunta de tais variaveis é valido para se obter a maxima eficiéncia no

processo.
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Figura 6. Supeficie de resposta para o modelo que descreve a influéncia da
peptona e do KH,PO4 na producéo das invertases extracelular (A) e intracelular

(B) produzidas pelo fungo A. terreus.

Tabela 9. Anadlise de variancia de diferentes concentragbes de Peptona e

KH,PO4 para a enzima extracelular.

Modelos/Efeitos SQ GL MQ F calc P

E-L 1,3006 1 1,30055 0,51380 0,604080

E-Q 0,0223 1 0,02232  0,00882 0,940400

F-L 69,2763 1 69,27632 27,36842 0,120240

F-Q 5,7094 1 5,70943  2,25558 0,373970

E-L x F-L 14,6306 1 14,63063 5,78000  0,250940

Falta de ajuste 11,0099 3 3,66997 1,44986  0,532824
Erro puro 2,5313 1 2,53125 - -
Total 104,5406 9 - - -

R?*= 0,87; SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos
quadrados, E= Peptona e F= KH,PO,
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Tabela 10. Analise de variédncia de diferentes concentragbes de Peptona e

KH2PO4 para a enzima intracelular

Modelos/Efeitos SQ GL MQ F calc P
E-L 0,18050 1 0,18050 0,00649 0,839337
E-Q 3,99986 1 3,99986 1,47354 0,438683
F-L 39,88492 1 39,88492 14,69355 0,162459
F-Q 3,29190 1 3,29190 1,21273  0,469350
E-LxF-L 0,13690 1 0,13690 0,05043 0,859365
Falta de ajuste  7,12371 3 2,37457 0,87479  0,636624
Erro puro 2,71445 1 2,71445 - -
Total 56,22240 9 - - -

R’= 0,82; SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos
quadrados, E= Peptona e F= KH,PO,

4.1.6 Efeito do pH Inicial do Meio de Cultivo na Produgao de Invertases

em FSbm

Na figura 7A podemos observar que a maior produgao invertasica (intra
+ extra) foi obtida quando o pH inicial do meio de cultivo foi ajustado para 8,0,
seguido do pH 7,0. Considerando a producéo de cada enzima em separado, 0s
melhores resultados foram obtidos com o pH inicial ajustado em 8,0 para
ambas as formas. Com estes resultados, verifica-se que a produgéo e a
secre¢do enzimatica sao influenciadas pelo pH do meio no qual o fungo A.
terreus foi crescido bem como seu desenvolvimento (figura 7B), que foi melhor
em pH mais alcalino.

O ajuste do pH para um valor ideal € muito importante para o

crescimento do microrganismo e para a manutencdo das atividades
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metabdlicas, sendo que estas sdo muito sensiveis as mudancgas no pH. Valores
diferentes do pH ideal podem alterar a producéo de invertases extracelulares,
que sao enzimas secretadas para o meio de cultivo (SHAHEEN et al., 2007).
Considerando que a produgao enzimatica da forma extracelular obtida
em pH 6,0 e 8,0 foram proximas e também a maior propor¢ao desta forma em
relacdo a intracelular em pH 6,0, foi selecionado este ultimo valor, para dar

continuidade aos estudos.
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Figura 7. Influéncia de diferentes pH iniciais do meio de cultivo na produgéo de
invertases extra (mm) e intracelulares (=) pelo fungo filamentoso A. terreus (A)
e crescimento vinculado ao pH (B). Em (A): 100% = 90 U totais (extracelular) e
100% = 80 U totais (intracelular).
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4.1.7 Influéncia de Diferentes Substratos/Fontes de Carbono na Produgao

de Invertases em FSS

A analise da tabela 11, nos mostra que dentre os diversos substratos/
fontes de carbono testados, a soja moida foi a que proporcionou uma maior
produgcédo enzimatica (261,58 U/g de subtrato), seguida pelo farelo de trigo
(169,82 U/g de substrato) e farinha de centeio (94,63 U/g de substrato) quando
o meio de cultivo foi mantido a 30°C, pois a 40°C, os niveis de producéo
invertasica foram reduzidos.

Considerando-se que os melhores resultados foram obtidos a 30°C, a
producédo enzimatica em fungdo da mistura de substratos foi analisada (tabela
12). Neste caso, a maior produgéo invertasica foi obtida quando o meio de
cultivo foi adicionado de soja moida e farelo de trigo 1:1 (m/v) (163,29 U/g de
substrato), seguido por soja moida com farinha de mandioca 1:1 (m/v) (128,32
U/g de substrato) e por farelo de trigo mais farinha de centeio (106,14 U/g de
substrato).

Shaheen et al. (2007) utilizaram farelo de trigo como fonte de carbono, e
obtiveram maior produgéo invertasica quando o meio de cultivo foi umidificado
na proporcao de 1:1,4 (m/v) com solu¢do de sais minerais, tendo um valor de
atividade de 22,80 U/g de substrato para a invertase produzida por Fusarium
sp. A produgao enzimatica para A. terreus obtida neste estudo, utilizando-se
farelo de trigo foi cerca de 7 vezes maior que a observada para a enzima de
Fusarium sp. A mesma fonte de carbono foi utilizada por Goulart et al. (2003)
para producao de invertase por Rhizopus sp. Rustiguel et al. (2009) utilizaram
farelo de soja como fonte de carbono para a producgéo de invertases pelo fungo

filamentoso A. phoenicis, tendo uma atividade de 470,54 U/g de substrato. Para
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continuidade do estudo, padronizou-se o uso de soja moida, como substrato /

fonte de carbono e a temperatura de 30°C para cultivo, uma vez que esta

sozinha proporcionou maior produgédo, se comparado com as misturas de

diferentes substratos.

Tabela 11. Substratos/fontes de carbono utilizados para a produgdo de

invertase por A. terreus em FSS.

Fontes de carbono 30°C 40°C

Atividade Proteina Atividade Proteina

(U/g de (mgl/g de (U/g de (mg/g de

substrato) substrato) substrato) substrato)
Bagaco de cana 2,12 £ 0,09 1,59 £ 0,27 4,01 £0,16 1,61 £0,03
Bagaco de laranja 9,99+0,04 16,69+044 13,13x+0,16 10,91 0,11
Farelo de trigo 169,82 +0,24 5,38 +0,13 2,81 +£0,11 4,24 + 0,10
Farinha de aveia 37,41 £ 0,16 3,86 £0 5,00 £ 0,07 1,72 £ 0,03
Farinha de centeio 94,63 +£0,09 4,64+0,19 1,50 £ 0,16 1,42 £ 0,05
Farinha de mandioca 46,83 £0,09 3,38 £0,33 0,65 £ 0,08 0,59 £ 0,04
Milho moido 19,39 +£0,09 2,79+0,29 0 0,68 £ 0,06
Sabugo de milho 15,44 £ 0,35 3,42+0,33 1,46 = 0,06 1,37 £ 0,09
Soja moida 261,58 +0,58 10,36 £0,20 2,44 +0,06 2,75 £ 0,06

Substrato umidificado com agua de torneira (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por 72

horas em atmosfera umida (60%).
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Tabela 12. Influéncia da mistura de substratos na producdo de invertases

extracelulares por A. terreus em FSS.

Fontes de carbono Atividade Proteina
(U/g de (mgl/g de
substrato) substrato)
F. aveia + F. centeio 47,19+ 0,23 3,77 £ 0,11
F. aveia + Soja moida 95,49 £ 0,47 7,04 £ 0,06
F. mandioca + Soja moida 128,32 + 0,19 5,78 £ 0,16
F. mandioca + F. centeio 50,81 £ 0,03 2,30 £ 0,03
F. mandioca + F. trigo 4790+ 0,13 2,74 £ 0,06
F. mandioca + F. aveia 32,76 £ 0,10 3,04 £ 0,09
F. trigo + F. centeio 106,14 £ 0,20 5,00 + 0,06
F. trigo + F. aveia 70,22 + 0,13 4,48 £ 0,40
Soja + F. centeio 67,21 £ 0,21 4,78 £ 0,33
Soja moida + F. trigo 163,29 + 0,23 6,87 +£0,17

Substratos umidificados com agua de torneira (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por

72 horas a 30°C em atmosfera umida (60%).

4.1.8 Efeito de Diferentes Solugoes Adicionadas a FSS na Producao de

Invertases

Visando melhorar a produgéo de invertases em FSS, foram testadas
diferentes solugbes salinas, agua de torneira e agua destilada, na proporg¢éo de
1:1 (m/v), como agentes umidificantes (tabela 13). Desta forma, verificou-se
que a maior produgédo invertasica foi obtida quando utilizou-se solugéo de sais
SR (310,10 U/g de substrato), seguido por sais de Khanna (297,21 U/g de
substrato) e agua destilada (281,70 U/g de substrato).

Observando a composi¢céo dos sais de Khanna e dos sais SR, verifica-

se que ambos os sais possuem dois componentes similares, sendo eles o
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MgSO4 e 0 KH,PO4, sendo que provavelmente, o MgSO, pode ter um papel
importante no desenvolvimento do microrganismo e consequentemente na
producdo enzimatica (tabela 13) ao passo que, como visto anteriormente, o
KH2POy4, diminuiu a produg¢ao enzimatica (item 4.1.5).

Goulart et al. (2003) utilizaram agua destilada para umidificar o meio de
cultivo na produgdo de invertases pelo fungo Rhizopus sp. Este mesmo
umidificante foi testado neste trabalho para producédo de invertases por A.
terreus possibilitando atividade enzimatica signicativa, como pode ser
observado na tabela 13. Considerando os resultados obtidos, para a
continuidade do estudo, padronizou-se o uso de solugdo de sais SR para fazer
a umidificacdo do meio de cultivo, como também realizado por Alegre et al.

(2009) para o cultivo de A. caespitosus.

Tabela 13. Influéncia de diferentes solug¢des de sais, agua destilada e agua de

torneira adicionadas a FSS com soja moida sobre a producado de invertase por

A. terreus.
Solugdes de sais Atividade Proteina
1:1 (mlv) (U/g de substrato) (mg/g de substrato)
Agua de torneira 271,23 +£1,10 17,74 + 0,37
Agua destilada 281,70 £ 1,84 23,41 +£0,85
Khanna 297,21 £1,53 22,69+ 0,98
Nitrato 223,68 + 1,87 14,45 + 0,74
SR 310,10 £ 0,45 14,54 + 0,75
Tragos 267,50 + 2,26 13,50 + 0,68
Voguel 16,12 £ 1,27 10,73 + 0,47

O fungo foi crescido em meio tendo soja moida como fonte de carbono/substrato,

mantido a 30°C, por um periodo de 72 horas.
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O nivel de umidade em FSS influencia a biossintese e secrecdo de
enzimas, porque a umidade pode causar interferéncia nas propriedades fisicas
das particulas soélidas utilizadas como fontes de carbono, e sendo assim, um
substrato com alta umidade resulta em diminuicdo da porosidade, o que
impede a penetracdo do oxigénio e conseqientemente o crescimento do
microrganismo em estudo (RAMESH & LONSANE, 1990). Desta maneira, a
influéncia de diferentes proporcdes (0,5 — 4%; m/v) da solugdo de sais SR
adicionadas ao substrato foi analisada (tabela 14). Pode-se observar que a
produgdo enzimatica foi semelhante para as propor¢des (m/v) 1:1, 1:2 e 1:3.
Entretanto, quando utilizada a propor¢cdo 1:4 (m/v) a produgédo foi
drasticamente reduzida. Considerando-se que, entre todas as propor¢oes
analisadas, o maior nivel enzimatico foi obtido na propor¢do 1:1 (m/v), esta foi

utilizada nos demais experimentos.

Tabela 14. Influéncia de diferentes concentragdes de sais SR na producao de

invertase pelo fungo A. terreus.

Solugodes de sais SR Atividade Proteina
(m/v) (U/g de substrato) (mg/g de substrato)
1:0,5 201,34 £ 0,59 9,11 +£0,72
1:1 300,70 £ 0,75 13,79+ 0,79
1:2 284,62 + 0,60 33,98 + 0,60
1:3 291,58 + 0,43 38,68 + 0,64
1:4 22,78 + 0,35 35,70 £ 0,62

O fungo foi crescido em meio tendo soja moida como fonte de carbono/substrato,

mantido a 30°C, por um periodo de 72 horas.
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4.1.9 Producao de Invertases em FSS com Soja Moida em Fung¢ao do

Tempo de Cultivo

Na figura 8 pode-se observar que a producéo enzimatica foi crescente e
atingiu o maximo em 72 horas (305,64 U/g de substrato). Apos este periodo
houve decréscimo da produgéo, o que pode ser atribuido a autdlise celular sem
considerar, também, a possivel presenca de proteases no extrato, que levaram
a diminuicao de atividade enzimatica.

Este mesmo periodo de incubacao foi utilizado para a produgédo de
invertases por A. caespitosus a 30°C (ALEGRE et al., 2009), A. niger
(BALASUBRAMANIEM et al., 2001) e A. phoenicis (RUSTIGUEL et al., 2009).
Ja nos estudos realizados por Shaheen et al. (2007) e por Goulart et al. (2003)
com os fungos Fusarium sp. e Rhizopus sp. o crescimento foi realizado em 96
horas e 168 horas, respectivamente, periodos estes superiores ao encontrado
neste estudo. Sendo assim, para prosseguimento do estudo padronizou-se 72

horas de cultivo.
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Figura 8. Producao de invertase extracelular pelo fungo Aspergillus terreus em

FSS em fungéo do tempo de cultivo.
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4110 Efeito de Diferentes Concentracées de Glicose e Frutose

Adicionadas a FSS

Como pode ser observado na figura 9A pequenas concentragdes de
glicose adicionadas a FSS ndo proporcionaram aumento da producéo
invertasica, como verificado para a produgdo em FSbm, exceto na
concentragéo de 0,5%. Entretanto, com o aumento da concentracao de glicose,
a producgao invertasica diminuiu, indicando mais uma vez a ocorréncia de
repressao catabolica por glicose. Sendo assim, o valor obtido na presenca de
5% (m/v) de glicose foi cerca de 3 vezes menor que o obtido na auséncia deste
monossacarideo. No estudo realizado com a invertase extracelular produzida
por A. caespitosus em FSS verificou-se que a adigdo de glicose ao meio de
cultivo promoveu diminuigdo da atividade enzimatica (ALEGRE et al., 2009),
assim como ocorreu no presente estudo. Aranda et al. (2006) observaram que
conforme se aumentou a concentracdo de glicose no meio de cultivo, a
atividade invertasica total da enzima produzida por A. niger foi descrescendo,
mas quando a concentracéo de glicose chegou a 200 g/L, ndo foi observado o
processo de repressao catabdlica, pois a atividade invertasica foi maior se
comparado ao controle e as demais concentragdes menores testadas.

Analisando-se também a influéncia de frutose adicionada a FSS (figura
9B), a producao enzimatica foi semelhante ao observado na auséncia da
mesma até a concentragcdo de 0,5% (m/v). Entretanto em concentragdes
superiores (1,5-5%;m/v), houve diminui¢do da produgédo enzimatica, uma vez
que havia frutose suficiente no meio para suprir a necessidade do

microrganismo.
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Figura 9. Influéncia de diferentes concentracdes de glicose (A) e frutose (B) na

producgao de invertases (=) pelo fungo filamentoso A. terreus em FSS.
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4.2 Caracterizagao das Invertases Extracelulares Produzidas em FSbm e

FSS

4.2.1 Purificagao da Invertase Extracelular

O extrato bruto obtido de FSbm contendo a enzima extracelular apos ser
dialisado “overnigth”, a 4°C contra agua destilada foi aplicado em coluna
cromatografica de troca ibnica DEAE-Celulose equilibrada previamente em
tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 7,0. A atividade invertasica foi eluida como unica
forma com 0,36 M de NaCl através de um gradiente linear de NaCl (0 - 1M)
(figura 10A ). As fragbes que apresentaram atividade foram reunidas em um
unico “pool”, o qual foi dialisado “overnight”, a 4°C contra agua destilada,
posteriormente liofilizada, ressuspensa em solu¢ao tampé&o Tris-HCI 50 mM pH
7,5 + NaCl 50 mM e entdo aplicada em uma coluna cromatografica de excluséo
molecular Sephacryl S-200 equilibrada e eluida com este mesmo tampéo
(figura 10B). As fragbes que apresentaram atividade foram reunidas em um
unico “pool”, o qual foi dialisado “overnight”, a 4°C contra agua destilada,
liofilizado e posteriormente aplicado em eletroforese em condicdo né&o
desnaturante (PAGE 6%) e desnaturante (SDS-PAGE 6%). Através destes
procedimentos, a enzima extracelular foi purificada 139 vezes com recuperagao
de 11% (tabela 15). A eficiéncia do procedimento de purificagéo foi confirmado
por PAGE 6% revelado para atividade invertasica, sendo que a unica banda
obtida possui a mesma mobilidade relativa que a banda revelada por prata
(figura 11).

Rustiguel et al. (2009) utilizaram trés procedimentos para purificar as
enzimas intra e extracelular produzidas pelo fungo filamentoso A. phoenicis.

Em um outro estudo realizado por Guimaraes et al. (2007), observou-se que
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para a purificagdo da invertase extracelular produzida pelo fungo filamentoso A.
ochraceus, dois passos de purificagcdo (DEAE-Celulose e Sephacryl S-200)
foram empregados, assim como para este trabalho. Ja a invertase produzida
por F. solani, foi purificada através de trés passos de purificacdo (BHATTI et
al., 2006).

Na purificagdo da invertase produzida pelo fungo filamentoso A. niger
AS0023, foram utilizados cinco passos (L'HOCINE et al., 2000). Uma et al.
(2010) purificaram a invertase produzida por A. flavus em torno de 5,8 vezes,
com uma recuperacao de 3,2%, sendo utilizados dois métodos, sendo eles,
precipitacdo com sulfato de aménio e coluna de troca idnica DEAE-Celulose.
Finalmente, a enzima produzida pelo fungo filamentoso A. niger IMI303386, foi
purificada através de trés passos (NGUYEN et al.,, 2005). Desta maneira,
verifica-se que a invertase em estudo passou somente por dois passos de
purificagcdo obtendo-se fatores de purificacdo e recuperagdo compativeis com
os encontrados na literatura, sendo entdo um processo bem sucedido e viavel.
E importante salientar que o fator de purificagdo obtido para a enzima
extracelular produzida por A. terreus foi superior se comparado as demais

citadas anteriormente.
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Figura 10. Perfis cromatograficos em DEAE-Celulose (A) e Sephacryl S-200

(B) para invertase extracelular produzida por A. terreus em FSbm. Simbolos:

(o) Atividade; (*) Abs 280 nm.
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Tabela 15. Purificacdo da invertase extracelular produzida por A. terreus em
FSbm.

Passo Volume Proteina Atividade Atividade Purificacdo Recuperagao
(mL) Total total especifica (vezes) (%)

(mg totais) (U totais) (U/mg)

Extrato bruto 150 415,50 1653 3,98 1 100
DEAE — 20 62,20 662,20 10,65 2,68 40,06
Celulose

Sephacryl S- 45 0,33 183,15 555,00 139,45 11,08

200
A B
g >

Figura 11. Perfil eletroforético da invertase extracelular purificada em PAGE

6% revelado por prata (A) e para a atividade invertasica (B).
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4.2.2 Determinagao da Massa Molar e Conteudo de Carboidratos

A massa molar nativa da invertase extracelular produzida em FSbm por
A. terreus foi de 74,76 kDa determinada por coluna de filtracdo Sephacryl-S200
(figura 12B) com conteudo de carboidratos de aproximadamente 11,34%,
sendo considerada uma glicoproteina. No entanto, quando avaliada a massa
molar em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE 6%) duas bandas foram
observadas, sendo uma de 46,77 kDa e a outra de 26,92 kDa (figura 12A),
supondo-se um possivel heterodimero.

Na literatura encontra-se uma ampla faixa de valores para a massa
molecular de invertases. Neste contexto, Bhatti et al. (2006) determinaram que
a massa molecular da invertase produzida por F. solani foi de 65 kDa, ao passo
que L"Hocine et al. (2000) obtiveram uma massa molecular de 166 kDa para a
invertase produzida por A. niger AS0023. Ja Rubio et al. (2002) encontraram
para a invertase de R. glutinis massa molecular de 100 kDa quando utilizada
coluna de filtracdo e de 47 kDa quando verificada por SDS-PAGE, sendo um
homodimero, com conteudo de carboidratos de 19%. Uma et al. (2010)
encontraram que a massa molecular da invertase produzida por A. flavus foi de
67 kDa e Guimaraes et al. (2007) obtiveram massa molecular de 135 kDa
quando verificada por coluna de filtracédo e de 79 kDa (homodimero) quando
analisada por SDS-PAGE para a invertase de A. ochraceus. A invertase
produzida por A. niger IMI303386 teve uma massa molecular ao redor de 130
kDa, e a quantidade de carboidratos foi de 17%, sendo entédo considerada uma
glicoproteina, assim como neste estudo (NGUYEN et al., 2005). Ja a enzima
produzida pela bactéria Zymomonas mobilis teve uma massa molecular de 58

kDa (YANASE et at.,1995). Guimaraes et al. (2009) encontraram que a massa
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molecular da invertase produzida por A. niveus foi de 141 kDa quando
analisada por filtracao (Sephacryl-S 200). Ja quando verificada por SDS-PAGE,
uma unica banda de 57 kDa foi obtida. Trimble & Maley (1977) também
obtiveram uma unica banda de 61,8 kDa (SDS-PAGE), ao passo que em
coluna de filtracdo a massa molecular foi de 123 kDa para a invertase
produzida por S. cerevisiae. Em um outro estudo, realizado com a invertase
produzida por Schizophyllum commune, Rojo et al.(1994) encontraram um
dimero com duas subunidades iguais com peso de 60 kDa.

Assim, verifica-se que os valores da massa molecular e de conteudo de
carboidratos encontrados estdo em concordéncia com a literatura. Entretanto, a
enzima estudada neste trabalho € um heterodimero e ndo homodimero como

observado para a maioria das invertases encontradas na literatura.
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Figura 12. Perfil eletroforético (SDS-PAGE 6%) para invertase extracelular
purificada revelada por prata (A) e determinacdo da massa molar nativa

produzida por A. terreus (B).
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4.2.3 Hidroélise de Diferentes Substratos

Analisando a tabela 16, verifica-se que, como o esperado, a maior
atividade enzimatica foi obtida quando utilizado o substrato sacarose (9 U/mL),
sendo seguido pelo substrato maltose (2,73 U/mL), rafinose (2,26 U/mL) e
celobiose (1,71 U/mL). A explicagao para a atividade hidrolitica do extrato bruto
sobre outros substratos que ndo a sacarose, deve-se ao fato, provavelmente,
da presenca de outras enzimas além da invertase. Apds a purificacdo do
extrato enzimatico, verificou-se que a enzima continuou hidrolisando quatro
substratos, sendo eles sacarose (9,13 U/mL), rafinose (4,87 U/mL), celobiose
(2,20 U/mL) e inulina (0,65 U/mL) (tabela17).

No que se refere a hidrélise da sacarose e da inulina, existe uma
discussdo para definir se a enzima é uma invertase ou uma inulinase, sendo
que ha na literatura uma relacdo entre especificidade para os substratos que
ajuda a diferenciar tais enzimas. A relagao é definida como o quociente S/I, ou
seja hidrdlise da sacarose sobre a da inulina. Se o resultado desta relag&o for
maior que 50 tem-se invertase. Contudo, vale ressaltar que essa analise deve
ser feita com cuidado, uma vez que esta relagao é influenciada pela origem da
inulina utilizada e pela concentracao do substrato (ROUWENHORST et al.,
1988; RUSTIGUEL et al.,2009). A relacdo encontrada para a invertase
extracelular purificada produzida por A. terreus foi 14,05 e para um melhor
esclarecimento deste aspecto, a analise da eficiéncia catalitica é fundamental.
Sendo assim, os resultados referentes a esta analise serdo mostrados no item

4.2.5.
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E interessante destacar que a enzima mesmo purificada apresenta
atividade de celobiohidrolase, diferindo das demais invertases descritas até o
momento, o que merece futuras investigacoes.

Rubio et al. (2002) mostraram que a enzima de R. glutinis hidrolisou
sacarose e rafinose. Em outro trabalho Guimarées et al. (2007) observaram
que a enzima produzida por A. ochraceus hidrolisou além desses dois
substratos, a inulina assim como observado neste trabalho. A enzima
produzida pela bactéria Z. mobilis, hidrolizou pequena quantidade de rafinose e

inulina (YANASE et al., 1995).

Tabela 16. Hidrdlise de diferentes substratos pela invertase extracelular

produzida em FSbm.

Substrato Atividade Enzimatica ( U/mL)
Amido 0,79+0,13
Celobiose 1,71 £ 0,20
Inulina 0,30 £ 0,28
Maltose 2,73+0,16
Rafinose 2,26 £ 0,11
Sacarose 9,00 + 0,33
Trealose 0

O fungo foi crescido em meio tendo farelo de centeio como fonte de

carbono/substrato, mantido a 30°C, por um periodo de 48 horas.
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Tabela 17. Hidrdlise de diferentes substratos pela invertase extracelular

purificada produzida em FSbm.

Substrato Atividade Enzimatica ( U/mL)
Amido 0
Celobiose 2,20+0,70
Inulina 0,65+ 0,04
Maltose 0
Rafinose 4,87 £0,45
Sacarose 9,13+0,86
Trealose 0

O fungo foi crescido em meio tendo farelo de centeio como fonte de carbono/substrato,

mantido a 30°C, por um periodo de 48 horas.

4.2.4 Analise dos Produtos de Hidrdlise

A analise dos produtos de hidrolise da sacarose pela agdo da invertase
extracelular foi realizada em cromatografia de placa delgada (TLC) e também
por cromatografia liquida de alta afinidade (HPLC). Desta forma, verifica-se na
figura 13 que houve hidrdlise da sacarose e consequente formagao de glicose
e frutose em todos os periodos de reagao analisados, ou seja, de um a 20
minutos. Este mesmo método de anadlise foi utilizado para as invertases
produzidas por A. phoenicis, sendo encontrado como produtos glicose e frutose
(RUSTIGUEL, 2009).

Na analise feita por HPLC, os produtos de hidrélise da sacarose a 1%
(m/v) em um periodo de 4 horas, encontrados pela acdo da invertase foi
formagédo dos agucares glicose e frutose com tempos de retencéo de 12,5 min

e 17 min. Além destes, ainda pode ser observado um pico com tempo de
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retencéo de 8,5 min, o que sugere a formacéo de frutooligossacarideo (figura
14) . No entanto, esta observagéo precisa ser confirmada adequadamente.
L"HOCINE et al. (2000) também utilizaram a metodologia de HPLC para
a enzima produzida por Aspergillus niger AS0023, sendo uma coluna
Lichrosorb-NH, , na temperatura de 30°C, tendo como fase movel acetonitrila e
agua (80:20, v/v), e obtiveram como resultado a presenca de glicose e frutose.
Esta mesma metodologia foi utilizada para a enzima produzida por A.
phoenicis, mas com a coluna Shimadzu EC 250/4.6 nucleosil- 100.5 NH; a
60°C. Neste caso, verificou-se que a invertase presente no extrato bruto
produziu glicose, frutose e nistose, ao passo que a purificada produziu somente

glicose e frutose, a partir da utilizagdo de sacarose como substrato.

Figura 13. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) para a glicose e a
frutose formados a partir da hidrolise da sacarose pela enzima extracelular em
funcdo do tempo de reacdo. Raias: (S) sacarose; (G) glicose; (F) frutose; (0)
controle; (5) reagcéo de 5 minutos; (10) reagédo de 10 minutos; (15) reacao de 15

minutos e (20) reacao de 20 minutos.
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Figura 14. Perfil cromatografico em HPLC dos produtos de hidrolise da
sacarose pela agao da invertase extracelular. As rea¢des foram conduzidas a
60°C. Reagdo com 1% de sacarose tempo zero (A) e reacdo com 1% de

sacarose 4 horas (B).
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4.2.5 Determinagao das Constantes Cinéticas

A determinagao das constantes cinéticas foi realizada com os substratos
sacarose (1 — 600 mM) na presenca e na auséncia de 1 mM de Mn?* e inulina
(0,6 — 18 mM), utilizando-se a representacéo grafica do duplo reciproco (1/V X
1/S) (figura 15. Como pode ser observado na tabela 18, a enzima apresentou
Vimax = 178,57 U/mg, Km = 22,73 mM e Vima/Knm = 7,86 Umg'mM™ quando
utilizado o substrato sacarose. Ja quando utilizado este mesmo substrato, mas
na presenca de 1 mM de Mn%*, temos Vs = 526,31 U/mg, Km = 11,90 mM e
VinadKm = 44,23 Umg'mM™. Na presenca de inulina como substrato, o valor de
Vimax foi 83,33 U/mg, com Kn, de 14,49 mM e Vinsd/Km = 5,75 Umg'mM™.
Analisando os dados, verifica-se que os maiores valores de Vmax € Vimax/Km
foram encontrados quando utilizado, como substrato, a sacarose na presenca
de 1mM de Mn?*, o que pode ser atribuido ao fato da enzima necessitar desse
ion como co-fator. Ja quando compara-se os valores de K, obtidos nas 3
condicdes pode-se dizer que a enzima possui uma maior afinidade pelo
substrato sacarose na presenca de Mn?*, assim como uma maior eficiéncia
catalitica (tabela 18). Quando analisamos a hidrélise dos substratos sacarose e
inulina, verificamos uma maior velocidade de reac&do para a primeira, bem
como uma maior eficiéncia catalitica. Tal fato sugere que a enzima em questéo
€ realmente uma invertase que também atua sobre inulina, apesar do valor S/I
obtido (14,05). Diferentes trabalhos tém apontado a sacarose como substrato
preferencial desta enzima, assim como verificado neste trabalho.

Para a enzima produzida pelo fungo filamentoso A. niger AS00123 o K,
foi de 35,67 mM (L'HOCINE et al., 2000) na presenca de sacarose como

substrato. Ja para as enzimas produzidas por S. cerevisiae (TALEKAR et al.,
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2010) e por Cladosporium cladosporioides (ALMEIDA et al., 2005) os valores
de Ky, foram 13,45 mM e 447 mM, respectivamente. Guimaraes et al. (2007)
testaram além da sacarose, rafinose e inulina, tendo valores de K, de 13,40
mM, 7,37 mM e 2,66 mM, respectivemente, para a invertase produzida pelo
fungo filamentoso A. ochraceus. Desta maneira, verificamos que a invertase
produzida pelo fungo filamentoso A. terreus, na presenca de Mn?*, apresentou
maior afinidade pelo substrato sacarose, se comparada as enzimas de outros
microrganismos citados anteriormente. J& quando comparada a afinidade por
inulina, observou-se que esta foi menor para a enzima de A. terreus se

comparada a invertase de A. ochraceus (GUIMARAES et al., 2007).

Tabela 18. Parametros cinéticos da invertase extracelular produzida por A.

terreus
Parametros Sacarose Sacarose Mn** Inulina
Vimax (U/mg) 178,57 526,31 83,33
K (MmM) 22,73 11,90 14,49
Vinax ! Km (Umg'mM™) 7,86 44,23 5,75
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Figura 15. Representacdo grafica do duplo-reciproco para a hidrélise do
substrato sacarose na auséncia (A) e na presenca de Mn?* (B), e do substrato

inulina (C).
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4.2.6 Influéncia da Temperatura e pH de Reag¢do na Atividade Invertasica

A partir da analise dos resultados obtidos, para os ensaios realizados em
diferentes temperaturas (30°C a 80°C), pode-se observar que as atividades
enzimaticas extra e intracelular, aumentaram progressivamente chegando ao
maximo na temperatura de 60°C (17,05 U/mL=100%) para a forma extracelular
e 55°C (13,36 U/mL=100%) para a forma intracelular (figura 16A). Em
temperaturas superiores houve decréscimo da atividade ficando esta ao redor
de 5,79% para a forma extracelular e 26,65% para a forma intracelular a 80°C.

Para a maioria das invertases citadas na literatura, a temperatura 6tima
de atividade permanece abaixo de 60°C, o que difere do observado por nos
para a enzima do fungo A. terreus. Desta forma, as enzimas produzidas por
este fungo s&o ativas em temperaturas mais elevadas, tornando-se atrativas
para usos biotecnolégicos. A enzima produzida pelo fungo T. lanuginosus
apresentou temperatura 6tima de 50°C (CHAUDHURI et al., 1999) assim como
as enzimas produzidas pelos fungos filamentosos F.solani (BHATTI et al.,
2006) e A.niger IMI303386 (NGUYEN et al., 2005). A invertase produzida pela
bactéria Z. mobilis, também apresentou este mesmo valor de temperatura
otima (YANASE et al, 1995). As enzimas produzidas pela levedura S.
cerevisiae apresentaram temperaturas 6timas de 40 °C e 30°C (PATARO et al.,
2002; TALEKAR et al., 2010), ou seja, inferiores as obtidas neste trabalho.
Resultados semelhantes ao encontrado por nés foram obtidos para as
invertases dos fungos A. niger com atividade 6tima em 55°C (L'"HOCINE et al.,

2000) e A. ochraceus em 60°C (GUIMARAES et al., 2007).

Ja com relagéo ao pH 6timo de atividade, verificou-se que para a forma

extracelular os valores de atividade foram aumentando até chegar ao maximo,
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em pH 5,0, com uma atividade de 21,60 U/mL (100%) decrescendo em valores
superiores. O mesmo ocorreu para a enzima intracelular, com atividade
maxima também em pH 5,0 (10,53 U/mL=100%), sendo inexistente em pH 9,0
(figura 16B). Os valores encontrados neste trabalho s&o proximos aos
observados para as invertases de R. glutinis (RUBIO et al.,, 2002), de A.
ochraceus (GUIMARAES et al., 2007) e de A. niger AS0023 (L'HOCINE et al.,
2000). Para a enzima produzida pela levedura S. cerevisiae o pH 6timo de
atividade foi de 4,2 (TALEKAR et al., 2010). Para a enzima de A. niger, valores
de pH acima de 5,0 levaram a diminuigéo da atividade, sendo que acima de 7,0
esta inexiste (L’ HOCINE et al., 2000). O pH étimo para a invertase produzida
por A. niger IMI303386 foi de 5,5, assim como para a enzima produzida pela

bactéria Z. mobilis (NUGYEN et al., 2005; YANASE et al., 1995).
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fungo A. terreus.
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Adicionalmente, na tabela 19, podem ser observadas as respostas para

as atividades enzimaticas extra e intracelular em fungdo das variaveis

independentes temperatura e pH de reagdo. Desta maneira, observa-se que a

maior atividade encontrada para a enzima extracelular foi na temperatura de

55°C e no pH 5,5 (3,38 U/mL). Ja para a enzima intracelular, foi na temperatura

de 70°C e no pH 3,0. As menores atividades foram encontradas na temperatura

de 40°C e no pH 8,0 (0,62 U/mL) para a enzima extracelular e na temperatura

de 55°C e no pH 8,4 (0,07 U/mL) para a intracelular.

Tabela 19.. Atividades enzimaticas para as enzimas extra e intracelulares com

relacdo a diferentes temperaturas e pH.

Corrida Valores Codificados Valores Reais Atividade Atividade
Temperatura pH Temperatura pH Extra Intra
(X1) (X2) (X1) (X2) (U/mL) (U/mL)

1 -1,41 0 36 5,5 1,49 0,49
2 -1 +1 40 8 0,33 0,27
3 -1 -1 40 3 0,62 0,40
4 0 0 55 5,5 3,20 1,18
5 0 0 55 5,5 3,38 1,40
6 0 +1,41 55 8,4 0,47 0,07
7 0 -1,41 55 2,6 0,27 0,60
8 +1 -1 70 3 1,42 1,53
9 +1 +1 70 8 3,07 0,87
10 +1,41 0 74 55 1,67 1,00
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As tabelas 20 e 21 mostram a analise de varidncia para a resposta

atividade enzimatica intracelular e extracelular, onde pode ser observado que

as variaveis temperatura linear e quadratica, e pH quadratico foram

significantes ao nivel de 90% de confianga para a atividade enzimatica

extracelular. O coeficiente de determinagdo R? para o modelo foi 0,87 e 0,78

para as respostas extra e intracelular respectivamente.

Desta forma, a equagcdo que melhor representa o modelo na faixa

estudada é:
Atv extra= 10,18+0,23T+1,99P?+0,01TP

Atv intra= 4,54+0,1T+0,087P-0,07P?*+TP

Onde T se refere a variavel temperatura e P a variavel pH.

Tabela 20. Analise de varidncia para diferentes temperaturas e pH para a

enzima extracelular.

Modelos/Efeitos sSQ GL MQ F calc P

T-L 1,79983 1 1,799834 111,1009 0,060218

T-Q 2,63178 1 2,631779 162,4555 0,049845

pH-L 0,33737 1 0,337367 20,8251 0,137333

pH-Q 8,50201 1 8,502007 524,8153 0,027772

T-L x pH-L 0,94090 1 0,940900 58,0802 0,83060

Falta de ajuste  1,79075 3 0,596916 36,8467  0,120377
Erro puro 0,011620 1 0,016200 - -
Total 13,55716 9 - - -

R?*= 0,87; SQ: soma dos quadrados; GL: graus

quadrados, T= Temperatura e pH

de liberdade; MQ: média dos
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Tabela 21. Analise de varidncia para diferentes temperaturas e pH para a

enzima intracelular

Modelos/Efeitos SQ GL MQ F calc P

T-L 0,783113 1 0,783113 32,36005 0,110780

T-Q 0,066407 1 0,066407 2,74408 0,345758

pH-L 0,294934 1 0,294934 12,18736 0,177603

pH-Q 0,559508 1 0,559508 23,12018 0,130538

T-L x pH-L 0,070225 1 0,070225 2,90186  0,337937

Falta de ajuste  0,449237 3 0,149746 6,18784  0,285392
Erro puro 0,024200 1 0,024200 - -
Total 2,188490 9 - - -

R’= 0,78; SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média dos

quadrados, T= Temperatura e pH

Ja a figura 17 mostra o modelo tridimensional da superficie de resposta
em funcdo das equacgdes propostas para as atividades invertasicas extra e
intracelular. Os resultados foram compativeis com o0s encontrados
anteriormente em separado. A melhor faixa de pH foi de 4,0 a 6,0, assim como
para a invertase produzida por C. cladosporium (ALMEIDA et al.,2005) e a

melhor faixa de temperatura foi de 45°C a 60°C.
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Figura 17. Superficie de resposta para o modelo que descreve a influéncia da

temperatura e do pH nas atividades invertasicas extracelular (A) e intracelular
(B) produzidas pelo fungo A. terreus.

Com relagéo a estabilidade térmica, ilustrada na figura 18A, foi possivel
observar que a invertase extracelular foi estavel na temperatura de 60°C, com
uma meia vida (ts0) de 40 minutos, ao passo que a 70°C a meia vida foi
reduzida para 5 minutos. Em temperaturas superiores a invertase perdeu
totalmente a atividade em todos os periodos analisados. O interessante deste
resultado, é que na temperatura 6tima de atividade, a enzima ainda mantém
50% de sua atividade por um periodo de uma hora, o que € atraente para

utilizagdo da mesma. Na literatura, encontra-se que as invertases sdo estaveis
em temperaturas entre 30°C e 50°C, para um periodo de 30 minutos (PIETRO
& SAID, 2004) e, sendo assim, a invertase extracelular em estudo, mostrou-se
mais atraente para uma possivel utilizagdo industrial. Na literatura, a invertase
produzida por A. flavus foi estavel a 50°C por um periodo de 30 minutos e a

enzima produzida por R. glutinis foi estavel na faixa de temperatura de 20-60°C

(UMA et al., 2010; RUBIO et al., 2002).
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Na figura 18B, podemos observar que a invertase extracelular manteve-
se estavel por um periodo de uma hora, no intervalo de pH entre 3 e 10.
Rustiguel et al. (2009), estudando invertases produzidas por A. phoenicis,
observaram que a enzima intracelular foi estavel por uma hora quando mantida
na faixa de pH de 3,5 a 7,0 e a extracelular na faixa de pH de 4,5 a 8,0. Ja a
invertase de R. glutinis foi estavel na faixa de pH de 2,6 a 5,5 por 30 minutos
(RUBIO et al.,, 2002). Desta forma, a enzima em estudo apresentou uma
melhor estabilidade, visto que permaneceu estavel em todos os valores de pH

analisados.
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Figura 18. Estabilidade térmica (A) e ao pH (B) para a invertase extracelular

produzida por A. terreus em FSbm.
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4.2.7 Influéncia de Diferentes Compostos na Atividade Invertasica

Analisando a tabela 22, observa-se que a atividade invertasica
extracelular foi incrementada mediante adicdo principalmente de 1 mM de Mn?"*
(161,06%), sendo seguido por Co®" (68,03%) e Mg?* (61,22%), entre outros. A
adicdo de Fe,SO,4 e HgCl, promoveu decréscimo de 58% e 50% da atividade
enzimatica, respectivamente. Ja em alta concentragdo (10 mM), os ions que
mais promoveram aumento na atividade enzimatica foram Mn?* (91,42%) e
Ca*" (44,90%), sendo inibida totalmente na presenca de Hg*, e de 80-89% na
presenca de AI**, Ag®, Fe?* e Fe*".

Algumas enzimas necessitam de compostos adicionais denominados co-
fatores para alcangarem totalmente a eficiéncia catalitica, esses compostos sao
geralmente ions metdlicos, que nao estdo ligados permanentemente a
molécula da enzima. Essas enzimas que precisam desses ions sdo chamadas
de metaloenzimas. Metais pesados como Hg**, Pb?** e Ag®* reagem com os
grupos —SH (thiol) das proteinas, levando a uma alteracdo conformacional da
enzima ou alterando sua carga elétrica total, o que na maioria das vezes leva a
inibicdo da atividade enzimatica. O efeito € provocado pela ligagao a radicais
nao pertencentes ao centro ativo, sendo entdo conhecidos, como inibidores
nao-competitivos (RUSTIGUEL et al., 2009). Quando adicionado EDTA, um
agente quelante, a atividade invertasica foi inibida, mostrando que a enzima por
nos estudada, necessita da presenca de ions.

Guimaraes et al. (2007) analisando a influéncia de diferentes compostos
na atividade invertasica produzida por A. ochraceus, verificaram que na
presenca de MgSO,, NaCl e BaCl, em baixa concentragdo (1 mM) houve

aumento da atividade, ao passo que na concentracdo de 10 mM somente
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MnCl, promoveu aumento. Rustiguel et al. (2009) observaram que para as
invertases produzidas por A. phoenicis, que os fons Mn?*, Cu®*, Ca**, Mg%,
Na®, além de EDTA, promoveram aumento da atividade enzimatica, assim
como Ag® e K'. Bhatti et al. (2006) observaram que a adi¢do de 1mM KCl,
NaCl, CuSO,, BaCl;, MgSO4 e CoCl, ativaram a enzima produzida por F.
solani. Ja para a invertase de A. niger AS0023 nenhum ion ou composto
quimico ativou a mesma (L'HOCINE et al.,, 2000). Rubio et al. (2002)
verificaram que para a enzima produzida por R. glutinis, os ions Mg* e Ca**
ativaram a enzima em 3 vezes e Fe?*, K*, Ca®", Na* e Cu* em 2 vezes se
comparado ao controle. Ja para a enzima produzida por A. niger IMI303386 os
ions ativadores foram Ba®*, Mg®* e Ca®*, bem como o EDTA, e os inibidores

foram Hg®*, Ag* e Ni* (NGUYEN et al., 2005; YANASE et al., 1995).
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Tabela 22. Influéncia de diferentes compostos na atividade invertasica

extracelular do fungo A. terreus em FSbm.

Composto Atividade Relativa (%)
1 mM 10 mM
AICI; 87,97 £ 0,05 20,50 + 0,04
AgNO; 101,87 £ 0,21 17,98 £ 0,06
BaCl, 136,23 + 0,31 113,73 £ 0,20
CaCl, 129,36 + 0,34 144,90 + 0,05
CoCl, 168,30 + 0,14 63,48 + 0,10
CuCl 84,40 + 0,16 28,55+ 0,15
Fex(S04) 42,23 + 0,11 11,57 £ 0,22
FeCl; 117,38 £ 0,19 16,54 + 0,33
HgCl, 50,04 + 0,05 0
KCI 124,03 + 0,11 67,13+0,13
MgCl, 161,22 + 0,16 104,91 £ 0,03
MnCl, 261,06 + 0,19 191,42 £ 0,17
NH4F 130,54 + 0,11 51,35+ 0,11
NaH,PO, 106,24 + 0,15 67,91 + 0,04
NaBr 130,92 + 0,11 62,71 £ 0,04
NaCl 119,99 + 0,09 117,33 £ 0,16
NH,CI 105,04 + 0,09 36,64 + 0,07
Zn(NO;), 155,36 + 0,26 66,18 + 0,09
ZnCl, 125,94 + 0,11 95,54 + 0,10
EDTA 86,74 + 0,21 47,95+ 0,08
Mercaptoetanol 134,42 £ 0,18 87,80 £ 0,16
Controle 100 100

O fungo foi crescido em meio M5 tendo farelo de centeio como fonte de

carbono/substrato, mantido a 30°C, por um periodo de 48 horas
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4.2.8 Caracterizagao Bioquimica da Invertase Produzida em FSS

4.2.8.1 Influéncia da Temperatura e pH de Reagao na Atividade Invertasica

Na figura 19 pode-se observar que os maiores niveis de atividade
invertasica foram obtidos na temperatura de 65°C (301,58 U/ g de substrato) e
no pH 6,0 (302,00 U/g de substrato), sendo proximos ao que encontramos para
a enzima produzida em FSbm. Na FSS em temperaturas superiores a atividade
foi decrescente, chegando a 46,64 U/g de substrato a 80°C. Com valores de pH
maiores houve diminuicdo da atividade chegando a 18,93 U/g de substrato no
pH 9,0. A temperatura 6tima de atividade para a enzima de A. terreus foi
superior a observada por Shaheen et al. (2007) para a invertase de Fusarium
sp., que foi de 50°C, com pH 6timo de 5,0, e também por Alegre et al. (2009)
para a enzima de A. caespitosus, com 6timo de 50°C e pH na faixa de 4,0 a
6,0. Ja a invertase produzida pelo fungo Rhizopus sp., teve temperatura 6tima

de atividade de 45°C e pH 6timo na faixa de 6,0-.9,0 (GOULART et al., 2003).
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Adicionalmente, a estabilidade térmica da enzima produzida por A.
terreus em FSS foi determinada, bem como ao pH (figura 20). Desta maneira,
verifica-se que a enzima foi estavel na temperatura de 60°C, mantendo cerca
de 98% de sua atividade ap6s 1 hora de incubacdo. Ja a 65°C, a enzima
manteve 55% de sua atividade em 60 minutos e a 70°C teve tso de 20 minutos.
Nas temperaturas de 80°C e 90°C, a atividade foi drasticamente reduzida. A
invertase extracelular produzida em FSbm também foi estavel a 60°C com um
tso de 40 minutos, sendo que a 70°C, o tso foi de 5 minutos. De modo
semelhante, a enzima produzida por Fusarium sp. foi estavel nas temperaturas
de 50-65°C (SHAHEEN et al., 2007). Ja para a enzima produzida pelo fungo
Alternaria sp., foi observada boa estabilidade em temperaturas menores que
40°C, sendo inativada rapidamente a 80°C (SANGALETT]I et al., 2010).

Quando analisada a estabilidade ao pH (figura 20B), foi verificado que a
invertase produzida em FSS, foi relativamente estavel em todos os pH
testados, assim como a invertase extracelular produzida em FSbm. A invertase
do fungo Alternaria sp., teve uma maior estabilidade no pH 6,0 , sendo que em
pH 5,0 a enzima manteve 81% da sua atividade e em pH abaixo de 4,0 e acima
de 9,0 a enzima n&o foi estavel (SANGALETTI et al., 2010). Rustiguel et al.
(2009) observaram que as enzimas extracelulares produzidas em FSbm e em
FSS pelo fungo filamentoso A. phoenicis, foram estaveis na faixa de pH de 4,5-
8,0 durante 1 hora, sendo que em pH superiores as enzimas perderam

parcialmente suas atividades.
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4.2.8.2 Influéncia de Diferentes Compostos na Atividade Invertasica

Na tabela 23, estdo reunidos os resultados obtidos para a influéncia de
diferentes compostos, em baixas (1 mM) e altas (10 mM) concentragbes sobre
a atividade invertasica. Podemos observar que entre os compostos testados,
em baixas concentragdes, as maiores atividades foram obtidas com Mn?*
(54,92%), Co** (22,52%) e Ba** (12,00%), os mesmos compostos ativaram a
enzima extracelular produzida em FSbm. As maiores inibigbes ocorreram na
presenca de Ag*, Hg*" e Cu®*, assim como para a enzima produzida em FSbm,
além do AI**, Fe?*. Ja em alta concentragdo, ativacdo significativa foi obtida
somente com Mn* (60,53%), sendo que este ion também proporcionou
aumento significativo na enzima produzida em FSbm (91,42%).

Rubio et al. (2002) ao testar a influéncia de ions metalicos na atividade
invertasica de R. glutinis, verificaram um aumento da atividade enzimatica na
presenca de Ca*, Mg®*, Fe?*, Co*, Na*, Cu?** e K*. A inibicdo da atividade
invertasica por ions metalicos foi relatada para as enzimas de A. japonicus

(HAYASHI et al., 1992) e de A. chroococcum (DELAVEGA et al., 1991).

94



Tabela 23. Influéncia de diferentes compostos na atividade invertasica do

fungo A. terreus.

Composto Atividade Relativa (%)
1mM 10 Mm
AICl; 87,53 + 0,56 15,55 + 0,64
AgNO; 6,92 £ 0,16 0
BaCl, 112,00 + 0,32 89,62 + 0,55
CaCl, 105,65 + 0,48 101,13 £+ 0,42
CoCl, 122,52 + 0,65 101,80 + 0,89
CuCl, 39,13+ 0,45 2,59 + 0,62
Fex(S0.) 69,47 + 0,43 8,20 + 0,81
FeCl; 95,83 + 0,42 46,65 £ 0,54
HgCl, 11,58 £ 0,42 1,25+ 0,35
KH,PO, 92,08 + 0,30 22,68 £ 0,65
KCI 92,49 + 0,39 34,90 + 0,33
MgCl, 90,47 + 0,58 9,41 £ 0,58
MnCl, 154,92 + 0,26 160,53 + 0,70
NH.F 100,82 + 0,45 105,24 + 0,36
NaH,PO, 92,74 £ 0,27 89,93 + 0,30
NaBr 92,77 + 0,31 87,85+ 0,39
NaCl 90,59 + 0,29 88,75+ 0,25
NH.CI 85,42 + 0,24 68,03 + 0,19
Zn(NO;), 54,23 + 0,46 10,01 £ 0,38
ZnCl, 87,33 +0,59 60,89 + 0,90
EDTA 56,62 + 0,56 54,50 £ 0,38
Mercaptoetanol 106,64 £ 0,48 96,75 £ 0,56
Controle 100 100

O fungo foi crescido em meio tendo soja moida como fonte de carbono/substrato,

mantido a 30°C, por um periodo de 72 horas.



4.2.10 Hidrolise de Diferentes Substratos

A analise da tabela 24, mostra que o substrato que sofreu uma maior
hidrolise, foi a sacarose, como ja esperado. Os demais substratos tambéem
foram hidrolisados, tendo atividades variando de 0,50 U/g de substrato
(trealose) até 170,89 U/g de substrato (rafinose). Este resultado pode ser
atribuido ao fato de que, foi utilizado extrato bruto e ndo enzima pura, existindo
assim outras enzimas, tais como amilases e trealases, entre outras.

Rustiguel et al. (2009), estudando as invertases intra e extracelulares
produzidas por A. phoenicis verificaram que estas enzimas foram capazes de
hidrolisar diferentes substratos, tais como sacarose, rafinose e inulina, sendo
gue a maior taxa de hidrélise foi vista para a sacarose. O mesmo resultado foi
observado por Guimarées et al. (2009), onde a invertase intracelular produzida

por A. niveus, também hidrolisou sacarose, rafinose e inulina.

Tabela 24. Hidrdlise de diferentes substratos pela invertase produzida em FSS

pelo fungo A. terreus

Substrato Atividade Enzimatica (U/g de substrato)
Amido 34,43 £ 0,75
Celobiose 29,75+0,43
Inulina 7,89+0,15
Maltose 45,03+ 0,76
Rafinose 170,89 £+ 0,48
Sacarose 304,51 +0,70
Trealose 0,50 + 0,09

O fungo foi crescido em meio tendo soja moida como fonte de carbono/substrato,

mantido a 30°C, por um periodo de 72 horas.
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5. CONCLUSOES

Avaliando-se os resultados encontrados, pode-se concluir que A. terreus
foi um bom produtor de invertases extracelulares, em ambas as formas de
cultivo (FSS e FSbm) utilizando-se produtos agroindustriais de baixo custo
como fonte de carbono. Além disso, as temperaturas 6timas de atividade foram
elevadas, sendo as formas extracelulares estaveis na temperatura de 60°C e
em uma ampla faixa de pH o que é um atrativo para uma possivel utilizagéo
industrial. A atividade invertasica, foi ativada principalmente na presenca de
Mn?*. Ja com relacdo a afinidade, verificou-se que esta foi maior para
sacarose na presenca de Mn?*. Em se tratando da massa molecular, verificou-
se que esta foi de 74,67 kDa quando utilizado coluna de filtragédo Sephacryl S-
200 , ao passo que quando analisada por SDS-PAGE 6%, encontramos 2
subunidades, uma com 46,77 kDa e a outra com 26,92 kDa, sugerindo
portanto um heterodimero. A quantidade de carboidratos encontrados na
amostra purificada foi ao redor de 11%, sendo esta uma glicoproteina. Quando
a enzima purificada foi analisada em HPLC, verificou-se que houve um pico de
algum acgucar com tempo de retengcéo em torno de 8,5 minutos, sugerindo que
este seja um possivel FOS.

Finalmente, o microrganismo em estudo, ou seja, A. terreus, foi uma
escolha viavel, uma vez que nédo se encontram trabalhos desta enzima com
este fungo na literatura, sendo entdo uma novidade, além de ter sido o melhor
produtor se comparado com outras espécies da colecdo do laboratorio

analisadas.
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