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TLC — Thin Layer Chromatography

V —volts

Vmax — velocidade maxima

U - unidade de atividade

A — comprimento de onda
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As B-D-frutofuranosidases, também conhecidas como invertases, sdo hidrolases que
catalisam a hidrélise da sacarose em uma mistura equimolar de B-D-glicose e B-D-frutose
gue recebe o nome de aclcar invertido. Estas enzimas podem ser encontradas em
diversos organismos, como vegetais, animais, bactérias, leveduras e em fungos
filamentosos, sendo que os Ultimos merecem destaque pela alta producdo enzimatica e
estabilidade. O objetivo deste trabalho foi estudar a B-D-frutofuranosidase produzida por
Fusarium graminearum em Fermentacdo Submersa (FSbm) e Fermentagcdo em Substrato
Solido (FSS) purificando-a e caracterizando-a bioquimicamente, além de submeter esta
enzima a secagem em Spray dryer e imobilizagdo em suportes de baixo custo. O fungo F.
graminearum foi selecionado como bom produtor da enzima, com maiores niveis de
producdo encontrados quando cultivado em substrato solido com farelo de trigo umidificado
com agua de torneira (1:1; m/v) por 9 dias (150 U/g substrato). A B-D-frutofuranosidase
extracelular obtida foi purificada 8,41 vezes com recuperagdo de 14%, obtendo-se em
PAGE 7% uma Unica banda protéica, e em SDS-PAGE 12%, 2 bandas proteicas (94 kDa e
70 kDa) supondo-se um heterodimero, uma vez que a enzima nativa, estimada pela coluna
de filtracdo Sephacryl S200, apresentou 159 kDa. A temperatura 6tima de atividade ficou
na faixa de 55-60°C e o pH 6timo 4,5. Foi totalmente estavel em temperaturas entre 30°C e
50°C por 1 hora, e com atividade residual acima de 80% entre pH 3,0 e 8,0 por 30 minutos.
A B-D-frutofuranosidase extracelular foi ativada pelos fons Mn?* e K*. A enzima foi capaz
de hidrolisar sacarose e rafinose, mas néo a inulina, com maior afinidade para a rafinose,
com K, de 21,16 mM e Vnax maior quando utilizada a sacarose como substrato (1639,34
U/mg proteina). O extrato bruto extracelular obtido em FSS contendo a enzima extracelular
foi seco, de forma eficaz e com alto rendimento, em Spray dryer utilizando carboidratos
como adjuvantes para protecdo térmica (amido, celulose microcristalina, trealose, B-
ciclodextrina e lactose). A enzima apos secagem foi mais estavel quanto a temperatura e
ao pH, além de reter o tempo util de armazenamento. Também foi feita a imobilizacao da 3-
D-frutofuranosidase extracelular em suportes alternativos de baixo custo (tela de
polietileno, algod&o, barbante, EVA, pano multiuso Ballerina®, papel filtro e gase). Todos os
derivados apresentaram aumento no tempo de exposicdo a altas temperaturas e pH
desfavoraveis, além da atividade de transfrutosilagdo, sintetizando frutooligosacarideos
como 1-questose e nistose. Portanto, conclui-se que as B-D-frutofuranosidases produzidas
por F. graminearum possuem bom potencial biotecnolégico e sdo promissoras para o
emprego industrial, atuando em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de serem
produzidas utilizando fontes de nutrientes de baixo custo, e ainda por possuir a capacidade

de transfrutosilacdo aumentando ainda mais da importancia do estudo desta proteina.
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The B-D-fructofuranosidases, also known as invertase, are hydrolases which catalyze the
hydrolysis of sucrose in an equimolar mixture of B-D-glucose and B-D-fructose that is called
invert sugar. These enzymes can be found in many organisms, such as plants, animals,
bacteria, yeasts and filamentous fungi, and the latter must be highlighted for high enzyme
production and stability. The objective of this work was to study the B-D-fructofuranosidase
produced by Fusarium graminearum in Submerged Fermentation (SbmF) and Solid
Substrate Fermentation (SSF) purifying and characterizing them biochemically, and submit
this enzyme to drying using Spray dryer and immobilization on low cost supports. The F.
graminearum was selected as a good enzyme producing strain, with higher production
levels found when the fungus was grown on wheat bran as solid substrate moistened with
tap water (1:1, w/v) for 9 days (150 U/g substrate). The extracellular B-D-fructofuranosidase
obtained was purified 8.41-fold with recovery of 14%. A single protein band was obtained in
7% PAGE, and two protein bands (94 kDa and 70 kDa) in 12% SDS-PAGE indicating a
heterodimeric structure, since the native enzyme, estimated by gel filtration using Sephacryl
S200 column presented 159 kDa. The optimum temperature for activity was 55-60°C and
optimum pH 4.5. It was completely stable at temperatures between 30°C and 50°C for 1
hour, and residual activity above 80% between pH 3.0 and 8.0 for 30 minutes was
observed. This B-D-fructofuranosidase was activated by Mn** and K*. The enzyme was able
to hydrolize sucrose and raffinose, but not inulin, with a higher affinity for raffinose, with a
Km of 21.16 mM and V.« was higher when sucrose was used as substrate (1639.34 U/mg
protein). The crude extract containing the extracellular enzyme was dried in an effective and
high performance way using Spray dryer using carbohydrates as heat shields (starch,
microcrystalline cellulose, trehalose, B-cyclodextrin and lactose). The enzyme after drying
was more stable to temperature and pH, as well as its usable storage was increased. The
extracellular B-D-fructofuranosidase was also immobilized in low cost alternative supports
(polyethylene fabric, cotton, twine, EVA, Ballerina® multipurpose cloth, filter paper and
gauze). All derivatives showed an increase in time of exposure to high temperatures and
unfavorable pH. In addition, the transfructosilation activity to produce fructooligosaccharides
as 1-kestose and nystose was observed for all derivatives. Therefore, it is concluded that -
D-fructofuranosidases produced by F. graminearum have good biotechnological potential
and are promising for industrial employment, with activity in a wide range of pH and
temperature, and they are produced using low cost nutrients sources, and yet they have the

transfructosilation ability, increasing the importance of the study of this protein.
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Ainda que algumas biomoléculas possam ser obtidas de fontes vegetais e animais, 0s
microrganismos merecem destaque por apresentarem vantagens econdmicas.
Microrganismos podem ser cultivados em grandes quantidades em periodos de tempo
relativamente curtos, por diferentes métodos de fermentacado, produzindo quantidades
abundantes e regulares de produto. Adicionalmente, as moléculas produzidas por
microrganismos, de modo geral, sdo mais estaveis do que as analogas obtidas de
animais e vegetais, e podem ser manipulados geneticamente aumentando ainda mais a

producdo da molécula desejada (Lekha e Lonsane, 1997).

Dentre os microrganismos, os fungos tém se destacado na producédo de
diferentes biomoléculas, dentre elas, as enzimas, que podem ser biotecnologicamente
atrativas, uma vez que torna 0 processo industrial mais rapido, barato e
ecologicamente correto (Krishna, 2005). A aplicagdo em diversas areas como, por
exemplo, nas industrias de alimentos, bebidas e farmacéuticas, entre outras, permite a
reducdo dos gastos de energia e do tempo de producdo, além de ndo gerarem
subprodutos toxicos (Said e Pietro, 2004; Sanjay e Sugunan, 2005).

Estes biocatalisadores tém a funcdo natural de degradar macromoléculas
presentes no meio ambiente, como a celulose, o amido, a lignina e as proteinas para
que seus produtos possam ser absorvidos e metabolizados como nutrientes. S&o
utilizadas desde a antiguidade na obtencédo de alimentos e flavorizantes a partir da
proteina da soja e na bebida saké, a partir do arroz (Bon et al., 2008). O uso controlado
de enzimas pode levar ao melhoramento do sabor, cor, textura, aparéncia e valor
nutricional dos alimentos (Bon et al., 2008).

As enzimas sdo catalizadores que atuam nas rotas metabodlicas dos seres vivos
sobre condi¢cbes oOtimas. Algumas propriedades das enzimas fazem com que estas

sejam melhores aproveitadas que os catalisadores quimicos tradicionais, tal como a



grande eficiéncia catalitica, considerando que o principal objetivo de qualquer processo
de biotransformacdo é obter uma elevada conversdo de substrato em produto a um
curto espaco de tempo. Além dessa caracteristica, as enzimas apresentam uma
elevada especificidade e seletividade dependendo da sua funcdo metabdlica, atuando
sobre condi¢cdes suaves de reacdo como pressao, pH e temperatura. Adicionalmente,
minimizam os danos ao meio ambiente por se tratarem de compostos biolégicos que
podem ser facilmente degradados (Silva, 2009).

Sé&o conhecidas mais de 2000 enzimas e, apesar da excelente propriedade
catalitica que apresentam, pouco mais de 400 sdo exploradas comercialmente, sendo a
maioria enzimas extracelulares e de origem microbiana. A evolugcdo metabdlica das
enzimas seguiu um processo de otimizacdo segundo a funcdo que desempenha
fisiologicamente nos organismos, sem considerar a necessidade de utilizacdo in vitro
para aplicacbes industriais. Desta forma, muitas enzimas ndo sao suficientemente
estaveis as condicbes de reacdes desejadas, tais como a agitacdo mecéanica, aos
solventes, as altas temperaturas, pH extremos e a necessidade de cofatores, assim
como a inibicdo por elevadas concentracbes de substratos e produtos. Em funcéo
dessas adversidades, a tecnologia enzimatica surge como uma ferramenta importante
que tem como objetivo superar todos 0s inconvenientes que impecam a aplicacéo
destas proteinas em processos industriais (Klibanov, 1983).

Considerando os processos biotecnoldgicos, os fungos e seus produtos estédo
presentes na panificacdo, fabricacdo da cerveja e do alcool, producédo de antibioticos,
enzimas, acidos organicos, produtos farmacéuticos, processamento de frutas e
legumes, clarificacdo de sucos de frutas, extracdo de cafés e na producdo de
adocantes. Dentre as diferentes enzimas conhecidas, tais como, tanases, fitases,

trealases, xilanases, amilases e celulases, as [B-D-frutofuranosidases merecem



destaque. Estas hidrolases compreendem um grupo de enzimas de origem animal,
vegetal e microbiana pertencente a familia GH32 (glicosideo hidrolases). As inulinases
(EC 3.2.1.7), levanases (EC 3.2.1.65) e as B-D-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) séo
algumas das enzimas que compdem este grupo (http://brenda-enzymes.info/), e
evidenciam-se por sua vasta empregabilidade industrial e principalmente por

apresentar uma ampla possibilidade de novas aplicacdes.

1.1. B-D-FRUTOFURANOSIDASES
As B-D-frutofuranosidases (FFases), também conhecidas como invertases, sédo
enzimas que podem ser encontradas no interior das células ou serem secretadas para
0 meio, sendo uma das primeiras hidrolases a serem estudadas. Em 1828, sua
atividade foi identificada pela primeira vez ao ser observado que a levedura de
panificacdo fermentava a sacarose em meio aquoso (Barros, 1990). Em 1913 ela foi
utilizada como enzima modelo para estudos de catélise enzimatica por Michaelis-
Menten e comecou a ser comercializada, sendo uma enzima que pode ser utilizada em
diversos processos industriais (Vitolo, 2004). De modo geral, essa enzima possui
atividade de hidrolise sobre sacarose em concentracbes abaixo de 10% (m/v),
engquanto que em concentracdes acima de 20% (m/v) de sacarose possui atividade
transfrutosilativa (Rubio, et al., 2002), com excessao a B-D-frutofuranosidase de A.
phoenicis que apresentou transfrutosilacdo mesmo abaixo de 10% (m/v) (Aziani et al.,
2012)
Estas hidrolases catalisam a hidrélise da sacarose em uma mistura equimolar de
B-D-glicose e B-D-frutose (figura 1) (Alvaro-Benito, 2007) que recebe o nome de agucar

invertido, cujas vantagens centram-se principalmente nos fatos de possuir indice de



dulcor 20% superior ao de uma solucdo de sacarose de concentragao equivalente e de
seus constituintes ndo cristalizarem quando usado em concentracdo elevada

(Bayramoglu et al., 2003).

CH;OH

HOD H

Figura 1. Reacdo de hidrdlise da sacarose catalisada pela [(-D-
frutofuranosidase (modificado de Guimaraes, 2012).

As B-D-frutofuranosidases podem ser encontradas em diversos organismos. Nos
vegetais auxiliam no transporte do floema, que € um vaso condutor rico em sacarose, e
possui uma alta atividade B-frutofuranosidasica, importante para prover a chegada dos
monossacarideos as células receptoras (Patrick, 1997). Também podem ser
encontradas em bactérias como Escherichia coli, em leveduras como em
Saccharomyces cerevisiae (Arruda e Vitolo, 1999) e Rhodotorula glutinis (Rubio et al.,
2002), e em fungos filamentosos como em Paecilomyces variotii (Giraldo et al., 2012),
Aspergillus caepitosus (Alegre et al., 2009) e Aspergillus ochraceus (Guimaraes et al.,
2007) entre outros (Tabela 1), sendo que em cada microrganismo a producéo
enzimatica apresenta suas particularidades, com pequenas alteracfes na temperatura
de incubacdo, pH do meio de cultivo, fonte de carbono e influéncia de sais na
composicao do meio de cultura. De acordo com essas alteragbes, isoformas de B-D-
frutofuranosidases que diferem quanto ao seu pH 6timo de atividade, podendo ser
acidas, neutras e alcalinas podem ser obtidas (Winter e Hubber, 2000). As funcdes

especificas das diferentes isoformas de B-D-frutofuranosidases ainda ndo estdo bem



esclarecidas, mas parece que elas estdo relacionadas a entrada de sacarose em

diferentes vias de utilizacao (Sturm, 1999).

Tabela 1. Fungos filamentosos produtores de B-D-frutofuranosidases.

Fungos

Referéncias

Aspergillus flavus
Aspergillus japonicus
Aspergillus nidulans

Aspergillus niger

Aspergillus nomius
Aspergillus oryzae
Cladosporium cladosporioides
Colletotrichum falcatum

Fusarium oxysporum

Fusarium solani
Neurospora sitophila
Neurospora crassa
Penicillium chrysogenum

Termitomyces clypeatus

Matrai et al., 2000.
Chen e Liu, 1996.
Chen et al., 1996.

Romero-Gémez et al., 2000; Aranda et al., 2006;
Nguyen et al., 2005; Reddy et al., 2010.

Matrai et al., 2000.

Poonawalla et al., 1965; Kurakake et al., 2008.
Almeida et al., 2005.

Poonawalla et al., 1965.

Onodera e Maruyama, 1979; Nishizawa et al.,
1980.

Bhatti et al., 2006.
Dixon e Fogarty, 1974.
Poonawalla et al., 1965.
Poonawalla et al., 1965.

Chowdhury et al., 2009.

1.2. PROCESSOS

ENZIMAS

Os fungos filamentosos podem produzir

FERMENTATIVOS

PARA PRODUCAO DE

B-D-frutofuranosidases quando

inoculados em fermentacdo submersa (FSbm) (Guimaraes et al., 2009) ou também,



fermentacdo em substrato sélido (FSS) (Giraldo et al., 2012; Alegre et al., 2009). A FSS
€ caracterizada pelo desenvolvimento do microrganismo em substrato, sem fase liquida
livre, que atua como suporte fisico e muitas vezes, serve como fonte de nutrientes. Na
cultura submersa o microrganismo fica em suspensdo em um meio de cultura liquido
no qual estdo dissolvidos ou suspensos todos 0s nutrientes necessarios para o

desenvolvimento do organismo (Vandenberghe et al., 2000).

1.2.1. Fermentacdo submersa (FSbm)

A fermentacdo submersa € o processo de producdo de enzimas mais utilizado
industrialmente. Neste processo a célula desenvolve-se no meio de cultivo contendo o
substrato, geralmente sob agitacdo. As fermentacfes geralmente sdo realizadas em
biorreatores aerados e agitados, e 0s parametros operacionais, tais como pH,
temperatura, agitacdo, consumo de O, e formacdo de CO,, sao controlados
rigidamente (Bon et al., 2008).

Este processo fornece algumas vantagens, tais como a facilidade do controle de
variaveis fisico-quimicas, a maior eficiéncia na absorcao de nutrientes e excrecdo de
metabdlitos pelas células, a alta producdo de micélios em ambiente compacto e
controlado, e em um tempo de incubacdo bastante reduzido, devendo-se considerar
ainda, chances menores de contaminacdo se condi¢cdes assépticas para o inéculo
forem corretamente utilizadas (Xiao et al., 2004). Porém, oferece algumas
desvantagens, tais como 0s elevados custos para a manutencdo da agitacdo e da
aeracdo, e também a formacéo de espuma (Bon et al., 2008).

A operacdo do processo de fermentacdo submersa pode ser por batelada
simples, na qual uma suspenséo celular é adicionada ao meio de cultivo e ndo ocorre a

adicdo ou retirada de meio, porém, as concentracbes de nutrientes diminuem e



aumentam as de produtos e numero de células. Outro processo pode ser utilizado para
contornar esse problema, sendo que alguns nutrientes sdo adicionados de forma
intermitente ou continua ao biorreator, permitindo o crescimento celular e a formacéo
de produtos, sem a retirada de material. Este processo € denominado batelada
alimentada, sendo muito utilizado para a producdo de enzimas extracelulares, tais
como celulases, amilases e proteases. Ja a batelada continua consiste na continua
alimentacdo com nutrientes e retirada de produtos. Este sistema é vantajoso pela
possibilidade de se operar o sistema por longos periodos (Bon et al., 2008).

A producao de B-D-frutofuranosidase por microrganismos pode ser influenciada
pelo tipo e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio e outros componentes
minoritarios do meio de cultivo, pela temperatura, pH inicial do meio e tempo de
crescimento do microrganismo. A otimizacdo desses parametros para se produzir esta
enzima pode ser feita testando-se individualmente cada uma das condi¢bes ou de
maneira conjunta, analisando-se varios parametros simultaneamente, através de

experimentos de planejamento fatorial.

1.2.2. Fermentacdo em Substrato Sélido
A fermentacdo em substrato solido foi definida como um processo em que o
crescimento microbiano e a formacéo de produto ocorrem na superficie de substratos
sélidos na auséncia de agua livre (Bon et al., 2008; Singhania et al., 2009). A agua
livre, indispensavel ao crescimento dos microrganismos, € adsorvida num suporte
sélido ou complexada no interior de uma matriz sdlida (Soccol, 1994). Os substratos
utilizados sdo geralmente produtos agricolas, tais como arroz, trigo, cevada, milho e

soja, além de residuos agroindustriais como o bagaco de cana de acucar, farelo de



trigo, farelo de arroz, farelo de milho, sabugo de milho, casca de arroz, residuos de
maca, banana e chéas, (Pandey et al., 2000; Bon et al., 2008; Guimaraes, 2012).

A FSS pode apresentar vantagens que nao sado possiveis em FSbm,
principalmente pela simplicidade na composicdo dos meios de cultura, alta
produtividade e concentracdo elevada do produto de interesse e diminuicdo de
possiveis contaminantes, aumentando o interesse para esse tipo de fermentacéo
(Ashokkumar et al., 2001). Outra vantagem é o baixo custo de producédo, ja que 0s
residuos agroindustriais s8o0 o0s substratos preferidos dos microrganismos

fermentadores (Sageentha et al., 2004).

1.3. APLICACOES DAS B-D-FRUTOFURANOSIDASES

As B-D-frutofuranosidases ja tém sido utilizadas comercialmente na fabricacdo
de colutérios para a higiene bucal e também na producdo do xarope de acucar
invertido, sendo este muito empregado na confec¢cdo de bombons com centro parcial
ou totalmente liquefeitos, jA que este acuUcar nado cristaliza, mesmo em altas
concentracdes. Outra aplicacdo para esta enzima é a utilizacdo para a hidrolise de
acucares como a rafinose, gentianose e inulina (Rubio et al., 2002)

Nas industrias sucro-alcooleiras, pode ser utilizada para a remocdo da
sacarose de residuos liquidos, como em melaco de cana de acUcar ou beterraba,
evitando assim a cristalizacdo do agucar durante o armazenamento do melago. As 3-D-
frutofuranosidases também podem participar do processo de producdo do etanol,
aumentando a concentracdo de acucares redutores nos meios de cultura, fazendo
propagar microrganismos que nao fermentam a sacarose (Vitolo, 2004).

Existe ainda, uma ansia pelo emprego dessas [(-D-frutofuranosidases para a

producdo dos frutooligossacarideos, que sdo acucares ndo convencionais, nao



metabolizados pelo organismo humano e também, com baixas calorias. Apresentam
importancia na industria de acucar devido as suas excelentes caracteristicas funcionais
prebidticas, atraindo maior atencdo por esta caracteristica do que pela sua docgura

(Fernandez et al., 2004).

1.4. FRUTOOLIGOSSACARIDEOS (FOS)

Os FOS sao oligbmeros de frutose formados a partir de uma reacédo de
transfrutosilagdo, onde ocorre a transferéncia de unidades frutosil para a sacarose,
formando uma molécula composta por uma unidade de sacarose e uma ou mais de
frutose (Figura 2). Os principais FOS séo nistose (GF2), que possui uma unidade de
frutose;1-questose (GF3), com duas unidades de frutose; e frutofuranosilnistose (GF4),
com trés unidades de frutose ligadas a sacarose (Yun, 1996; Guimaraes, 2012). Os
FOS sé&o aclUcares ndo convencionais encontrados naturalmente em alimentos como
cebola, alho e beterraba, e ndo podem ser hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais.
Séo considerados alimentos funcionais de baixo valor cal6rico que promovem efeitos
reguladores na microbiota intestinal (Mussato e Mancilha, 2007; Prata et al., 2010;
Guimaraes, 2012).

Para a sintese deste oligbmeros, duas enzimas podem ser utilizadas, as
frutosiltransferases com atividade unica transfutosilativa e também as [B-D-
frutofuranosidases microbianas, que além da atividade hidrolitica da sacarose, ainda
podem apresentar atividade de transfrutosilacdo, na presenca de sacarose em
concentracbes a partir de 10% (m/v) (Aziani et al., 2002) catalisando a sintese de
frutooligossacarideos (FOS), geralmente com 2-4 unidades de frutose unidas por
ligacdes B-(2—1 ou 2—6) glicosidicas com uma glicose terminal (Sangeetha et al.,

2005).
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Os FOS sao considerados prebidticos e possuem um interesse particular por
suas excelentes propriedades funcionais e biologicas. Baixas calorias e nao
carcinogénicos sao caracteristicas bastante visadas atualmente. Ainda estimulam o
crescimento de bifidobactérias da flora intestinal, e contribuem para a prevencdo do
cancer de colo do utero e reducdo dos indices de colesterol, fosfolipideos e
triglicerideos no soro sanguineo (Cuervo et al., 2004.; Sangeetha et al., 2005). Os FOS
sdo empregados como componentes em alimentos funcionais e podem custar cerca de

US$ 200/Kg (Godshall, 2007).
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Figura 2. Sintese de frutooligossacarideos a partir de molécula de sacarose (adaptado

de Veldzquez-Hernandez et al., 2009)
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A ingestao de 12,5g/dia de FOS por 3 dias produziram efeitos significativos de
gqueda na contagem de anaerObios totais nas fezes, levando ao aumento da
colonizacdo de bifidobactérias (Bouhnik et al., 1996) e ainda colabora eficientemente
na diminuicdo de patologias associadas ao alto nUmero destas bactérias intestinais,
como acne, cirrose hepatica, constipacdo, intoxicacdo alimentar, diarréia associada a
antibioticos, problemas digestivos, alergias e intolerancias a alimentos e gases
intestinais (Passos e Park, 2003).

Estima-se que na Holanda consuma-se entre 2 a 12g de FOS por dia per capta
(Hartemink et al., 1997) e que no Japdo exista um consumo didrio estimado em
13,7mg/ kg de peso corporeo/dia (Spigel et al., 1994). O consumo aceitavel diario de
FOS no Japéao é de 0,8 g por kg de peso corporeo por dia, e é neste pais que encontra-
se 0 maior mercado comercial de FOS, com um volume comercializado de mais de 400
ton. Em 1990 de acordo com Yun (1996), foi mostrado que os oligossacarideos sdo um
dos produtos mais populares como alimentos funcionais naquele pais, sendo o valor

gasto com a producao de diversos FOS cerca de US$ 46 milhdes em 1990.

1.5. IMOBILIZACAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASES

O emprego industrial de enzimas produzidas por fungos € bastante
interessante e apresenta um mercado bastante promissor, mas esbarra em véarias
dificuldades, mesmo quando produzidas em altas quantidades e com bons niveis de
atividade catalitica. Uma dessas dificuldades é a sua baixa estabilidade em solucdes
aquosas, uma vez que a agua facilita degradacdes fisicas e/ou quimicas destas.

Por isso, o emprego da enzima imobilizada em suportes pode ser eficiente,
facilitando a aplicacédo dessas proteinas comercialmente, favorecendo seu uso frente a

adversidades como agitacdo mecanica, presenca de solventes, temperaturas elevadas
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e pH extremos, os quais interferem na estabilidade da enzima (Klibanov, 1983). A
ligacdo covalente a polimeros reativos hidrofilicos, solGveis ou insolGveis em agua, é a
técnica ideal para enzimas comerciais evitando a perda da atividade e contaminacao
do produto pela liberacdo da enzima devido a reutilizacdo desta (Manecke e Goldstein,
1976). Uma variedade de suportes com grupos aminos pendentes podem ser utilizados
para imobilizar enzimas. Materiais contendo celulose, por exemplo, sédo utilizados para
ligacdo covalente com enzimas por sua estabilidade fisico-quimica e também pela
facilidade com que podem ser modificados (Godbole et al., 1990). Para imobilizacao da
enzima em tais suportes, eles devem ser convertidos em trocadores aniénicos, pelo
contato com polietilenimina (D’Souza et al., 1983). Enzimas com baixo pl, como a B-D-
frutofuranosidase, podem se ligar covalentemente a superficie do suporte-PEI por
adsorcao seguida por ligacao cruzada (Yamazaki et al., 1984).

Outro tipo de imobilizac&o de proteina € do tipo reversivel por adsor¢ao ibnica. A
ligacdo da proteina com o suporte € do tipo eletrostatica (ligacao idnica e pontes de
hidrogénio) onde essas interacdes s&o individualmente fracas. No entanto, s&o
abundantes suficientemente para gerar uma unido estavel entre a enzima e o suporte,
e pode constituir um protocolo conveniente para a imobilizagdo de algumas enzimas
industriais. A reversibilidade de um derivado implica na possibilidade de obtencao de
uma completa desorcao da enzima, com a aplicacdo de uma forga iGnica alta, quando a
atividade do catalisador ndo € rentavel. O suporte pode ser recuperado livre de
proteinas e voltar a ser utilizados em novas imobiliza¢des (Silva, 2009).

A utilizacdo da enzima imobilizada em suportes pode ser eficiente,
principalmente quando proteinas com interesses industriais apresentam limitagdes por
falta de estabilidade sobre as condi¢cdes exigidas na sua manipulacdo, e também

quando se faz necessério a recuperacdo e a reciclagem do biocatalizador. Uma vez
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imobilizadas, as enzimas, como as [-D-frutofuranosidases, deixam de ser um
catalisador soluvel e passam a apresentar algumas vantagens que sé um catalisador
heterogéneo possui, tais como a possibilidade de reutilizacdo ou o uso continuo, facil
separacdo da mistura de reacdo, possibilidade de modulacdo das propriedades
cataliticas, prevencdo de contaminacdo do produto com proteinas indesejaveis,
prevencdo de uma contaminag¢do microbiana e uma possivel estabilizacdo da estrutura

tridimensional da enzima (Silva, 2009).

1.6. SECAGEM DO EXTRATO BRUTO EXTRACELULAR CONTENDO
B-D-FRUTOFURANOSIDASE EM SPRAY DRYER

Um outro desafio na producdo de enzimas comerciais, € a manutencdo de sua
estabilidade durante o processo de embalagem, armazenagem, expedicdo e longo
prazo de prateleira (Millqvist-Fureby et al., 1999). Apesar das formula¢des liquidas
serem econdmicas e convenientes nos processos de producao e extracao, as proteinas
em solucdo sdo susceptiveis de degradacdo e desnaturacdo (Arakawa et al., 2001).
Formulacdes soélidas secas foram desenvolvidas para melhorar a estabilidade da
enzima (Yoshii et al., 2005), o armazenamento e transporte (Namaldi et al., 2006). A
tecnologia de Spray dryer tem sido amplamente utilizada para a secagem de materiais
sensiveis ao calor, incluindo enzimas e alimentos, para obtencdo de produtos em po
diretamente a partir do liquido (Nijdam e Langrish, 2005). De acordo com Carpenter e
Crowe (1989), proteinas podem ser secas em Spray dryer sem perdas apreciaveis de
suas funcdes, se forem adicionados a solucado inicial agentes estabilizantes como
carboidratos ou outros polimeros, pode-se obter protecdo da proteina de possiveis
danos causados devido as altas temperaturas proporcionadas pelo processo de

secagem.
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Considerando a urgéncia de pesquisas inovadoras e aprimoramento de dados
referentes as B-D-frutofuranosidases produzidas por fungos filamentosos, novas
investigacdes fazem-se necesséarias para um melhor entendimento e aproveitamento
desta enzima. Além disso, o conhecimento de tais propriedades € substancial na busca
de produtos de interesse industrial obtidos pela acdo desta enzima, bem como a

reducao de custos de producéo pela utilizacdo de produtos agroindustriais.
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2. OBJETIVOS
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2.1. GERAL

O presente trabalho teve por objetivo selecionar uma cepa fungica produtora de
B-D-frutofuranosidases, estudando as condi¢bes de otimizacdo para a producdo destas
enzimas sob FSbm e FSS, purificando-as, imobilizando-as e caracterizando-as, além

de submeté-las ao processo de secagem em Spray dryer.

2.2. ESPECIFICOS

e Selecionar, dentre as linhagens fangicas presentes na micoteca do Laboratorio
de Microbiologia e Biologia Celular, da FFCLRP-USP a melhor produtora de [3-
D-frutofuranosidases;

e Depois de selecionada a melhor linhagem produtora, otimizar as condi¢cdes de
cultivo em fermentacbes submersa (FSbm) e em fermentacdo de substrato
solido (FSS) para a producao de B-D-frutofuranosidase;

e Purificar a B-D-frutofuranosidase extracelular produzida em FSS;

e Determinar temperatura e pH 6timos, estabilidade térmica e ao pH e influéncia
de ions e outros compostos na atividade enzimética das B-D-frutofuranosidases;

e Secar a enzima extracelular utilizando equipamento Spray dryer e caracteriza-la
qguanto a temperatura, pH e tempo de armazenamento.

e Imobilizar a B-D-frutofuranosidade extracelular produzinda em FSS utilizando
suportes alternativos de baixo custo e caracterizar o derivado quanto a

temperatura e pH de atividade.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. SELECAO DA LINHAGEM PRODUTORA DE B-D-FRUTOFURA-
NOSIDASES EM FERMENTACAO SUBMERSA

Vinte e quatro fungos presentes na micoteca do Laboratdrio de Microbiologia e
Biologia Celular da FFCLRP-USP foram testados quanto a produgdo de B-D-
frutofuranosidases utilizando Fermentacdo Submersa (FSbm) em meio Khanna
(Khanna et al., 1995), adicionado inicialmente de farinha de centeio 1% (m/v) como
fonte de carbono por 72 horas a 30°C e 100 rpm tendo com controles positivos, as
cepas ja descritas como produtoras testadas neste mesmo laboratorio, Aspergillus
phoenicis (Rustiguel et al., 2010) e Aspergillus niveus (Guimarédes et al., 2009) (vide

Tabela 2).

Tabela 2. Fungos filamentosos investigados quanto a producédo de [B-D-

frutofuranosidases.

Fungos filamentosos

1 Aspergillus phoenicis 13  Aspergillus niger

2 Aspergillus niveus 14  Aspergillus fumigatus
3 Trichoderma harzianum 15 Cinza 05C*

4 Aspergillus versicolor 16 Verde HO3*

5 Penicillium herquei 17 Doce rosa*

6 Cladosporium 18 LH05C*

7 Colletotricum 19 Cilagem 05*

8 Fusarium graminearum 20 Verde claro 07*

9 Aspergillus aculeatus 21 Bege HO1*

10  Aspergillus flavus 22 Cinza escuro HO1*
11 Aspergillus parasiticus 23  Preto VI*

12 Aspergillus thermomutatus 24 Amarelo vinhaga*

* Microrganismos nao identificados
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3.2. MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS
As cepas foram mantidas em estufa a 27°C por um periodo de 6 a 8 dias.
Posteriormente, foram armazenadas em refrigerador a 4°C até a utilizacdo. Os
repiques foram realizados periodicamente a cada 30 dias em placas de Petri contendo
meio de cultivo BDA (Batata Dextrose Agar), previamente autoclavados a 120°C, 1,5

atm por 30 minutos.

3.3. PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASES EM FERMENTA-

CAO SUBMERSA (FSBM)

Foi utilizado meio de cultura Khanna (Khanna et al., 1995), em frascos de
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio, pH inicial 6,0, adicionados de
diferentes fontes de carbono. Foram realizados cultivos contendo fontes de carbono
complexas como residuos ou produtos agroindustriais de baixo custo (1% m/v) (farelo
de trigo, bagaco de laranja, sabugo de milho, serragem, bagaco de cana de acucar) e
também mono e dissacarideos em concentracdo de 2% (m/v) (lactose, glicose,
sacarose, frutose e maltose). Os meios foram previamente autoclavados a 120°C a 1,5
atm por 30 minutos e depois inoculados com suspensdo de micélio fungico sendo os

cultivos incubados a 30°C sob agitacdo orbital de 100 rpm, por 72-144 horas.

3.3.1. Composicédo do meio de cultura Khanna

Solucéo de sais de Khanna [20X] 5mL

Extrato de levedura 0,19

Fonte de carbono

Agua destilada g.s.p. 100 mL
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Solugéo de sais de Khanna [20x]

e NHNO;3 29
o KH,PO, 1,3 g
e MgS0..7H,0 0,362 g
e KCI 0,098 g
e ZnSO4H,0 0,007 g
e MnS0O4.H,O 0,0138¢g
e FeCl3;.6H,0 0,0066 g
e CuS0,4.5H,0 0,0062 g
e Agua destilada g.s.p. 100 mL

3.4. OBTENCAO DAS ENZIMAS EXTRACELULAR E INTRACELULAR
EM FSBM

Apbs o periodo de incubagdo da FSbm, as culturas foram filtradas a vacuo em
papel de filtro Whatman n° 1, com auxilio de uma bomba a vacuo sendo o filtrado livre
de células obtido utilizado para mensurar a atividade enzimatica extracelular. O micélio
foi triturado com areia tratada e ressuspenso em agua destilada gelada. Apds a
centrifugacdo (23000g por 10 minutos) o pellet foi descartado e o sobrenadante

utilizado para mensurar a atividade enzimética intracelular.

3.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E QUANTIFI-
CACAO DE PROTEINAS

A atividade enzimatica foi determinada utilizando-se sacarose 1% (m/v) em
tampéao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 como substrato. Foram utilizados 200 pl do
substrato e 200 pl de extrato enzimatico mantidos a 50°C por 10 min de reacdo ou

imediatamente retirada aliquota de 100 pl para ser utilizado como branco de leitura. Os
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acucares redutores obtidos foram mensurados com a utilizacdo de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), em espectrofotdbmetro a 540 nm. Uma unidade de
atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
liberar 1uymol de glicose por minuto nas condicbes de ensaio. A quantificacao de
proteinas foi realizada como descrito por Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina de
soro bovino como padrdo. A unidade foi definida como mg de proteina por mL de

amostra.

3.6. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO EM FSBM PARA A

PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASE POR F. graminearum

3.6.1. Plackett & Burman (PB) para 8 variaveis independentes

A otimizagdo da producdo da enzima extracelular foi realizada através da
metodologia do planejamento fatorial. Primeiramente, foi realizado um delineamento
experimental de Plackett & Burman (PB) (1946) para 8 variaveis independentes (Tabela
3). As variaveis foram utilizadas em seu nivel superior (+1) e inferior (-1). Para tanto,
organizou-se uma matriz de 16 ensaios, a qual foi adicionada 3 pontos centrais,
totalizando 19 ensaios. Os cultivos de F. graminearum foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 125mL contendo 25mL do meio de cultura Khanna. A solucdo de sais
utilizada foi preparada com NH4NO3; 20 g/L, KCI 0,98 g/L, MnSO4.H,O 0,13 g/L,

ZnS04.H,0 0,07g/L, Fex(S04)s.6H,0 0,066 g/L e CuS0O4.5H,0 0,062 giL.
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Tabela 3. Valores utilizados no delineamento de Plackett & Burman.

Variavel Caddigo -1 0 1
Farelo de trigo (%) X1 1,0 15 2,0
Bagaco de cana (%) X2 0 0,25 0,5
Peptona (%) X3 0 0,05 0,1
Extrato de levedura (%) X4 0 0,1 0,2
KH,PO4 (MmM) Xs 0 11 22
MgSO, (mM) Xe 0 1 2
Solucéo de sais (mL) X7 0 5 10
Tempo (horas) Xs 24 72 120

3.6.2. Planejamento fracionado 2°*

Foi realizado um planejamento fracionado 2°* para 5 variaveis independentes

selecionados de acordo com PB realizado. As variaveis foram utilizadas em seu nivel

superior (+1) e inferior (-1) sendo a quinta variavel uma combinacdo das 4 primeiras

(X1 . X2 . X3 . X4 = X5) (Tabela 4). Para isso, foi utilizada uma matriz de 16 ensaios,

adicionada de 3 pontos centrais, totalizando 19 ensaios. Os cultivos de F. graminearum

foram realizados utilizando as condicbes que melhor favoreceram a producao

enzimatica no experimento de PB anterior, peptona 0,1% (m/v), KH,PO, 22 mM,

solucéo de sais 10 mL por frasco Erlenmeyer, variando-se dessa vez a concentracao

de farelo de trigo e bagaco de cana de acucar, fontes de carbono primaria (FC1) e

secundaria (FC2) respectivamente, tempo de cultivo, pH inicial e temperatura de

cultivo.
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Tabela 4. Valores utilizados no Planejamento fracionado 2°*

Variaveis Cddigo -1 0 +1
FC1 - Farelo de trigo (%) (FT) X1 1 1,5 2
FC2- Bagaco de cana (%) (BC) X2 0 0,25 0,5
Tempo (horas) (tempo) X3 24 72 120
Temperatura (°C) (T) X4 25 30 35
pH inicial (pH) Xs 4,5 6 7,5
3.6.3. Delineamento do composto central rotacional (DCCR) para 2

variaveis independentes

Considerando que as influéncias da concentracao de farelo de trigo e tempo de
cultivo foram significantes, foi realizado um Delineamento de Composto Central
Rotacional (DCCR) para estas variaveis independentes (X; — farelo de trigo % (m/v) e
X, — Tempo de cultivo (horas)), utilizando-se 11 ensaios, sendo 6 fatoriais (+ 1), 2
axiais (x 1,41) e 3 no ponto central (0) (Tabela 5). A analise de variancia foi feita
utilizando-se ANOVA, com o valor de p < 0,10 e p < 0,05 sendo considerados
significantes. As andlises e superficie de resposta foram geradas utilizando o programa

Statistica 7.0 (StatSoft).

Tabela 5. Valores utilizados no DCCR

Variaveis Cdodigo -1,41 -1 0 +1 +1,41
Farelo de trigo (%) X1 3,0 3,3 4,0 4,7 5,0
Tempo (Horas) X2 96 110 144 178 192
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3.7. PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASES POR F.
graminaearum EM FERMENTACAO SUBSTRATO SOLIDO (FSS)

Foram testados varios produtos e residuos agroindustriais de baixo custo e/ou
alta abundancia nos descartes industriais como substratos/fontes de carbono (bagaco
de laranja, serragem fina, bagaco de cana de acucar lavado, serragem, trigo moido,
milho moido, soja moida, trigo em gréos, sabugo de milho, farinha de centeio, farelo de
trigo e casca de laranja). Os frascos Erlenmeyer de capacidade de 125 mL foram
preenchidos com ¥ de seu volume com tais substratos e umidificados com agua de
torneira ou agua destilada, e solucdes de sais de Vogel ou sais de Khanna ou sais SR
em diferentes proporcdes (1:0,5; 1:1; 1:2 e 1:3 m/v). Os meios foram previamente
autoclavados a 120°C, 1,5 atm por 30 minutos. Os cultivos foram mantidos a 30°C de 1
a 15 dias com umidade relativa do ar de aproximadamente 60% monitorada com

termohigrémetro digital (CAAL, model 303C).

3.7.1. Composicéao das solucgdes de sais

SOLUCAO DE SAIS DE SR [20x] (Rizzati, et al., 2001)

e MgSO0.4.7H,0 0,24 g
L KH2PO4 0,39
e NH4H,PO, 19

SOLUCAO DE SAIS DE KHANNA [20x] (Khanna, et al., 1995)

e NHNO; 29
e KH,PO, 139
e MgSO0..7H,0 0,362 g
e KCl 0,098 g
e ZnSO4H,0 0,007 g
e MnSO4.H,0 0,0138 g
e FeCl3.6H,0 0,0066 g
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SOLUCAO DE SAIS DE VOGEL [50x] (Vogel, 1964)

CuS04.5H,0
Agua destilada g.s.p.

Naz CsHs07. 5H,O

NHsNO3

KH,PO,4

MgSO, 7 H,0

CaCl,.2H,0

Solucéo de Tragos de Elementos
Cloroférmio

Agua destilada g.s.p.

SOLUCAO DE TRACOS DE ELEMENTO

Naz CsHs07. H,O
ZnS04.7H,0
Fe(NH4)2.(SO4),.6H,0
CuS04.5H,0

H3BO3

NaMoQ,4,2H,0
MnS0O,4.H,0
Cloroférmio

Agua destilada g.s.p.

0,0062 g
100 mL

150g
100g
2509
10g
Sl
smL
2mL
100mL

59

39

19
0,25¢
0,05¢g
0,05¢g
0,05¢g
ImL
100mL

3.8. OBTENCAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR

EM FSS

A enzima extracelular foi extraida com a adicdo de 30 mL agua destilada gelada

ao cultivo, sendo este submetido a intensa agitacdo por 10 minutos a 4°C em agitador

magnético. Apos este procedimento, as culturas foram filtradas em gase, sendo

descartada a massa micelial, juntamente com o0s

residuos do substrato. Os

sobrenadantes foram centrifugados a 23000g por 10 minutos a 4°C para remocao de
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particulas finas. Os filtrados, livres de residuos sélidos, foram utilizados para ensaios

enzimaticos, como descrito no item 3.5.

3.9. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Amostras miceliais obtidas em 7 dias de cultivo em Fermentagdo em Substrato
Solido utilizando farelo de trigo como fonte de carbono/substrato foram desidratadas
em concentragBes crescentes de etanol em agua (10-90%, em volume) e finalmente
com etanol absoluto, pulverizadas com ouro coloidal e submetidas a analise por MEV
utiizando um equipamento Zeiss EVO50 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com

sistema de processamento digital IXRF 500.

3.10. PURIFICACAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRA-
CELULAR PRODUZIDA POR F. graminearum

O extrato bruto contendo a enzima extracelular produzido em FSS utilizando
farelo de trigo como fonte de carbono/substrato, apds ser dialisado overnigth contra
agua destilada foi submetido a precipitacdo com etanol gelado (1:1; v/v) e centrifugado
a 23000g por 15 minutos. O precipitado contendo a enzima foi ressuspendido em
tampéao Tris-HCI 10mM pH7,0 e posteriormente, aplicado em coluna cromatografica de
troca ibnica DEAE-Celulose (1 cm x 12 cm) equilibrada previamente com o mesmo
tampéao descrito acima. Foi utilizado um gradiente linear de NaCl (0-1M) para eluicdo
das fracbes. Foram coletados 3mL/fracdo e a vazédo foi mantida em 1 mL/min. As
fracbes que apresentaram atividade foram reunidas em um pool, o qual foi dialisado
overnight contra tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7,0 e apos liofilizado foi aplicado em
coluna de exclusdo molecular, Sephacryl S200 (1 cm x 80 cm), previamente equilibrada

com tampéo Tris-HCI 50 mM pH7,0 adicionado de NaCl 50 mM. Foram coletados
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fracoes de 1 mL e a vazao foi mantida em 0,3 mL/min. As fracbes contendo atividade
invertasica foram recolhidas em um Unico pool e entdo dialisada overnight contra agua
destilada e liofilizada.

Apoés concentrada, a amostra purificada foi aplicada em gel de poliacrilamida em
condicOes ndo desnaturantes (PAGE 6%) (Davis, 1964) e em condicfes desnaturantes
(SDS-PAGE 12%) (Laemmli, 1970), utilizando-se uma fonte ajustada para 120 V e 40

mA, corados com Comassie Brilliant-Blue R250.

3.11. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular nativa foi determinada utilizando-se coluna de excluséo
molecular Sephacryl S200 (1 x 80 cm), como descrito anteriormente. Foram utilizados
como marcadores de massa molecular $-amilase (200 kDa), &lcool desidrogenase (150
kDa), albumina de soro bovino (66 kDa) e anidrase carb6nica (29 kDa). O volume livre
da coluna (V,) foi de 86,3 mL, determinado com Blue Dextran 2000.

Ja a massa molecular da B-D-frutofuranosidase desnaturada foi determinada
utilizando-se SDS-PAGE 12% e como marcadores de massa molecular foram utilizados
a-2-macroglobulina (169 kDa), B-galactosidase (112,5 kDa), lactoferrina (92 kDa),
piruvatoquinase (67 kDa), fumarase (60 kDa), dehidrogenase latica (36,5 kDa) e triose

fosfato isomerase (31,5 kDa)

3.12. CARACTERIZACAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRA-

CELULAR PURIFICADA
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3.12.1. Influéncia da temperarura e pH na atividade B-D-
frutofuranosidésica
A andlise da influéncia da temperatura e pH reacionais sobre a atividade
invertasica foi realizada entre 30°C e 80°C, e valores de pH entre 3,0 e 10,0,
respectivamente, utilizando tampéo Mcllvaine pH 3,0-8,0 e tampédo CAPS pH 9,0 e
10,0.
A estabilidade térmica da enzima purificada foi verificada incubando-se aliquotas
enzimaticas em diferentes temperaturas (30 °C - 70°C) ou diferentes valores de pH (3,0
—10,0), sendo fracdes retiradas em intervalos de 10 minutos e armazenadas em banho

de gelo para posterior determinacéo da atividade enzimatica.

3.12.2. Efeito de diferentes compostos quimicos na atividade B-D-
frutofuranosidasica
Para avaliar o efeito de diferentes compostos (NaCl, AgNO3; CaCl,, MgCly,
MnCl,, KCI, NH4CI, AICl;, CuCl,, ZnCl,, CoCl,, FeCls, HgCl,, BaCl,, EDTA e B-
mercaptoetanol) sobre a atividade enzimética, estes foram adicionados a mistura
reacional em concentracdes finais de 1mM e 10mM. Depois do tempo reacional, as

aliquotas foram retiradas e ensaiadas para a atividade enzimatica.

3.12.3. Determinacao das constantes cinéticas

As constantes cinéticas (Km, Vmax € VmaxKm) para a B-D-frutofuranosidase
extracelular purificada foram determinadas pela representacdo grafica do duplo-
reciproco de acordo com Lineweaver-Burk (1934) utilizando o programa Enzyplot
(Leone et al. 1995). Os substratos utilizados foram sacarose, rafinose e inulina em

concentra¢des que variaram entre 0 — 50 mM.
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3.13. SECAGEM DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
EM SPRAY DRYER

Os experimentos de secagem foram realizados no Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento em Processos Farmacéuticos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP.

O extrato bruto extracelular obtido do cultivo de F. graminearum em FSS
utiizando farelo de trigo como substrato foi submetido a secagem utilizando o
equipamento Spray dryer SD 05 — Lab-Plant (Reino Unido) com camara de secagem
de 215 mm de diametro e 500 mm de altura. A temperatura de entrada do ar foi
padronizada em 100 °C e a temperatura de saida do ar variou entre 66,8°C e 70°C.
Para a protecdo da amostra enzimatica durante o processo de secagem foram
adicionados ao extrato bruto diferentes agentes protetores, como amido Capsul® (AC),
celulose microcristalina (CM), trealose (TR), B-ciclodextrina (CD) e lactose (LC) em
proporgdes de 2%, 5% e 10% (m/v).

A operacdo teve inicio com a alimentacédo e aquecimento do gas de secagem, e
assim que o equipamento encontrou-se estavel, foi iniciada a alimentacdo da solucdo
enzimética ja preparada com as diferentes concentrages dos adjuvantes. Uma vez a
solucdo enzimatica na camara de secagem, foram efetuadas medidas em intervalos
regulares, da temperatura de saida do gas (Tys) verificando-se a estabilidade do
equipamento. A retirada de amostra do produto seco foi realizada aproximadamente 30
minutos apos o inicio da operacao.

As amostras secas foram utilizadas para analises fisico-quimicas do produto de
secagem, sendo determinados a umidade, distribuicdo granulométrica, atividade de
agua e atividade invertasica residual da amostra seca. A umidade do produto seco foi

verificada utilizando estufa de convecc¢éo forgada. Para distribuicdo granulométrica foi
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dispersada uma quantidade da amostra seca sobre uma lamina de vidro e as imagens
foram obtidas em microscépio éptico acoplado com camera fotogréafica (Olympus —
modelo BX60MIV). As fotos foram analisadas por sistema de andlise de imagens
(Image Pro-Plus®, 2009) utilizando o diametro médio para a contagem das particulas (o
que se refere ao comprimento médio dos diametros medidos em intervalos de dois
graus e passando através do centro da particula). A taxa de recuperacdo do produto ou
o rendimento do processo foram calculados através de percentual entre a massa de p6

total coletada e a massa de sdlidos alimentada no equipamento (Souza, 2003).

3.13.1. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS EXTRATOS

SECOS EM SPRAY DRYER
As reacOes para verificacdo da influéncia da temperatura e do pH na atividade
invertasica foram realizadas entre 40°C e 80°C, e o pH entre 3,0 e 10,0, utilizando
tampéao Mcllvaine (pH 3,0-8,0) e tampdo CAPS (pH 9,0 e 10,0), tanto para a B-D-
frutofuranosidase em solugcdo aquosa quanto para a B-D-frutofuranosidase seca com

adjuvantes.

3.14. IMOBILIZACAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR EM
AGAROSE ATIVADA EM BROMETO DE CIANOGENICO (BrCN)

A quantidade de 1g de agarose 4BCL ativada com brometo de cioanogénio
(BrCN) foi hidratada com 100mL de &gua destilada e o pH ajustado para 2,0, por 30
minutos, sob agitacdo constante em agitador de rolos. Apés a ativagéo, 1g do suporte
hidratado foi adicionado a 10mL da solucdo enzimatica em tampéo fosfato de potéssio
5mM pH 7,0 (1:10 v/v). A suspenséo foi deixada sob agitagcédo overnigth, e entao filtrada

e lavada com agua destilada. O derivado foi conservado a 4°C.
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3.15. IMOBILIZACAO DA  B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRA-

CELULAR EM SUPORTES ALTERNATIVOS

Para os experimentos de imobilizacéo foi utilizado o extrato bruto contendo B-D-
frutofuranosidase. Os suportes algoddo para uso doméstico, papel de filtro, EVA (etil
vinil acetato), pano multiuso Ballerina®, bagaco de cana de acucar lavado, barbante e
gase foram lavados exaustivamente com agua corrente e deixados secar ao ar. Depois,
foi adicionado a estes suportes solucéo de polietilenimina (PEI) 0,2% (v/v) pH 7,0 por 2
horas, seguido de nova lavagem em agua corrente e secagem sob condicdo ambiental.
A solucdo contendo B-D-frutofuranosidase foi adicionada aos suportes-PEI, por 16
horas, temperatura ambiente e agitacdo estavel (25 a 30 rota¢des por minuto). Apds
esse tempo, as ligagdes cruzadas foram ativadas pela presenca de glutaraldeido (2%,
v/v) por 1 hora. A preparacéo foi lavada para remoc¢éo do excesso do ligante e grupos
aldeidos remanescentes (Godbole et al., 1990).

Para a determinacdo da atividade enzimatica imobilizada, foi padronizado o
pedaco do derivado a ser utilizado de aproximadamente 3x3 mm, para que todos
apresentassem a mesma darea e volume. Estes pedacos dos derivados foram
colocados para reagir em substrato sacarose 1% (m/v) em tampédo acetato de sodio
50mM pH5,0 por 2 horas e os agUcares redutores formados foram quantificados, como
descrito anteriormente.

Os derivados obtidos foram testados quanto a capacidade de realizarem
diferentes ciclos cataiticos sequencialmente. Para isso, os derivados foram colocados
em contato com substrato sacarose por 30 minutos a 50°C. Apds a reacdo, foram
retirados e lavados em agua corrente para serem novamente utilizados em um novo

ciclo catalitico.
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3.15.1. Efeito da temperatura na estabilidade da B-D-fruto-
furanosidase imobilizada em suportes alternativos
Os pedacos padronizados de derivados obtidos foram incubados em tampao
acetato de s6dio 50 mM pH 5,0 em temperaturas de 60°C e 70°C ou adicionados em
tampéao Mcllvaine pH 3,0, pH 5,0, pH 7,0 e pH 9,0, sendo estes retirados em diferentes
intervalos de tempo e mantidos em banho de gelo, para posterior verificacdo da
atividade invertasica. Como controle foram utilizados a enzima extracelular soltvel e o
derivado BrCN, e as aliquotas dos controles foram incubadas nas mesmas condicdes

acima citadas.

3.16. PRODUCAO DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS PELOS
DERIVADOS CONTENDO B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR

A atividade transfrutosilativa da (-D-frutofuranosidase de F. graminearum foi
investigada. Os derivados obtidos a partir de barbante, papel filtro e bagac¢o de cana de
cana de acucar foram submetidos a rea¢édo tendo como substrato sacarose 20% (m/v)
em tampdo acetato de sodio 100mM pH 5,0 a 50°C por 6 horas. A presenca de
frutooligossacarideos foi verificada qualitativamente por cromatografia em camada
delgada (TLC). Como fase movel, foi utilizada solucdo constituida por butanol: etanol:
adgua destilada (5:3:2; v/viv). Apds secagem em temperatura ambiente, a placa foi
revelada com solucao de orcinol 0,2% em acido sulfarico: metanol (1:9; v/v), e posterior
aguecimento da placa a 100°C para visualizacdo das manchas. Os padrdes utilizados

foram sacarose, glicose, frutose e os FOS nistose e 1-kestose.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDADES EM FERMENTA-
CAO SUBMERSA (FSBM)

Quanto a producdo de B-D-frutofuranosidase extracelular, as cepas testadas,
com excecao dos controles positivos (A. phoenicis e A. niveus), ndo apresentaram altos
niveis de producdo enzimatica e, por isso, foi avaliada a producdo da enzima
intracelular. Varios fungos foram capazes de produzir esta enzima, como A. parasiticus,
A. thermomutatus e Verde HO3. No entanto, o fungo Fusarium graminearum, mesmo
ndo sendo tdo eficiente como o0s mencionados anteriormente (Tabela 6), foi
selecionado para dar continuidade ao estudo, considerando-se a originalidade dos
dados. Examinando o género Aspergillus, apresentado na tabela 6, possui muitas
espécies sao boas produtoras de B-D-frutofuranosidases, como A. aculeatus, A. flavus,
A. parasiticus, A. niger e A. fumigatus, sendo que muitas ja foram assim caracterizadas
(tabela 1).

Considerando a baixa producao de B-D-frutofuranosidase extracelular pelo fungo
estudado, foi analisada a influéncia de diferentes fontes de carbono adicionadas ao
meio de cultivo com o intuito de aumentar a producdo enzimética. Quando o meio foi
adicionado com acucares simples (lactose, glicose, sacarose, frutose, maltose), nédo
houve favorecimento da producédo de B-D-frutofuranosidases pelo fungo. Ao contrario,
quando utilizado farelo de trigo e soja moida, a producdo das enzimas se tornou
aparente, a extracelular com atividades de 6,3 U/mL e 5,7 U/mL, respectivamente e a
intracelular com atividades de 17,2 U/mL e 14,7 U/mL para o farelo de trigo e soja
moida, respectivamente (Tabela 7). Mesmo observando-se a produgdo elevada da
enzima intracelular utilizando fontes de carbono como trigo em gréos (20,24 U/mL), o
farelo de trigo foi apontado como a melhor fonte de carbono, uma vez que a aplicacao

industrial de enzimas visa componentes com menos custos para sua obtencéo.
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Tabela 6. Fungos testados quanto a producédo de B-D-frutofuranosidases em FSbm

presentes na micoteca do Laborat6rio de Microbiologia e Biologia Celular da FFCLRP-

USP.

Atividade Invertasica (U/mL)

Cepa fungica Extracelular Intracelular Extra +
intracelular
1. Aspergillus phoenicis 8,72+0,42 10,69 £ 1,45 19,41
2. Aspergillus niveus 3,92+0,76 5,68 £ 0,45 9,60
3. Trichoderma harzianum 0,18 £ 0,08 0,16 = 0,06 0,34
4. Aspergillus versicolor 1,12+ 0,08 2,26 + 0,48 3,38
5. Penicillium herquei 0 0,10+ 0,05 0,10
6. Clodosporium sp. 0 1,78+0,11 1,78
7. Colletotricum sp. 1,17 £ 0,31 3,25+ 0,39 4,42
8. Fusarium graminearum 0,58 £ 0,05 4,90 £ 0,79 5,48
9. Aspergillus aculeatus 1,20+ 0,42 7,06 £ 0,79 8,26
10.Aspergillus flavus 1,28 +£0,24 3,01 +0,79 4,29
11.Aspergillus parasiticus 2,32+0,16 16,53 £ 0,96 18,89
12.Aspergillus thermomutatus 3,73+0,74 12,21 £ 0,96 15,94
13.Aspergillus niger 1,68 +£0,48 8,32+0,76 10,00
14.Aspergillus fumigatus 0,72+0,12 586+1,41 6,58
15.Cinza 05C 0 8,88+ 1,10 8,88
16.Verde HO3 0 15,57 + 2,24 15,57
17.Doce rosa 0 4,45 + 0,45 4,45
18.LH 05C 1,22 £ 0,45 5,76 £ 0,59 6,98
19.Cilagem 05 0,66 + 0,11 11,09+ 1,78 11,75
20.Verde claro 07 0,88 +£0,16 453+1,01 5,41
21.Bege HO1 0,51 + 0,05 4,37 + 0,36 4,88
22.Cinza escuro HO1 0,67 =+ 0,09 0,83 + 0,02 1,50

FSbm — meio Khanna adicionado de farinha de centeio 1% por 72h sob agitacdo 100 rpm a 30 °C. Os
fungos Preto VI e Amarelo vinhaga, ndo estdo mostrados na tabela, jA que ndo produziram (B-D-

frutofuranosidases.
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O farelo de trigo Mais Vitta® e a soja moida Mais Vitta® utilizados neste trabalho
foram comprados no mercado local. O farelo de trigo possui em sua composi¢cao 25%
de carboidratos, 18% de proteinas e 36% de fibras, e sem quantidade significativa de
gordura. Ja a soja moida, possui 31% de carboidratos, 23% de proteinas, 20% de
gorduras totais e 17% de fibras alimentares. Henz et al. (2009) analisaram oito tipos
diferentes de farelo de trigo e encontraram em média 88,25% de matéria seca, 17,57%
de proteina bruta, 2,73% de gordura bruta, 3,74% de matéria mineral, 45,1% de fibra,
0,98% de fésforo, de 0,05% de sodio, de potassio 0,84%, 0,08% de calcio e 0,33% de
magnesio.

A alta concentracao de nutrientes como carboidratos, proteinas e fibras do farelo
de trigo e da soja moida, proporcionou o aumento da producédo da enzima extracelular
em 34 e 32 vezes respectivamente, comparando quando a sacarose 1% (m/v) foi
adicionada ao meio de cultura. Este fator pode ter sido importante para o crescimento
do fungo sobre o substrato, proporcionando melhores condi¢cdes para producdo da
enzima.

Outros microrganismos também preferiram fontes de carbono complexas para
producdo de altos niveis enziméticos, como € o caso do A. phoenicis que produziu 15
vezes mais B-D-frutofuranosidase quando o farelo de trigo foi adicionado ao meio de
cultura comparando-se com a sacarose (Rustiguel et al., 2010). A pB-D-
frutofuranosidase do fungo Aspergillus ochraceus, foi obtida utilizando-se uma fonte de
carbono complexa, o bagaco de cana de acUcar, sob agitagdo a 40°C por 4 dias
(Guimarées et al., 2007). No entanto, hd muitos trabalhos descritos que trazem como
fonte de carbono mono ou dissacarideos para a produgao de (-D-frutofuranosidase por
microrganismos. Gutiérrez-Alonso et al. (2009) mostraram a producdo de B-D-

frutofuranosidase por Rhodotorula dairenensis utilizando a adicdo de maltose 2% (m/v)
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ao meio de cultivo. Para a B-D-frutofuranosidase produzida por Saccharomyces

cerevisiae NRRL Y-12632, utilizou-se sacarose 1% (m/v) (Rashad e Nooman, 2009)

Tabela 7. Influéncia de diferentes fontes de carbono na produgdo de B-D-

frutofuranosidases por Fusarium graminearum.

Atividade invertasica (U/mL)

Fontes de carbono Extracelular Intracelular Extra +
intracelular
Lactose 1,12+ 0,04 2,02 +0,25 3,14
Glicose 0,18 + 0,05 0,42 +0,22 0,60
Sacarose 0,18 + 0,05 6,37 + 0,19 6,55
Frutose 0,34 + 0,05 1,60+ 0, 20 1,94
Maltose 0,10+ 0,14 0,61 + 0,07 0,71
Amido 0,53+ 0,02 0,77 £ 0,09 1,30
Aveia 0,13 + 0,05 9,86 + 1,14 9,99
Farelo de trigo 6,26 + 1,41 17,17 £ 2,99 23,43
Bagaco de laranja 3,76 £0,84 13,12 + 3,47 16,88
Milho moido 0,37 £ 0,19 8,90 + 0,28 9,27
Sabugo de milho 4,40 +0,55 5,17 £ 0,64 9,57
Serragem fina 4,26 + 0,14 4,69 +0,19 8,95
Farinha de centeio 0,64 +£ 0,33 4,54 +111 5,18
Bagaco de cana sem lavar 0,13+0,11 8,88 £ 1,27 9,01
Bagaco de cana lavado 2,53 £ 0,06 2,29 £ 0,22 4,82
Soja moida 5,73+1,90 14,74 + 2,51 20,47
Trigo em graos 0,82 + 0,82 20,24 + 1,72 21,06

FSbm — meio Khanna por 72 horas sob agitacdo 100 rpm a 30 °C.
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4.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO EM FSBM PARA A

PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR

4.2.1. Plackett & Burman (PB) para 8 variaveis independentes

O delineamento experimental de Plackett-Burman é uma 6tima ferramenta para
a realizacdo de uma selecdo de variaveis, podendo ser utilizado para no minimo 4
variaveis independentes (Rodrigues e lemma, 2009). Quando existem muitas variaveis
a serem analisadas, propde-se que seja realizado um PB, e a partir de seus resultados
as variaveis nao significativas ou ndo importantes para o aumento da producéo
enzimatica sejam descartadas.

Neste primeiro experimento, foi analisado o efeito das concentracdes dos
componentes do meio de cultivo na producdo enzimatica. Na tabela 8 podem ser
observadas as atividades enzimaticas obtidas para delineamento experimental
realizado, sendo o experimento 10 o que proporcionou a melhor condicdo para a
producdo enzimatica, sendo farelo de trigo 1% (m/v), bagaco de cana de acucar 0,5%
(m/v), peptona 0,1% (m/v), KH,PO, 22 mM e solugéo de sais 10 mL tendo 120 horas
de cultivo. Utilizando um nivel de confianga de 95% (p < 0,05), a influéncia da variavel
X1 (Farelo de trigo), X3 (peptona), X, (extrato de levedura) X; (solugcéo de sais) e Xg
(tempo) foi significante. J4, utilizando nivel de confianca de 90% (p < 0,1), a influéncia
da variavel X, (bagaco de cana de aclcar) passou a ser significativa (Tabela 9). O valor
R? obtido para este planejamento foi de 0,84. Segundo Haaland (1989), quanto mais
préximo de 1,0 o valor do R?, mais seguro ser4 o modelo apresentado e as respostas

preditas.
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Tabela 8. Valores reais e codificados das varidveis independentes e as respostas obtidas
para o delineamento experimental PB 16 para producéo de B-D-frutofuranosidase extracelular

pelo fungo F. graminearum.

Farelo Bagaco Peptona Extrato KH,PO; MgSO,; Solucdo Tempo

Ensaios g (09 cana () (9 leved 09 (M) (M) sais (i) (roras) Ao’
1 2(+) 0(-) 0() 0(-) 22 (+) 0¢() 0() 120(+) 2,53
2 2(+) 0,5 (+) 0(-) 0() 0() 2 (+) 0(-) 24 (-) 1,92
3 2(+) 05(+) 0,1(+) 0(-) 0(-) 0() 10(+) 24() 3,92
4 2(+) 05+ 01(+) 02(+) 0(-) 0() 0() 120(+) 3,25
5 1(-) 05(+) 01(+) 02(+) 22(+) 0¢() 0() 24 (-) 0,07
6 2(#)  0() 01(+) 02(+) 22(+) 2(+) 0() 24() 0,84
7 1() 05() 0() 02(+) 22(+) 2(+) 10+ 24() 2,53
8 2(+) 0(-) 0,1(+) 0(-) 22(+) 2(+) 10(+) 120(+) 5,76
9 2 05(#) 0() 02(#) 0() 2(#) 10(+) 120(+) 553
10 1() 05() 01(*) 0() 22(+) 0() 10(+) 120(+) 7,38
11 1() 0() O01(+) 02(+) 0() 2(#) 0() 120(+) 215

12 2(#) 0() 0() 02(#) 22(+) 0() 10(+) 24() 2,61
13 1() 05(*) 0() 0() 22(+) 2@+ O0() 120(+) 1,00
14 1()  0() 01(*) 0() 0() 2() 10(+) 24() 2,61
15 1() 0() 0( 02(*) 0() 0() 10(+) 120(+) 3,46
16 1() 0() 0() 0() 0(-) 0() 0() 24() 1,46
17  1,5(0) 0,25(0) 0,05(0) 0,1(0) 11(0) 1(0) 5() 72(0) 2,84
18 1,5(0) 0,25(0) 0,05(0) 0,1(0) 11(0) 1(0) 5() 72(0) 3,07

19  1,5(0) 0,25(0) 0,05(0) 0,1(0) 11(0) 1() 5(@©) 72(0) 3,30
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Tabela 9. Efeitos obtidos para o delineamento PB 16 analisando a atividade -

frutofuranosidasica como fator dependente.

Efeitos Erro Padrédo t(29) p-valor

Média 3,02 0,12 23,95 0,000*
X1 - Farelo de trigo (%) 0,74 0,27 2,71 0,011%
X, - Bagaco de cana (%) 0,53 0,27 1,94 0,061°
X3 - Peptona (%) 0,67 0,27 2,46 0,019*
X4 - Extrato de levedura (%) -0,89 0,27 -3,27 0,002*
Xs - KH,PO,4 (MM) -0,43 0,27 -1,59 0,122
X6 - MgSO,4 (mM) -0,29 0,27 -1,06 0,294
X7 - Solucéo de sais (mL/frasco) 2,65 0,27 9,67 0,000*
Xg - Tempo (horas) 1,60 0,27 5,82 0,000*

"~ _ fatores significantes (p < 0,05)
B _ fatores significantes (p < 0,1)



4.2.2. Planejamento fracionado 2°*

Dando continuidade a otimizacdo da producdo da B-D-frutofuranosidase em
FSbm foi realizado também um planejamento 2°*. Os cultivos de F. graminearum foram
realizados utilizando as melhores condicdes para a producdo enzimatica, como
definidos no ensaio 10 no PB, ou seja, as melhores concentragcdes dos componentes
do meio de cultivo foram fixadas para os demais experimentos. A atividade invertasica
foi avaliada e os dados apresentados na tabela 10, sendo que para esse experimento,
também avaliadas algumas condi¢cdes de cultivo, ndo utilizadas em PB, para o
crescimento e producdo da enzima pelo fungo (temperatura e pH inicial do meio).
Utilizando um nivel de confianca de 95% (p < 0,05), a influéncia da variavel X; (Farelo
de trigo) e X3 (tempo de cultivo) foram significativas, e também as interacdes entre as
variaveis X; e Xz (farelo de trigo e tempo de cultivo), X; e X4 (farelo de trigo e
temperatura), X, e Xs (bagaco de cana de acucar e pH inicial) e X3 e X4 (tempo de
cultivo e temperatura) (Tabela 11). O R? obtido foi de 0,93.

Considerando o0s resultados apresentados nos experimentos de PB e
planejamento fracionado 2°*, pode-se inferir que o meio de cultivo otimizado para a
producdo da enzima por F. graminearum deve conter farelo de trigo 2% (m/v), bagaco
de cana 0,5% (m/v), peptona 0,1% (m/v), KH,PO, 22 mM e solugcdo de sais
10mL/frasco, além da temperatura de cultivo de 35°C e pH inicial 6,5 sob agitacdo de

100 rpm.
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Tabela 10. Valores codificados das variaveis independentes e as respostas
obtidas para planejamento fracionado 2°* para producéo de B-D-frutofuranosidase

extracelular pelo fungo F. graminearum.

Farelo Bagaco Tempo Temperatura pH

_ _ A _PT Atividade
Ensaios tng)cél(%) can;z(%) (hc;(r:s) (xi) m;;al (UimL)
1 10) 0() 24()  25() 65(%) 0,85
2 1() 0() 24()  35(+)  45() 0,13
3 1() 0(-) 120(+) 25()  45() 5,72
4 1() 0(-) 120(+) 35(+) 65(+) 2,34
5 1() 05(+) 24() 25()  45() 0,29
6 1() 05(+) 24() 35(+)  65(+) 0,62
7 1() 05(+) 120(+) 25() 65(+) 4,62
8 1() 05(+) 120(+) 35(+)  45() 3,21
9 2 (+) 0() 24(-) 25()  45() 0,98
10 2 (+) 0() 24() 35(+)  65(+) 0,73
11 2 (+) 0(-) 120(+) 25() 65(+) 3,83
12 2 (+) 0(-) 120(+) 35(+)  45() 6,85
13 2(+) 05(+) 24() 25() 65(+) 1,08
14 2(+)  05(+) 24() 35(+)  45() 0,16
15 2(+) 05(+) 120(+) 25()  45() 4,27
16 2(+) 05(+) 120(+) 35(+) 65(+) 7,10
17 150) 025(0) 72(0) 30(00)  6(0) 4,91
18 1,5(0) 025() 72(0) 30(0)  6(0) 4,66

19 1,5(0) 0,25(0) 72(0)  30(0) 6 (0) 3,67




Tabela 11. Efeitos obtidos para o planejamento fracionado 2°! analisando a

atividade B-frutofuranosidasica como fator dependente.

Contraste Erro padréao t(22) p-valor
Mean/Interc. 3,02 0,13 22,41 0,000*
X1 - Farelo de trigo (%) 1,18 0,29 4,03 0,000*
X, - Bagaco de Cana (%) 0,30 0,29 1,05 0,304
X3 - Tempo (h) 4,26 0,29 14,50 0,000*
X4 - Temperatura (°C) 0,25 0,29 0,85 0,401
Xs - pH incial 0,09 0,29 0,31 0,753
FT (X1) x BC (X) 0,22 0,29 0,75 0,456
FT (X1) X tempo (Xs) 0,79 0,29 2,70 0,013
FT (X1) X T (Xa) 1,38 0,29 4,72 0,000
FT (X1) X pH (Xs) 0,34 0,29 1,15 0,259
BC (X2) x tempo (X3) 0,42 0,29 1,46 0,158
BC (X2) X T (Xa) 0,47 0,29 1,62 0,117
BC (X2) x pH (Xs) 1,65 0,29 5,64 0,000*
tempo (X3) X T (Xa4) 0,69 0,29 2,37 0,026"
tempo (X3) X pH (Xs) -0,16 0,29 -0,56 0,579
T (X4) X pH (Xs) 0,37 0,29 1,26 0,218

" _ fatores significantes (p < 0,05); FT — farelo de trigo; BC — bagaco de cana de aclcar, T —

temperatura



4.2.3. Delineamento do composto central rotacional (DCCR) para 2
variaveis independentes
Os valores das atividades B-D-frutofuranosidasicas de cada um dos ensaios,
considerando as variaveis independentes, concentracdo de farelo de trigo e tempo de
cultivo, selecionadas anteriormente pela sua significancia, estdo mostrados na tabela
12. O experimento 7 foi o que proporcionou melhores condicbes para a producéo

enzimatica extracelular (16,41 U/mL) por F. graminearum.

Tabela 12. Valores das respostas obtidas no DCCR para a

producao de B-D-frutofuranosidase pelo fungo F. graminearum.

] Farelo de Tempo o
Ensaios trigo (%) (horas) Atividade
X, X, (U/mL)
1 3,3(-) 110 (-) 4,32
2 3,3 () 178 (+) 1,76
3 4,7 (+) 110 (-) 6,32
4 4,7 (+) 178 (+) 4,08
5 4,0 (0) 192 (+1,41) 1,92
6 4,0 (0) 96 (-1,41) 7,04
7 5,0 (+1,41) 144 (0) 16,41
8 3,0 (-1,41) 144 (0) 4,81
9 4,0 (0) 144 (0) 12,42
10 4,0 (0) 144 (0) 10,16
11 4,0 (0) 144 (0) 12,56
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Considerando a producdo enzimatica as duas variaveis apresentaram

significancia em parametros distintos. A variavel farelo de trigo foi significante no

parametro linear, e a variavel tempo no parametro quadratico em nivel de significancia

de 90% (p < 0,1). Com nivel de significancia de 95% (p < 0,05), apenas o tempo, no

parametro quadratico mostrou-se significativo (Tabela 13).

Tabela 13. Anélise de efeitos e interagcbes para atividade B-D-frutofuranosidasica

no DCCR.

Efeitos  Erro padréo t(5) p-valor
Média 11,72 1,74 6,72 0,000*
Farelo de trigo X;.(L) 5,18 2,13 2,42 0,059°
Farelo de trigo X; (Q) -2,83 2,55 -1,11 0,317
Tempo X, (L) -3,01 2,13 -1,40 0,217
Tempo Xz (Q) -8,99 2,55 -3,52 0,016*
Farelo de trigo x tempo 0,16 3,02 0,05 0,959

~ _ fatores significantes (p < 0,05)
B _ fatores significantes (p < 0,1)

Baseado na andlise de variancia (Tabela 14), o teste F mostrou que o modelo,

aqui apresentado, é confiavel, sendo o valor calculado (16,23) cerca de 5 vezes maior

que o tabelado (3,11), indicando que o modelo de segunda ordem é estatisticamente

significativo e preditivo. Desta forma a atividade enzimética (Y) pode ser predita em

funcdo das varidveis farelo de trigo (%) e tempo (horas) através de uma modelo

equacional codificado (Equacédo 1). Considerando apenas os parametros significativos,

é possivel construir um modelo equacional codificado reduzido (Equacao 2).

46



Tabela 14. Analise de variancia para a o DCCR.

Fonte de Somados Graus de Quadrado
variacao guadrados liberdade meédio Fcalculado
Regressao 180,02 2 92,51 16,23
Residuo 45,62 8 57
Total 230,64 10

F02,95;5;27:3,11
R“=0,80/90%

Equacdo 1: Y= 11,7 + 2,6X; — 1,4X:°— 1,5X5 — 4,5X,% + 0,1X1. X5

Equacdo 2: Y= 11,7 + 2,6X; — 4,5X,°

Sendo as analises significativas, a partir do modelo reduzido foi gerada a
superficie de resposta para determinacdo das melhores faixas de concentracdo de
farelo de trigo e tempo de cultivo para a producdo enzimatica. Na figura 3 pode ser
observado que a producdo enzimatica maxima pode ser obtida entre 110 e 160 horas e
em concentracgdes de 4,0 - 5,0% (m/v) de farelo de trigo como fonte de carbono.

Considerando os resultados dos experimentos de planejamento fatorial, foi visto
as condi¢des de cultivo que favoreceram a producédo da enzima pelo F. graminearum
foi farelo de trigo 4,0% (m/v), bagaco de cana 0,5% (m/v), peptona 0,1% (m/v), KH,PO4
22 mM, solucgdo de sais 10mL/frasco, pH inicial de cultivo 7,5 a 35°C. Nestas condi¢cées
0 microrganismo foi capaz de produzir cerca de 5 vezes mais enzima, quando
comparado ao primeiro experimento utilizando farinha de centeio 1% (m/v) como fonte

de carbono.
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Figura 3. Superficie de resposta para a producao B-D-frutofuranosidasica extracelular

(U/mL) em funcéo do tempo de cultivo e da concentracao de farelo de trigo como fonte
de carbono.

Os experimentos de planejamento fatorial foram UGteis na otimizacdo das
condicOes de cultivo para produgao de (B-D-frutofuranosidase extracelular pelo fungo F.
graminearum. Nas condi¢des otimizadas o fungo foi capaz de produzir e exteriorizar a
enzima (16U/mL). Neste processo foi possivel determinar tanto os componentes
necesséarios ao meio de cultivo (farelo de trigo, bagaco de cana, peptona, KH,POy,),
para o desenvolvimento microbiano e produgdo enzimatica, descartando outros que

nao influenciaram a producédo enzimatica (extrato de levedura e MgSQO,), como também

as condicbes de cultivo, aumentando-se o0 periodo fermentativo e ajustando
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temperatura e pH inicial, o que proporcionou ao fungo melhores condi¢des para sintese
da enzima podendo reduzir os custos do processo. Comparando-se com algumas 3-D-
frutofuranosidases ja descritas, a B-D-frutofuranosidase extracelular de F. graminearum
foi produzida de forma mais vagarosa, no entanto a reducédo temperatura de cultivo
pode ser um fator interessante para sua aplicabilidade, ja que requer menos energia
para a manutencao da temperatura. Alegre et al. (2009) verificaram a producéo de B-D-
frutofuranosidase por A. caespitosus em 72 horas, mantendo a temperatura em 40°C,
sendo que as mesmas condi¢des foram observadas para A. niveus (Guimaraes et al.,
2009), A. phoenicis (Rustiguel et al.,, 2010) e Paecylomyces variotii (Giraldo et al.,
2011). Para a producéo invertasica pelo fungo A. ochraceus foi observado o tempo de
96 horas de cultivo em temperatura de 40°C (Guimarées et al., 2007).

A otimizacao da producéo enzimatica por microrganismos, apesar de apresentar
um potencial fantastico para o mercado dessas proteinas, ainda € muito pouco
utilizado. A utilizacdo do planejamento fatorial ja foi descrita para otimizacdo da
producdo de algumas enzimas microbianas como a-amilase. (Tanyildizi et al., 2005),

alcalino-protease (Chauhan e Gupta, 2004) e lipase (Kempka, 2007).

43. PRODUCAO DE B-D-FRUTOFURANOSIDASE POR F.

graminearum EM FERMENTACAO EM SUBSTRATO SOLIDO (FSS)

A Fermentacdo em Substrato Solido (FSS) foi realizada na tentativa de aumentar
0s niveis de producdo de B-D-frutofuranosidase por F. graminearum. A producéo
enzimatica em FSS apresenta algumas vantagens quando comparada a FSbm, como a
similaridade das condi¢Ges ambientais naturais para o crescimento do fungo, utilizacao
de substratos com baixo custo como residuos ou produtos agroindustriais, e ainda

producéo de altos indices enzimaticos (Rustiguel et al., 2011).
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Assim como para a fermentacdo submersa, o farelo de trigo e a soja moida
proporcionaram as melhores condi¢cdes para a producdo de B-D-frutofuranosidase por
F. graminearum quando utilizados como fontes de carbono/substratos em FSS. O
farelo de trigo foi preferido por se tratar de um residuo agroindustrial com valores
reduzidos em relacdo ao grao de soja (Tabela 15). J4 os residuos bagaco de laranja,
serragem fina, bagaco de cana de acgUcar lavado e serragem nao foram bons
substratos para a producédo dessa enzima (dados ndo mostrados). Os dados descritos
sobre a producdo de B-D-frutofuranosidase em FSS ainda sdo escassos. Alguns
residuos agroindustriais ja foram apontados na producdo de enzimas em FSS,
incluindo o bagaco de cana de acucar, farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de milho,
palha de arroz, palha de trigo, casca de soja, sabugo de milho, casca de banana,
residuo de cha e bagaco de maca. No entanto, o farelo de trigo € o mais comum dentre
os residuos utilizados (Sangeetha et al., 2004). Além do baixo custo de producdo em
FSS, outra vantagem é a simplicidade na operacéo, alta produtividade e concentracao
do produto e baixa incidéncia do crescimento de organismos contaminantes
(Balasubramaniem et al., 2001). Rustiguel et al. (2011) descreveram 0 sucesso da
producao de B-D-frutofuranosidase em FSS pelo fungo Aspergillus phoenicis utilizando
farelo de soja como fonte de carbono/substrato umedecido com agua de torneira (1:0,5,
m/v). As B-D-frutofuranosidases foram produzidas por Saccharomyces cerevisiae
utilizando residuos de cenoura vermelha como fonte de carbono/substrato (Rashad e

Nooman, 2009).
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Tabela 15. Fontes de carbono/substratos utilizados para a
producdo de B-D-frutofuranosidase em FSS pelo fungo F.

graminearum.

Fonte de carbono/ substrato Atividade/ g de substrato

(U/g substrato)

Trigo moido 2,40+ 0,22
Milho moido 4,80+ 1,35
Soja moida 110,57 £ 11,69
Trigo em graos 3,06 £ 2,07
Sabugo de milho 6,40 £ 1,50
Farinha de centeio 2,40 £ 0,56
Farelo de trigo 108,11 £ 5,49
Casca laranja 15,08 £ 1,29

FSS — umedecida com agua de torneira (1:1, m/v), incubado por 7 dias a
30°C e 60% de umidade relativa do ar

Na figura 4 o crescimento abundante de F. graminearum sobre o farelo de trigo
pode ser observado. Este residuo mostrou-se eficaz como suporte e fonte de nutrientes
para a propagacao do fungo, e também proporcionou as condi¢cdes necessarias para
producdo de B-D-frutofuranosidase. O fungo cresceu de forma constante formando
uma rede de micélio e em um curto espaco de tempo (7 dias) ja ndo era possivel
identificar os flocos de farelo de trigo, apenas a massa micelial branca. O baixo custo
deste residuo agroindustrial € um fator importante que deve ser considerado para

obtencao de culturas fungicas e a produgéo de enzimas.
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Figura 4. Fotomicrografias da FSS utlizando farelo de trigo como fonte de
carbono/substrato (A) e crescimento de fungo F. graminearum sobre substrato solido
apos 7 dias de cultivo a 30 °C (B).

4.3.1. Efeito de diferentes solugbes umidificantes na FSS sobre a
producéo de B-D-frutofuranosidases
A solugéo umidificante do meio de cultura na FSS tem importancia fundamental
para o crescimento do fungo e producao de enzimas. O nivel de umidade em FSS pode
influenciar a biossintese e secrecao de enzimas, devido a interferéncia do umidificante
nas propriedades fisicas das particulas solidas (substrato), diminuindo assim a
porosidade e impedindo a penetracdo do oxigénio e conseqlentemente o crescimento
do microrganismo (Ramesh e Lonsane, 1990).

No caso da producédo de B-D-frutofuranosidase em FSS utilizando farelo de trigo
como substrato/fonte de carbono pelo fungo F. graminearum, as 5 solucbes
umidificantes proporcionaram, de forma muito semelhante, a producdo da enzima
extracelular pelo fungo, sendo que a variagdo ocorreu entre 118,2 U/g substrato
(solucao de sais SR) e 100,4 U/g substrato (solucéo de sais Khanna). A producéo de -
D-frutofuranosidase quando o substrato/fonte de carbono foi umidificado com agua de

torneira foi de 110,7 U/g substrato (Figura 5), e por n&o apresentar diferencas
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signicantes com relacdo as demais, esta solucdo foi escolhida para posteriores
experimentos por ser de facil acesso e baixo custo. A agua de torneira € uma solugéo
gue contém sais e ions em baixas concentracdes, como ppm (partes por milhdo) e
pode ter compostos que também que contribuam para o desenvolvimento do
microrganismo, e consequentemente, para a producdo da enzima. A composicdo da
agua da torneira utilizada para este experimento foi aluminio 0,009 mg/L, ferro 0,008
mg/L, fluoreto de 0,2 mg/L, 0,019 nitrogénio mg/L, cloro 1,15 mg/L. A lei brasileira
estabelece alguns valores maximos aceitaveis para consumo humano, de agua, tal
como aluminio (0,2 mg/L), cloreto (250 mg/L), ferro (0,3 mg/L), manganés (0,1 mg/L),
de sddio (200 mg/L), sulfato (250 mg/L), sulfeto de hidrogénio (0,05 mg/L) e zinco (5
mg/L). Para a reproducédo de tais concentracfes, seria necessario a analise quimica
desta agua e ainda a utilizacdo de equipamentos de pesagem muito precisos, 0 que
torna o processamento praticamente inviavel. Assim, pode-se dizer que, mesmo que a
agua de torneira apresente diferencas regionais, ainda assim, devem possuir
semelhancas consideraveis em suas composicoes.

Rustiguel et al. (2010) observaram que para A. phoenicis a maior producao
enzimética ocorreu quando ao cultivo foi adicionado de agua de torneira, diferindo de
Goulart et al. (2003) que utilizaram agua destilada para umidificar o meio de cultivo
para a producdo enzimatica por Rhizopus sp.. Alegre et al. (2009) constataram que A.
caespitosus teve maior producdo enzimatica quando o substrato foi umedecido com
solucédo de sais de SR, semelhante ao observado por Giraldo (2011) para o fungo A.

terreus.
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Figura 5. Producdo B-D-frutofurnosidase extracelular pelo fungo F. graminearum em
FSS tendo farelo de trigo como substrato, umidificados com diferentes solugdes (1:1,
m/v), sendo o cultivo realizado por 7 dias a 30°C em ambiente com umidade relativa de
60%.

Uma vez escolhida a dgua de torneira como umidificante para a FSS utilizando
como substrato/fonte de carbono farelo de trigo, foi verificada a influéncia de diferentes
proporcbes deste umidificante na producdo de [-D-frutofuranosidases por F.
graminearum. A proporcdo que mais favoreceu a producdo enzimatica foi 1:1 (m/v) com
109,3 U/g substrato, sendo que as demais proporgdes praticamente ndo apresentaram
diferengas quanto a producao da enzima (Figura 6).

A umidade do substrato/fonte de carbono €& fundamental para a producao
enzimatica pelo fungo. Em casos onde o meio estd sem umidade, além da producéo
ser reduzida, a exteriorizagdo da enzima pelo fungo pode ser dificultada, tornando
praticamente impossivel sua obtencdo. No entanto, se existe quantidade excedente do
umidificante, a aderéncia do fungo ao substrato pode ser dificultada, e este por falta de

acesso a sua fonte de nutrientes podera ndo produzir a enzima para degrada-lo.
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Figura 6. Producéo de B-D-frutofurnosidase extracelular pelo fungo F. graminearum em
FSS tendo farelo de trigo como substrato, umidificados com agua de torneira em
diferentes proporc¢des (m/v), sendo o cultivo realizado por 7 dias a 30°C em ambiente

com umidade relativa de 60%

4.3.2. Producado de B-D-frutofurnosidase extracelular em funcao do

tempo de cultivo
Para se verificar qual o melhor tempo de cultivo para a produ¢cdo maxima de B-
D-frutofurnosidase, meios com farelo de trigo como substrato/fonte de carbono
umidecidos com agua de torneira na propor¢ao 1:1 (m/v) foram utilizados. Neste caso,
a maior producdo enzimética (150 U/ g substrato) foi obtida entre o 9° e 12° dias do
cultivo como mostrado na figura 7. Em tempos superiores, a producdo enzimatica foi
diminuida, o que pode ser explicado pelo aumento de fontes de carbono prontamente
assimilaveis, como a glicose obtida da hidrélise dos carboidratos presentes, bem como

um possivel aumento de proteases que degradariam a B-D-frutofuranosidase.
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O periodo de cultivo do microrganismo para a producdo da enzima de 9 dias,
mostrou-se tardio quando comparado com os dados apresentados para B-D-
frutofuranosidases produzidas por outros fungos em FSS, e isso pode ser devido ao
crescimento vagaroso do fungo no substrato, e consequente retardo na producao de
produtos extracelulares. O periodo de 72 horas de incubacéo foi utilizado para a
producéo de B-D-frutofuranosidases pelos fungos A. caespitosus (Alegre et al., 2009),
A. niger (Balasubramaniem et al., 2001) e A. phoenicis (Rustiguel et al., 2010). Para o
fungo Fusarium sp. (Shaheen et al., 2008) o periodo de 96 horas de cultivo foi o0 melhor
para a producdo enzimatica e para Rhizopus sp. a melhor producdo da enzima pelo

fungo foi obtida apds 168 horas de cultivo (Goulart et al., 2003).
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Figura 7. Producdo de B-D-frutofuranosidase extracelular pelo fungo F. graminearum
em fungdo do tempo de cultivo em FSS com farelo de trigo como substrato/fonte de
carbono, umidificado com agua de torneira (1:1, m/v) a 30°C em ambiente com

umidade relativa de 60%.
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4.4. PURIFICACAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRA-

CELULAR PRODUZIDA POR F. graminearum

O extrato bruto extracelular obtido em FSS por F. graminearum foi aplicado em
coluna cromatografica DEAE-Celulose, sendo a fragdo invertasica eluida como Unica
forma com 0,25 M de NaCl através de um gradiente linear (0-1 M) (Figura 8A). As
fracbes com atividade enzimatica foram reunicas em um pool, dialisado contra agua
destilada overnight, liofilizado, e aplicado em coluna de exclusdo de massa molecular
Sephacryl S200 (Figura 8B), sendo eluida como unica forma. Desta forma, a enzima foi
purificada 8,41 vezes com recuperacdo de 14% (Tabela 16). Em PAGE, revelou-se
uma Unica banda proteica e em SDS-PAGE, foram reveladas 2 bandas proteicas de 94
kDa e 66 kDa (Figuras 9 A e B), supondo-se um heterodimero, uma vez que a massa
molecular nativa, estimada pela coluna de filtracdo Sephacryl S200 foi de 159 kDa .

A B-D-frutofuranosidase extracelular de S. cerevisiae NRRL Y-12632 produzida
em FSS com residuos de cenoura, foi purificada 29 vezes com rendimento de 4,7% em
coluna DEAE-Celulose e Sephacryl S300, sendo a massa molecular da proteina
estimada em 95,5 kDa (Rashad e Nooman, 2009). A B-D-frutofuranosidase produzida
por A. phoenicis foi purificada 12,5 vezes utilizando colunas cromatograficas DEAE-
Celulose e Sephacryl S200 com rendimento final de 7,5%, sendo caracterizada como
homodimero com duas subunidades de 70 kDa (Rustiguel et al., 2010). Comparando-
se a estas B-D-frutofuranosidases descritas, o processo de purificagcdo aqui

apresentado foi mais eficiente.
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Figura 8. Perfis cromatograficos em colunas DEAE-celulose (A) e Sephacryl S200 (B)
para a B-D-frutofuranosidase produzida por F. graminearum em FSS utilizando farelo

de trigo como fonte de carbono/substrato. Simbolos: (m) Absorbancia 280 nm, (e)
Atividade invertasica (U/mL).
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Figura 9. Perfis eletroforéticos em SDS-PAGE 12% (A) e PAGE 6% (B) para a B-D-

frutofuranosidase extracelular de F. graminearum corados com Comassie Brilliant-Blue
R250.
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Tabela 16. Purificacdo da B-D-frutofuranosidase extracelular produzida por F.

graminearum em FSS.

Passo Vol  Atividade Proteina  Ativ. Esp. Rec. Fator purific.
purificacao (mL) (Utotais) (mg total) (U/mg) (%) (vezes)
Extrato bruto 100 1626 199 8,17 100 1
Etanol (1:1) 30 871 35 24,88 53,57 3,04
DEAE-celulose 24 370 12 30,83 22,75 3,77
Sephacryl S200 12 227 3,3 68,78 13,96 8,42

Vol = volume; Ativ. Esp. = atividade especifica; Rec. = recuperacao; Fator purific. = fator de purificagao

4.5. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA B-D-FRUTOFURANO-

SIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA DE F. graminearum

4.5.1. Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade
frutofuranosidasica
A B-D-frutofuranosidase extracelular produzida por F. graminearum teve
atividade maxima de 55 - 60°C e em pH 4,5 (Figura 10 A e B). Os valores 6timos
obtidos se assemelham com os dados ja descritos para as B-D-frutofuranosidases
produzidas por R. dairenensis (Gutiérrez-Alonso, et al., 2009), A. phoenicis (Rustiguel
et al., 2010) e S. cerevisiae (Rashad e Nooman, 2009).
Adicionalmente, a B-D-frutofuranosidase produzida por F. graminearum foi

totalmente estavel em temperaturas entre 30°C e 50°C por 1 hora, mantendo cerca de
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70% de atividade a 60°C por 10 minutos. Considerando a temperatura de 70°C, o Tsg
foi de apenas 6 minutos (Figura 10C). O aumento de temperatura provoca maior
agitacdo das moléculas, melhorando as possibilidades de elas se chocarem para
reacdo. No entanto, se a temperatura continua se elevando, a agitacdo das moléculas
se torna téo intensa que as ligacGes que estabilizam a estrutura espacial da enzima se

rompem causando sua desnaturacdo (Nelson e Cox, 2005).

Quanto a exposicdo a diferentes valores de pH, a enzima foi estavel, com
atividade residual acima de 80% entre o pH 3,0 e 8,0 por 30 minutos e acima de 75%
para pH entre 3,0 e 10,0 por 10 minutos (Figura 10D). Considerando que a remocéao de
um préton a partir do residuo de um aminoacido na proteina, pode eliminar uma
interacdo essencial para estabilizar a conformacdo ativa da enzima (Nelson e Cox,
2005), a reducéo da estabilidade da enzima ap6s 30 minutos de exposi¢cdo em valores
acima do pH 7,0 pode ocorrer devido a desprotonacdo de aminoacidos importantes
presentes no sitio ativo desta proteina, levando a desestruturacdo e,

consequentemente reducao da atividade catalitica.

As [B-D-frutofuranosidases de F. graminearum foram mais estaveis que a
produzida por Aspergillus caespitosus, sendo estaveis a 50°C e com meia vida (Tsp) de
50 minutos e 60 minutos para as formas intra e extracelular, respectivamente (Alegre et
al., 2009). No entanto a B-D-frutofuranosidase de Rhodotorula glutinis foi mais estavel a
temperatura de 60°C durante 30 minutos. Por outro lado, quanto a estabilidade ao pH,

houve diminuicdo de 93% da atividade enzimatica em pH 8,0 (Rubio et al., 2002)
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Figura 10. Determinacdo temperatura Gtima aparente (A), pH 6timo aparente (B),
estabilidades térmica (C) e ao pH (D) para B-D-frutofuranosidase extracelular produzida
por F. graminearum em FSS. Simbolos: C) 30°C (m), 40°C (e), 50°C (A), 60°C (V),
70°C (1), D) 0 min (o), 10 min (o), 30 min (A) e 50 min (V).

45.2. Efeito de diferentes sais e outros compostos na atividade
frutofuranosidasica
Avaliando o efeito de diferentes compostos sobre a atividade enzimatica, o Mn?*

foi o ion que mais ativou a B-D-frutofuranosidase estudada (127%), seguido por K,

com atividade catalitica elevada 75%, quando adicionado 1mM do sal. Quando
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concentracdo elevada (10 mM) foi adicionada ao meio reacional, foi observado um
aumento na atividade enzimatica também na presenca de Ca" (54%) e Mg** (44%) e
diminuicdo da atividade quando presente Mn?* (87%) e K' (64%). A enzima foi
totalmente inibida na presenca de 1mM de Hg?* e parcialmente inibida (76%) quando
adicionado Ba®** na reacdo enzimatica (Tabela 17). A presenca de fons na solugéo
protéica pode afetar seu pH, de forma inespecifica, os ions podem interagir com a
carga dos grupos laterais dos aminoacidos na proteina (Kunz, 2006). Esta interacao
pode modificar a estrutura conformacional da enzima, ou ainda, o ion pode agir
diretamente no sitio ativo, afetando a interacdo com o substrato. O ion mercurio pode
agir com grupos tidis ou podem reagir com grupos com residuos de histidina e
triptofano reduzindo a atividade enzimatica, enquanto que, a ativacdo na presenca de
cations divalentes pode ser explicada por reacdes ndo especificas com a proteina, uma
vez que muitos ions metalicos agem como cofatores, aumentando a atividade catalitica
de uma variedade de enzimas (Gongalves et al., 2012).

Assim como a B-D-frutofuranosidase estudada, a enzima produzida por A. niveus
também foi ativada por Mn?*, além dos fons Cu*, Mg®* e Na** (Guimaraes et al., 2009).
Alegre et al. (2009) mostraram a ativacao da enzima produzida por A. caepitosus pelo
mesmo ion, com 49% de aumento na atividade enzimética intracelular e 26% para a
enzima extracelular, sendo também ativadas por Ca** e inibidas por Hg®*. Para R.
glutinis, a presenca de K*, Co?*, Na', Cu** e Fe®" favoreceu a atividade invertasica
(Rubio et al., 2002). Ao contrario do exposto para a enzima estudada, a B-D-
frutofuranosidase extracelular produzida por A. phoenicis foi inibida na presenca do ion
Mn%*, mas apresentou ativacdo quando o K* esteve presente na reacdo enzimatica

(Rustiguel et al., 2010).
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A presenca de EDTA e B-mercaptoetanol, ndo afetaram significativamente a
atividade catalitica da proteina (Tabela 17). Este ultimo atua perturbando as pontes
dissulfetos entre as subunidades, o que pode causar a dimiuicdo da atividade catalitica
da enzima (Riul et al., 2013). A inibicdo por B-mercaptoetanol, ao contrario do
apresentado neste trabalho, ja foi descrita para varias enzimas, como tanases de A.
niger (Aguilar e Gutiérrez-Sanches, 2001), P. variotii (Battesin e Macedo, 2007) e
Rhizopus oryzae (Mukherjee e Banerjee, 2006). O EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético) € um composto quelante, capaz de formar complexos estaveis com varios ions
metalicos e na maioria das enzimas afeta a atividade catalitica negativamente. A B-D-
frutofuranosidase de A. phoenicis foi sensivel a este agente tendo sua atividade
reduzinda 26% (Rustiguel, et al. 2011). No entanto, para a enzima produzida por F.
graminearum o EDTA ndo mostrou efeito significativo na atividade enzimatica,

sugerindo que esta proteina nao € dependente de um ion metalico divalente especifico.
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Tabela 17. Efeito de diferentes compostos sobre a atividade invertasica de F.

graminearum produzida em FSS.

Atividade invertasica relativa (%)

ImM 10mM ImM 10mM
NaCl 100,12 + 2,68 123,44 + 6,15 ZnCl, 126,61 + 5,39 67,57 +2,01
AgNO3 108,65 +4,03 117,19 + 2,67 CoCl; 142,23 +2,02 94,98 + 4,67
CaCl; 128,02 + 9,97 154,51 + 0,40 FeCl; 145,95+ 3,32 62,37 +6,73
MgCl; 129,12 + 7,35 144,12 + 0,55 HgCl, 0 0
MnCl; 227,31 +£12,38 187,12 +4,04 BaCl, 34,46 +3,30 76,55+ 6,68
KCI 174,81 + 3,94 164,49 + 5,37 B-ME* 92,50 +9,02 90,25 + 4,67
NH,4CI 89,79 + 2,67 69,97 + 8,06 EDTA* 99,95+1,34 91,56%6,11
AICl; 137,51 +£9,33 120,45%6,01 ausente 100 100
CuCl, 110,32 + 8,37 103,96 + 4,01

*B-ME= B-mercaptoetanol; EDTA= &cido etilenodiaminotetracético

4 .5.3. Parametros cinéticos

As constantes cinéticas (Km,Vmax € Vmax/'Km) da B-D-frutofuranosidase de F.

graminearum purificada s&o apresentadas na Tabela 18. A enzima foi capaz de

hidrolisar a sacarose e a rafinose, mas ndo a inulina. A enzima responsavel pela

degradacédo da inulina € conhecida como inulinase (EC 3.2.1.7) liberando moléculas de

frutose a partir da porcéo terminal do agucar ndo-redutor. Apesar da semelhanca na

acao das enzimas invertase e inulinase, a ultima se distingue pela alta afinidade com

substratos de maior peso molecular, tais como inulina. Algumas invertases sao

capazes de hidrolisar a inulina, e a relacdo S/I (atividade catalitica relativa com
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sacarose e inulina) € comumente utilizada para discriminar as inulinases das
invertases. Adicionalmente, a enzima que ndo apresenta a capacidade de hidrolizar
inulina, € chamada de invertase verdadeira (Vandamme et al., 2003).

A B-D-frutofuranosidase em estudo apresentou maior afinidade para a rafinose,
com K, de 24,16 mM. A velocidade maxima (Vmax) € razdo Vma/Km foram maiores
quando utilizada a sacarose como substrato com valores de 1639,34 U/mg proteina e
51,82 U/mg proteina mM™, respectivamente (Tabela 18). Além disso, a capacidade de
hidrolisar tanto sacarose como rafinose indicam que a enzima € capaz de atacar os B-
D-frutofuranosideos terminais de frutose (Guimarées et al., 2007).

Para o fungo filamentoso A. niger AS00123 o Km foi de 35,67 mM na presenca
de sacarose como substrato (L’Hocine et al., 2000). Ja para as enzimas produzidas por
S. cerevisiae (Talekar et al., 2010) e por Cladosporium cladosporioides (Almeida et al.,
2005) os valores de Km foram 10,8 mM e 447 mM, respectivamente. Guimarées et al.
(2007) testaram além da sacarose, rafinose e inulina, tendo valores de Km de 13,40
mM, 7,37 mM e 2,66 mM, respectivemente, para a B-D-frutofuranosidase produzida por

A. ochraceus.
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Tabela 18. Parametros cinéticos da B-D-frutofuranosidase em diferentes

substratos.
Substrato Vimax Km Vimax/Km
(U/mg proteina) (mM)  (U/mg proteina mM™)
Sacarose 1639,34 31,63 51,82
Rafinose 1041,66 24,16 43,11

Vmax = Velocidade maxima; K,,, = Constante de Michaelis Menten

4.6. SECAGEM DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR

EM SPRAY DRYER

Os rendimentos do processo de secagem estdo apresentados na tabela 19. As
particulas secas contendo a enzima foram mantidas em temperatura abaixo da
temperatura de entrada do ar de secagem (100°C) por todo o processo. Enquanto a
agua evapora das particulas, ocorre um efeito de resfriamento, o que impede que a
temperatura de secagem do material se eleve acima da temperatura no bulbo de
secagem do ar (Namaldi et al., 2006). Durante o processo de secagem por
pulverizacdo, a temperatura de saida do secador de ar (Tys) foi mantida em torno de
67,8°C (com um minimo de 66,8°C e um méaximo de 70°C) e isto faz com que a
secagem por pulverizacdo seja um método conveniente para a secagem das enzimas,
dependendo do tipo e da concentracdo de adjuvante utilizada (Tabela 19).

A taxa de fluxo real de alimentacéo (Wya) variou entre 3,8g/min e 4,6g/min
(Tabela 19). A lipase de Cercospora kikuchii seca em Spray dryer utilizando diferentes
adjuvantes também mostrou redugdo na Ty (75,7°C) e a taxa de fluxo real de
alimentac&o variou entre 2,63g/min e 9,36g/min (Costa-Silva et al., 2010). O mesmo
ocorre com as duas outras enzimas secas por Spray dryer, a tripsina utilizando

carboidratos como adjuvantes, com a temperatura de saida do ar mantida entre 65°C e
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70°C, e a temperatura de entrada de 180°C, e fluxo real de 4,6mL/min (Millgvist-et
Fureby al., 1999), e a serino-protease alcalina, que foi seca com diferentes aditivos,
com temperatura de entrada variando entre 70°C e 130°C e a temperatura de saida do
ar de 56°C a 90°C (Namaldi et al., 2006).

Os melhores rendimentos depois do processo de secagem foram encontrados
qguando o extrato contendo B-D-frutofuranosidase foi seco utilizando-se o amido capsul
10% (m/v) e trealose 10% (m/v), com 63,6% e 56,9% de recuperacao, respectivamente
(Tabela 19). Adicionalmente, considerando todos os adjuvantes analisados, pode-se
visualizar a diferencas entre os rendimentos do extrato seco em p6 de 63,6% para o
amido capsul (10%) e 22,4% para a celulose microcristalina (2%). A razdo provavel
para este baixo rendimento, pode ser uma ineficiente obtencdo do pd durante o
processo de secagem por pulverizacdo, sendo as particulas finas arrastadas
juntamente com o ar de exaustdo, ou também, deve-se considerar a deposi¢cao de po
na camara de secagem que pode contribuir para a diminuicdo do rendimento (Costa-
Silva et al., 2011).

A adicdo dos carboidratos foi fundamental para a preservacdo da atividade
enzimatica (Tabela 20). A proporcdo de carboidratos na amostra pode estar
relacionada matriz protetora da proteina, e a utilizacdo de diferentes concentractes
destes foi demostrada analisado seu melhor rendimento. A atividade invertasica foi
verificada utilizando-se o p6 seco obtido diluido em a tampéao acetato de sodio 50 mM
pH 5,0, nas mesmas proporc¢des de residuos solidos presentes no extrato bruto liquido.
Entre todas as preparacfes avaliadas, aquelas contendo trealose 2% mostraram 0s
melhores resultados para a manutencao da atividade enzimatica (62,6 U/mL), seguido
por amido capsul 10% e 5% (53,1 e 50,48 U/mL, respectivamente) e trealose 10%

(40,7 U/mL) (Tabela 20). Quando a serino-protease alcalina foi seca utilizando-se
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glicose 0,5% (m/v) e maltodextrina 0,5% (m/v) como aditivos, a perda de atividade foi
superior a 25% e 15%, respectivamente, com a temperatura do ar de entrada do
secador por pulverizacdo de 110°C (Namaldi et al., 2006).

Durante o processo de secagem, muitas enzimas podem perder parte de sua
atividade. A desnaturacdo das proteinas pode ocorrer devido a altas temperaturas
observadas no fluxo de ar, elevadas forcas durante o processo de atomizacao,
estresse térmico na camara de secagem. A utilizacdo de carboidratos como adjuvantes
no processo tém a funcdo de reduzir a perda da atividade enzimatica da proteina em
altas temperaturas. Dois mecanismos podem explicar, ao menos em parte, a funcéo
dos carboidratos na protecdo da enzima. Na primeira hipotese, os carboidratos
entrariam no lugar da agua para preservar a estrutura nativa da proteina, uma vez que,
em meio aquoso, agua e proteina estabelecem ligacdes de hidrogénio, que devem ser
refeitas quando em estado solido. Os carboidratos podem satisfazer as condicbes na
formacao de tais ligacdes com as proteinas. Uma segunda hip6tese seria formacédo de
uma matriz cristalina que dificultaria a alteracdo da conformacdo da proteina,
preservando assim sua atividade (Millgvist-Fureby et al., 1999).

A melhor atividade B-D-frutofuranosidasica foi encontrada quando a trealose e o
amido capsul foram usados como excipientes. J& quando utilizado a celulose
microcristalina, foram encontrados niveis de atividade enzimatica reduzidos. O poé
contendo a enzima utilizando trealose e amido capsul sdo visualmente amorfos,
enquanto a celulose microcristalina apresenta-se como uma matriz vitrea (Figura 11).
Outra caracteristica observada, que confirma estes dados € a diferenca entre o0s
didametros das particulas de extrato seco. A média dos diametros das particulas de
extrato seco utilizando a celulose microcristalina (33,11 pm) foi mais elevada do que a

observada para os pos obtidos com a trealose (10,81 um) ou o amido capsul (8,15 um)
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(Tabela 20). Os aspectos micro e macroscopicos do p6 contendo a enzima podem ser
claramente notados na figura 11. O formato amorfo encontrado no amido capsul é
facilmente distinguivel da forma arredondada do p6 de trealose e da matriz cristalina da
celulose microcristalina.

A atividade de agua e a umidade do extrato em p6, embora sejam caracteristicas
importantes para a manutencdo e estabilidade da atividade enzimética, ndo foram
descritas por outros autores, mas por serem essenciais foram investigados. Todos os
extratos secos apresentaram atividade de agua abaixo do valor minimo para a
proliferacdo de microrganismos decompositores, 0 que € bastante desejado (Tabela
20). Por exemplo, bactérias, leveduras e fungos filamentosos tém valores de atividades
de agua mais elevados, 0,9, 0,88 e 0,8, respectivamente, do que os encontrados nos
pos secos por Spray dryer aqui apresentados (0,19-0,31). A umidade dos pés, também
nao excedeu ao valor esperado, e 0s extratos com teor de humidade mais elevados

foram os que utilizaram B-ciclodextrina 5% e 10% como adjuvante (Tabela 20).
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Tabela 19. Efeito do tipo e da concentracdo dos adjuvantes utilizados para secagem
em Spray dryer do extrato bruto contendo B-D-frutofurosidase de F. graminearum sobre

o rendimento do processo, a temperatura de saida do ar e vazao de alimentacéao real.

Resultados obtidos

AmOStra Tgs (OC) Wrea| Rec (%) AC+E
(g/min)
AC10% 68,33 £ 0,51 4,21 63,63 36,37
AC5% 69,00 £ 1,67 3,95 54,89 45,11
AC2% 66,80 + 1,30 4,22 38,12 61,68
CM10% 68,80 + 4,08 4,39 50,87 49,13
CM5% 67,60 + 0,54 4,32 41,44 58,56
CM2% 70,02 £ 0,63 4,60 22,42 77,58
TR10% 67,16 £ 0,40 4,63 56,91 43,09
TR5% 67,16 £ 0,40 4,51 50,56 49,44
TR2% 67,16 £ 0,40 4,51 25,53 74,47
CD10% 68,16 + 0,98 4,32 53,89 46,11
CD5% 67,20 £ 0,44 4,29 54,02 45,98
CD2% 68,66 + 1,96 3,80 42,11 57,79
LC10% 67,16 + 0,40 4,31 56,33 43,67
LC5% 66,80 + 0,44 4,26 50,73 49,27
LC2% 66,83 + 0,40 4,16 32,54 67,46

AC: amido capsul; CM: celulose microcristalina; TR: trealose; CD: B-ciclodextrina;
LC: lactose; T4s: temperatura de saida do ar; W,e,: vazéo de alimentagéo real; Re:
Recuperacao; Ac+E: perdas durante o processo.
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46.1. EFEITO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DO EXTRATO
SECO CONTENDO B-D-FRUTOFURANOSIDASE

A estabilidade da atividade B-frutofuranosidasica do extracto seco apés 1 ano de
armazenamento a 25°C foi investigada (tabela 20). Foi utilizado como controle a
atividade enzimatica imediatamente ap6s a secagem (valor referente a 100%). Os
melhores resultados foram encontrados principalmente quando utilizado B3-ciclodextrina
como adjuvante (74,3 - 59,4%), seqguido de trealose 5%, amido capsul 2% e celulose
microcristalina 10%, com atividades residuais de 36,3%, 25,1% e 25,5%,
respectivamente. Apenas lactose ndo foi um agente estabilizador eficiente para a
estocagem do extrato seco, uma vez que a enzima foi totalmente inativada apos tal
periodo.

A estabilidade de armazenamento de outras enzimas, ap0s processo de
secagem foram verificadas. Para a lipase de C. kikuchii seca por Spray dyer utilizando-
se 10% (m/v) de lactose, [B-ciclodextrina, maltodextrina, manitol, goma arabica e
trealose, a maioria dos adjuvantes foram capazes de manter, pelo menos, 50% da
atividade enzimatica a 5°C e 40% da atividade a 25°C, apds 8 meses e a enzima seca
utilizando B-ciclodextrina foi estavel durante o armazenamento com atividade residual
de 72% a 5°C no mesmo periodo (Costa-Silva et al., 2011). A serino-protease alcalina
(SAP) de Lactobacillus subtillis foi seca em Spray dryer utilizando a glicose e
maltodextrina como adjuvantes, e mantiveram atividade residual de pelo menos, 70% a
4°C durante 6 meses (Namaldi, et al., 2006 ). E importante destacar que a atividade B-
D-fructofuranosidasica do extrato seco de F. graminearum apresentou melhor

estabilidade do que as citadas anteriormente.
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Tabela 20. Caracterizacdo fisico quimica da B-D-frutofurosidase de F. graminearum

seca em Spray dryier e atividade enzimética p6s secagem e apés 1 ano de

armazenamento.
Resultados obtidos
Amostra Xp(%0) Aw () dp (um) Ativ. Ativ. Resid.
invertasica depois 1
(U/ml) ano (%)*

AC10% 3,92+0,68 0,214+0,00 7,84+8,26 53,12+7,24 16,83+1,58
AC5% 5,34+0,39 0,203+0,00 697+7,58 50,48+5,31 16,06+ 2,66
AC2% 6,56 +0,27 0,283+0,03 9,64+6,10 23,92+9,61 25,19+1,79
CM10% 4,40%+0,24 0,228+0,04 22,86+8,26 4,07+098 2554*6,74
CM5% 4,80+0,31 0,242+0,00 30,02+2538 24,34+3,05 925+141
CM2% 7,89+0,01 0,280+0,03 46,45+27,88 184+0,56 17,81+ 3,66
TR10% 6,13+0,03 0,263+0,04 7,84+6,04 40,72+2,14 21,60+ 1,53
TR5% 7,19+0,19 0,273+0,00 13,78+13,31 29,76 +2,48 36,30+ 2,02
TR2% ND 0,306 + 0,02 ND 62,64 +4,63 18,53+2,24
CcD10% 11,13+0,18 0,191+0,00 9,66 +10,07 20,72+1,92 74,31+6,42
CD5% 10,43 +0,05 0,219+0,00 10,51+11,555 27,76+0,79 62,07 +3,72
CD2% 6,69+0,05 0,238+0,03 6,35+6,31 26,16+ 1,92 59,44+ 7,91
LC10% 4,82+0,61 0,246+0,02 7,48+6,62 10,56 *+ 3,62 0

LC5% 539+0,37 0,276 £0,00 9,76+7,45 31,12+4,86 4,02+0,88
LC2% 7,18+ 0,24 0,295+0,00 898=+6,87 24,24+3,73 22,04 +2,57

AC: amido capsul; CM: celulose microcristalina; TR: trealose; CD: B-ciclodextrina; LC: lactose; Xp:
umidade; A,: atividade de agua; dp: diametro médio da particula; *Atividade invertasica residual
comparando as atividades logo apds a secagem e ap6s 1 ano a 25°C.
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A, B, C,

Figura 11. Extrato bruto seco contendo B-D-frutofuranosidase utilizando amido capsul
2% (A), celulose microcristalina 2% (B) e trealose 2% (C). Mag = 40x (A, Be C) e

fotografias macroscopicas (A’, B’ e C’).

4.6.2. Caracterizagdo bioquimica da atividade enzimatica dos
extratos secos em Spray dryer.

A B-D-frutofuranosidase produzida por F. graminearum apresentou atividade
maxima em temperatura de 60°C para todos os pds secos obtidos e o pH étimo
aparente foi de 4,5-5,0 para a amostra soluvel e 6,0 para todas as amostras de B-D-
frutofuranosidases secas (Figura 12 A e B). Os valores 6timos obtidos se assemelham
com os dados ja descritos para as B-D-frutofuranosidases produzidas por R.
dairenensis (55-60°C e pH 5,0) (Gutiérrez-Alonso et al., 2009), A. phoenicis (60°C e pH
4,5) (Rustiguel et al., 2010) e S. cerevisiae (50°C e pH 6,0) (Rashad e Nooman, 2009).
Apesar dos valores Otimos de temperatura e pH serem importantes para a
caracterizacdo do extrato enzimatico depois de seco, este dado ndo foi descrito por

outros autores.
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A estabilidade térmica da B-D-frutofuranosidase seca e soluvel foram analisadas
a 70°C. Nessa temperatura, a enzima sollvel mostrou baixa capacidade de manter-se
estavel com com atividade residual abaixo de 5% quando incubada por 10 minutos. A
tentativa de manter a estabilidade em alta temperatura foi realizada e ao contrario, do
que foi visto para enzima sollvel, as amostras secas contendo carboidratos como
protetores, tiveram um prolongamento em sua vida util, sendo que a amostra contendo
celulose microcristalina apresentou atividade residual acima de 50% por 20 minutos
(Figura 13A). Estes resultados ja eram esperados, uma vez que a secagem em Spray
dryer é realizada em temperaturas muito mais elevadas que o comum para a
manutencado destas proteinas, sendo por isso adicionados diferentes compostos, na
tentativa de proteger a integridade das enzimas.

Quanto a estabilidade a diferentes valores de pH, os extratos contendo B-D-
frutofuranosidase, depois de secos, se mostraram, mais estaveis que a enzima soluvel.
Quando utilizados celulose microcristalina, amido capsul, lactose e [B-ciclodextrina a
atividade enzimética manteve-se acima de 75% durante o periodo de uma hora para
valores de pH entre 3,0 e 10,0, enquanto que a enzima solUvel apresentou queda
significativa (40% aproximadamente) quando exposta em pH 8,0, no mesmo periodo

analisado (Figura 13B).
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Figura 12. Determinacao da temperatura 6tima (A) e do pH 6timo (B) aparentes para a
B-D-frutofuranosidase produzida por F. graminearum em FSS seca em Spray dryer.
Simbolos: Enzima soluvel (») e enzimas secas com celulose microcristalina 5% (m), -

ciclodextrina 5% (e), lactose 5% (A ), amido capsul 5% (V¥ ), trealose 5% ().
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Figura 13. Estabilidade térmica a 70°C (A) e a diferentes valores de pH por 1 hora (B)
para a B-D-frutofuranosidase extracelular produzida por F. graminearum em FSS seca
em Spray dryer. Simbolos: Enzima soluvel (») e enzimas secas com celulose
microcristalina 5% (m), B-ciclodextrina 5% (e), lactose 5% (A ), amido capsul 5% (V),
trealose 5% ().
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4.7. IMOBILIZACAO DA B-D-FRUTOFURANOSIDASE EXTRA-

CELULAR EM SUPORTES ALTERNATIVOS

A preocupacdo em imobilizar a pB-D-frutofuranosidase produzida por F.
graminearum tem origem nas desvantagens da utilizacdo de enzimas solUveis em
processos industriais, e nas vantagens de baixo custo de reaproveitamento da
proteina, aumento da estabilidade, e ainda, interacdes entre a enzima e componentes
especificos da reacédo, excluindo-se a possibilidade de contaminacdo do produto final
com a enzima (Lekha e Lonsane, 1997). Entretanto, muito dos materiais utilizados em
imobilizacdo sdo sintéticos e nao-biodegradaveis, o que causa problemas no meio
ambiente apoOs sua utilizagdo. Outros, por sua vez, sdo toxicos ou mesmo conferindo
ao produto propriedades indesejaveis tais como cor, sabor e aroma, 0 que 0s tornam
inapropriados para imobilizagdo principalmente na industria de alimentos (Gemeiner et
al., 1993; Ogbonna et al., 1996). Assim sendo, ha a necessidade da busca de materiais
alternativos para serem usados como suporte. Neste trabalho foram utilizados como
suporte, o algodao para uso doméstico, papel de filtro, EVA (etil vinil acetato), pano
multiuso Ballerina®, bagaco de cana de acucar, barbante, gase, e como controle de
ligacdo unipontual, BrCN.

Dentre os suportes utilizados, os que mostraram melhores condi¢cdes para a
imobilizacdo da enzima foram papel de filtro, barbante e bagaco de cana de acucar,
nesta ordem de importancia. Os suportes contendo grupos de celulose apresentaram
melhores condi¢cdes para a imobilizacdo da enzima, sendo que o papel filtro e o
barbante foram os que se mostraram melhores com 83% e 84%, respectivamente, de
ligacdo da enzima ao suporte. JA os suportes EVA e tela de polietileno, ndo se
mostraram aptos para a imobilizagcao da B-D-frutofuranosidase (Tabela 21). O derivado

BrCN foi utilizado como controle, pois este suporte se une de forma covalente e
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unipontual a proteina, em sua por¢do aminoterminal, permitindo que esta mantenha a

mesma conformacao dimensional de quando sollvel e ndo perca a mobilidade e ainda,

afasta possiveis interferéncias de proteases, evitando ainda, a agregacao proteica,

sendo possivel estudar suas propriedades praticamente livre de interferéncias (Silva,

2009)

Outros materiais alternativos ja foram descritos como bons suportes para a

imobilizacdo de enzimas, como o caso de diversos compostos de natureza celulésica

como o fio de linha de algodao (Godbole et al,, 1990), tecido de algodéo (Sankaran et

al., 1989) e bucha vegetal (Luffa cylindrica) (Pocas et al., 2004)

Tabela 21. Suportes testados para imobilizacdo de B-D-

frutofuranosidase extracelular de F. graminearum

Quantidade da enzima
imobilizada (%)

Suporte Atividade
derivado (U/mL)

Tela polietileno 0
Algodao 3,51
Bagaco de cana 17,86
Barbante 21,77
EVA 0
Ballerina® 8,94
Papel filtro 22,11
Gase 19,17
Soluavel 26,22

0
13 %
66%
83%

0
34%
84%
73%

100%

4.7.1. Reutilizacdo da B-D-frutofuranosidase imobilizada

Uma caracteristica importante da enzima imobilizada para o emprego comercial

€ a quantidade de vezes que o derivado pode ser reutilizado sem perder a sua
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capacidade catalitica. Todos derivados apresentaram alta capacidade de reuso, sem
reducdo significante da funcdo por até 25 vezes (Figura 14), resultado bastante
semelhante ao apresentado por Godbole et al. (1990) que imobilizou B-D-
frutofuranosidase em linha de algodao, sendo reutilizada 28 vezes, e para a glicose-
oxidase e catalase co-imobilizadas em tecido de algoddo e que apresentaram
capacidade de reutilizacdo de 25 vezes sem perda de suas propriedades cataliticas

(Sankaran et al., 1989).
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Figura 14. Reutilizacdo dos suportes carregados com B-D-frutofuranosidase. Suportes:

algoddo (m); papel filtro (e); pano mutiuso Ballerina® (A ); bagaco de cana de aclcar
('V); barbante («) e gase (»).

4.7.2. Efeito da temperatura na estabilidade da B-D-frutofuranosidase
imobilizada em suportes alternativos

Os derivados obtidos em pano multiuso Ballerina® e barbante foram bastante

estaveis, com atividade enzimatica acima de 80% quando expostos a temperatura de

60°C por mais de 120 minutos. A enzima imobilizada em BrCN apresentou atividade de
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aproximadamente 60% pelo mesmo periodo. Ja a enzima solUvel apresentou reducéo
de 50% de sua atividade em apenas 20 minutos de exposicao a tal temperatura (Figura
15A). Quando expostos a temperatura de 70°C, todos os derivados testados, bem
como a enzima livre foram menos estaveis. Ainda assim, quando comparada a enzima
solavel, com Tso de apenas 8 minutos, a enzima imobilizada em papel filtro, apresentou
atividade de 50% por 27 minutos (Figura 15B).

Os resultados encontrados para a B-D-frutofuranosidase de F. granimearum
imobilizadas em suportes alternativos, mostraram maior potencial de emprego
biotecnolégico do que os descritos para B-D-frutofuranosidase de leveduras imobilizada
em alcool polivinil (PVA), uma vez que esta ndo apresenta diferencas quando
comparada a enzima soltvel, sendo a atividade de ambas, imobilizada e soltvel, muito

reduzida a 60°C e praticamente inexistente a 70°C (Imai et al., 1983)
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Figura 15. Estabilidade térmica a 60°C (A) e 70°C (B) da B-D-frutofuranosidase
imobilizada em suportes alternativos: algoddo (m); papel filtro (e); pano multiuso
Ballerina® (A ), bagaco de cana de agtcar (V); barbante («); gase (»), BrICN (#) e

enzima soluvel (¢).
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Quando expostos em pH 3,0 todos os suportes, com excessdo dos controles,
tiveram atividade invertasica relativa acima de 50% por 80 minutos, sendo que 0s
derivados em algoddo e pano multiuso Ballerina®, continuaram com a mesma
estabilidade por 120 minutos (Figura 16A). Em pH 5,0 todos os derivados mostraram
estabilidade elevada, sendo que a enzima imobilizada em algoddo se manteve
totalmente estavel por tempo superior a 120 minutos (dados ndo mostrados), enquanto
os demais derivados apresentaram atividade maior que 60% durante 1 hora (Figura
16B). Quando mantidos em pH 7,0, os derivados foram relativamente estaveis com
50% de sua atividade catalitica mantida por 120 minutos, sendo que quando utilizado o
algodéao a atividade ficou acima de 90% por 120 minutos (Figura 16C). Finalmente em
pH 9,0, 0 Tso ficou por volta de 45 minutos para todos os derivados, com excessao
daquele obtido com algoddo que mostrou-se mais uma vez bastante estavel com
atividade invertasica acima de 70% por 120 minutos (Figura 16D). Com relacao aos
controles, estes sempre mantiveram a atividade invertasica relativa abaixo dos demais
suportes, com Tso variando entre 30 minutos para pH9,0, 80 minutos para pH 5,0 e 7,0,
e 40 minutos quando exposto ao pH 3,0.

Ja4 era esperado, que assim como a enzima se torna mais estavel em
temperaturas elevadas, a estabilidade a pH extremos também se modifique,
melhorando o tempo possivel de exposicao destes com relacdo ao controle. O aumento

do tempo que a B-D-frutofuranosidase permanece exposta a estes valores de pH

favorece seu desempenho no caso de ser aplicada industrialmente.
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Figura 16. Estabilidade dos derivados ao pH 3,0 (A), 5,0 (B), 7,0 (C) e 9,0 (D) contendo
a B-D-frutofuranosidase imobilizada em suportes alternativos: algodéo (m), papel filtro
(e), pano multiuso Ballerina®( A ), bagaco de cana de acucar (V¥), barbante (), gase
(™), enzima solavel (¢) e BrCN (®).
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4.8. PRODUCAO DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS (FOS) POR B-D-
FRUTOFURANOSIDASE IMOBILIZADA EM SUPORTES ALTERNATIVOS

A capacidade dos derivados obtidos com os suportes alternativos em sintetizar
FOS através da atividade transfrutosilativa foi analisada. A producdo de
frutooligossacarideos € almejada, uma vez que € um produto de alto valor e interesse
comercial. Aliando-se com a empregabilidade facilitada da enzima imobilizada em
suportes de baixo custo, eleva-se ainda mais o interesse nesse composto produzido
pela B-D-frutofuranosidase de F. graminearum. Na figura 17 podem as manchas na
TLC séo correspondentes a formacéo de nistose e 1-questose pela enzima imobilizada
em barbante, papel filtro e bagaco de cana de acucar.

Os FOS podem ser produzidos por frutosiltransferases (FTases), que
apresentam apenas atividade transfrutosilativa, transferindo o grupo frutosil para uma
molécula aceptora como a sacarose ou fructooligossacarideos (Yun, 1996) ou pela
acao das B-D-frutofuranosidases (FFases) com alta atividade de transfrutosilacéo, além
da hidrolitica, como é o caso da enzima de F. graminearum descrita neste trabalho.
Vérios autores ja descreveram o isolamento de cepas microbianas produtoras de B-D-
frutofuranosidases com atividade de transfrutosilacdo, como a de Schwanniomyces
occidentalis (Alvaro-Benito et al., 2007), Thermoascus aurantiacus (Katapodis e
Christakopoulos, 2004) com sintese de 6-questose. A levedura S. cerevisae sintetizou
5 frutanos intermediérios a partir da liberacéo de glicose e frutose no meio, dentre eles
1-questose, 6-questose e neoquestose (Farine et al., 2001). Os FOS 1-questose e
nistose também foram produzidos diretamente em meio de cultivo contendo 25% (m/v)
de sacarose, quando utilizado o fungo A. phoenicis em fermentagao por biofilme (Aziani

etal., 2012)
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1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 17. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) dos produtos de hidrolise
da sacarose pela B-D-frutofuranosidase de F.graminearum imobilizada em bagaco de
cana de acucar (6), barbante (7) e papel filtro (8), e atividade transfrutosilativa da
enzima para a producdo de FOS. Linhas: (1) 1-questose 1% (m/v), (2) nistose 1%
(m/v), (3) sacarose 1% (m/v), (4) glicose 1% (m/v), (5) frutose 1% (m/v). Tempo de

reacéo 6 horas a 50°C.
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5. CONCLUSOES
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No presente trabalho, a producdo de B-D-frutofuranosidase por F. graminearum
foi efetiva em fermentacdo submersa e em substrato solido, utilizando farelo de trigo
como fonte de carbono/substrato, sendo que nesta Ultima, a producdo da enzima foi
bastante elevada. Este tipo de fermentacdo para a producdo de proteinas, ainda que
ndo seja muito difundido, tem mercado crescente, assim como a producdo de
compostos com interesses biotecndgicos por fungos filamentosos. Estes
microrganismos, ao contrario das bactérias e leveduras, sdo capazes de crescer em
substratos solidos de residuos ou produtos agroindustriais, sem fase liquida, de forma
a preencher todos o0s espacos vazios, maximizando a producdo em extensdes
relativamente pequenas. O uso de residuos pode reduzir custos de producdo sendo
outro aspecto que merece destaque.

A B-D-frutofuranosidase extracelular produzida em FSS e purificada apresentou
elevada termperatura de atividade com boa estabilidade de 30 a 50°C. Por outro lado, o
pd enzimatico obtido em Spray dryer na presenca de protetores foi ainda mais
resistente a exposicao a altas temperaturas e a pH desfavoraveis, além de aumentar o
tempo possivel de armazenamento da enzima, sem que ela perca sua atividade
catalitica. Deve ser considerado as condicdes de armazenamento e transporte de
enzimas, uma vez que sua atividade pode esvair-se em tempo prolongado ou

temperatura elevada, o que torna maior o interesse na comercializacdo em forma de

s

po.

A imobilizacdo da enzima em suportes alternativos também favoreceu a melhoria
da estabilidade dessa enzima, além de oferecer possibilidade de reuso dos derivados
por varios ciclos cataliticos. A utilizacdo de materiais de baixo custo como algodéo

domeéstico ou bagaco de cana de acucar no lugar de produtos sintéticos e néo-
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biodegradaveis, além da eliminacdo da desvantagem de utilizacdo da enzima soluvel, é
atrativa para o emprego biotecnolégico da p-D-frutofuranosidase de F. graminearum.

Outra caracteristica muito importante e desejada, que a enzima de F.
graminearum apresentou foi a capacidade de transfrutosilacdo da sacarose para a
producao de frutooligossacarideos. A possibilidade de producédo dos FOS por fungos
filamentosos, s6 aumenta o interesse pela utilizacdo da B-D-frutofuranosidase de F.
graminearum, podendo reduzir custos e aumentar sua produtividade quando em FSS.

As atividades extracelulares foram aumentadas na presenca de Mn?e K,
enquanto que o Hg** causou a inibicdo da atividade enzimatica. A B-D-
frutofuranosidase extracelular é heterodimero com subunidades de 94kDa e 70kDa,
capaz de hidrolisar sacarose e rafinose como maior afinidade para este ultimo.

Com essas consideracdes, acreditamos que o trabalho contribuiu com dados
relevantes tanto para o conhecimento bioquimico basico da -D-frutofuranosidase de F.
graminearum, como para a producdo e aplicacdo desta enzima do ponto de vista

industrial.
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