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RESUMO 

 

As β-D-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26), também conhecidas como invertases, 

são responsáveis pela produção de uma mistura equimolar de glicose e frutose a partir 

da hidrólise da sacarose, conhecida como açúcar invertido, utilizada para diversos fins 

na indústria alimentícia. Em altas concentrações de sacarose, algumas dessas 

enzimas apresentam atividade de transfrutosilação, produzindo frutooligossacarídeos 

(FOS). Os FOS são oligossacarídeo prebióticos estruturalmente formados por 

unidades de frutose ligadas entre si formando um oligômero, o qual possui uma glicose 

terminal através de uma ligação glicosídica β (1-2), com fórmula geral GFn. Devido a 

sua ligação β, os FOS não são metabolizados pelo organismo humano, podendo ser 

utilizados por diabéticos como um substituto a sacarose. Diante do interesse 

biotecnológico e industrial, e das diversas aplicações destas enzimas, o objetivo deste 

trabalho foi a produção de β-D-frutofuranosidase extracelular pelo fungo Aspergillus 

thermomutatus em Fermentação Submersa (FSbm) e investigar a atividade de 

transfrutosilação da enzima. A maior produção enzimática (0,96 U/mL) em FSbm foi 

obtida em meio Khanna adicionado de 10 g/L de sacarose como fonte de carbono, 

inoculado com 106 esporos/mL de meio, mantido a 30°C, 100 rpm por 120 h. A 

temperatura e pH ótimos aparentes de atividade foram 60°C e 5,0, respectivamente. 

A enzima foi estável na temperatura de 40°C por 48 h, mantendo 75% de sua atividade 

inicial. A enzima apresentou atividade residual de 60% quando mantida nos pH 5,0 e 

4,5 por 48 h. A atividade β-D-frutofuranosidásica foi ativada na presença de Mn2+, 

sendo estável na maioria dos compostos testados. A atividade máxima de hidrólise 

alcançada foi de 2,2 U/mL na presença de 3 mmol/L de MnSO4. A enzima também 

demonstrou atividade de transfrutosilação, produzindo nistose e kestose. As maiores 

concentrações de FOS (86,67 g/L, dos quais 1 g/L corresponde a nistose e 85 g/L a 

kestose) foram encontradas quando utilizado 50% (m/v) de sacarose como substrato, 

sendo a reação conduzida a 60°C por 72 h. Assim, conclui-se que a β-D-

frutofuranosidase extracelular produzida por A. thermomutatus possui potencial 

biotecnológico e é promissora na aplicação industrial para produção de açúcar 

invertido e FOS. 

Palavras-chave: Aspergillus; Aspergillus thermomutatus; ; Invertase; Fermentação 
Submersa; Frutooligossacarídeos; β-D-frutofuranosidase.  



 

 

 

ABSTRACT 

 
The β-D-fructofuranosidases (EC 3.2.1.26), also known as invertases, are 

responsible for the production of an equimolar mixture of glucose and fructose 

obtained by sucrose hydrolysis, known as invert sugar, which are used for several 

purposes in food industry. At high concentrations of sucrose, some of these enzymes 

present transfructosylating, producing fructooligosaccharides (FOS). FOS are 

prebiotic oligosaccharides with chemical structure composed of linked fructose units 

forming an oligomer, which are connected to a terminal glucose through a β(1-2) 

glycosidic bond, with general form of GFn. FOS are not metabolized by the human 

body due to its β binding, therefore they can be used by diabetics as a substitute for 

sucrose. Due to this biotechnological and industrial interest and several applications 

of these enzymes, the present work aimed the production of extracellular β-D-

fructofuranosidase by the fungus Aspergillus thermomutatus using Submerged 

Fermentation (FSbm) and to investigate the transfructosylating activity of the enzyme. 

In the optimization of FSbm, the highest enzymatic production (0.96 U/mL) was 

obtained using an inoculum concentration of 106 spores/mL in Khanna medium with 

10 g/L sucrose as carbon source, maintained at 30 °C for 120 h. The apparent optimum 

temperature and pH for activity were 60°C and 5.0, respectively. The enzyme was 

stable at 40°C for 48 h, maintaining 75% of its initial activity. Considering the pH 

stability, the enzyme showed residual activity of approximately 60% for pH 5.0 and 4.5 

after 48 h of incubation. β-D-fructofuranosidase activity was mainly activated by Mn2+, 

and the enzyme activity was stable with most of the compounds tested. The maximum 

hydrolysis activity was 2.2 U/mL in the presence of 3 mmol/L of MnSO4. The enzyme 

also showed transfructosylating activity, producing nystose and kestose. The highest 

concentrations of FOS (86.67 g/L, which 1 g/L corresponds to nystose and 85 g/L to 

kestose) were obtained when 50% (m/v) sucrose was used as substrate at 60°C for 

72 h. Thus, the results obtained so far show that extracellular β-D-fructofuranosidases 

produced by A. thermomutatus have biotechnological potential to be applied in the 

industrial production of invert sugar and FOS. 

 

Keywords: Aspergillus; Aspergillus thermomutatus; Fructooligosaccharides; 

Invertase; Submerged Fermentation; β-D-fructofuranosidase.  
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1        INTRODUÇÃO 

 

Atualmente os consumidores têm procurado alimentos que, além do valor 

nutricional, também ajudem no bem-estar e na saúde. Por essa razão, a formulação 

dos alimentos tem sido modificada para trazer estes benefícios ao serem consumidos, 

recebendo o nome de ‘alimentos funcionais’ (FLORES-MALTOS et al. 2014; 

SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA, 2005). Todo alimento pode ser considerado 

funcional já que fornece energia e nutrientes essenciais para a vida, entretanto o termo 

“produtos funcionais” implica em alimentos que, além da nutrição, oferecem também 

benefícios à saúde e reduzem o risco de doenças (CLYDESDALE, 2004; 

DOMINGUEZ et al., 2014).  

O mercado global de alimentos funcionais em meados do ano 2000 já girava 

em torno dos U$ 33 bilhões. Nos Estados Unidos mais de U$ 15 bilhões eram 

faturados anualmente com os alimentos funcionais. O Japão, outro mercado 

importante nesse setor, em 2000 já arrecadava U$ 2 bilhões de dólares com estes 

alimentos e com a estimativa de crescimento de U$ 14 bilhões. Outros países 

importantes para este mercado de alimentos funcionais são o Reino Unido, Holanda, 

Alemanha e França (MENRAD, 2003; SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA, 2005) 

Assim, nos últimos anos, os consumidores têm se deparado cada vez mais com 

estes produtos funcionais, sendo os probióticos e os prebióticos os mais conhecidos 

e estudados (DE PRETER et al., 2011). Os alimentos funcionais são produtos naturais 

que possuem compostos bioativos como, por exemplo, os prebióticos. Compostos 

bioativos são principalmente fitoquímicos e, com o consumo regular, geram impactos 

positivos na saúde, reduzindo o risco de doenças cardiovasculares, cânceres, além 

de agirem diretamente no intestino, ajudando na absorção de nutrientes, como o cálcio 

(DOMINGUEZ et al., 2006; SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA, 2005).  

De acordo com a literatura e a FAO (Food and Agriculture Organization of the 

United States), os prebióticos são definidos como “uma substância que fermentada 

seletivamente permite alterações específicas, tanto na composição e/ou atividade da 

microbiota intestinal, conferindo benefícios no bem-estar e na saúde” (GIBSON et al., 

2004; SLAVIN, 2013). Para um composto ser classificado como prebiótico, este deve 

preencher alguns critérios como: i) não ser hidrolisado nem absorvido na parte 

superior do trato gastrointestinal, ou seja, deve possuir baixa sensibilidade à hidrólise 

pelas enzimas da saliva, pâncreas e estômago; ii) ser fermentado pela microbiota 
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intestinal, estimulando o crescimento e metabolismo de uma ou mais bactérias do 

cólon; iii) modificar a composição microbiana do colón, facilitando o desenvolvimento 

de espécies benéficas, induzindo efeitos benéficos na saúde (DOMINGUEZ et al., 

2014; FLORES-MALTOS et al., 2014; SLAVIN, 2013). Atualmente sabe-se que as 

comunidades bacterianas do trato intestinal humano têm grande importância na 

função do trato gastrointestinal e, consequentemente, na saúde humana (GIBSON et 

al., 2004). 

Os prebióticos vêm sendo amplamente pesquisados pela sua grande 

diversidade e efeitos na saúde. Além disso, tem se buscado sua obtenção otimizada, 

seja pela extração direta das plantas ou pela síntese enzimática (DOMINGUEZ et al., 

2006, 2014; FLORES-MALTOS et al., 2014). 

Alguns compostos considerados prebióticos são carboidratos não digeríveis 

como, por exemplo, oligossacarídeos e polissacarídeos, e alguns peptídeos e lipídeos 

(DOMINGUEZ et al., 2014; FLORES-MALTOS et al., 2014; SLAVIN, 2013). De acordo 

com Dominguez e colaboradores (2014), a demanda mundial de prebióticos, em 2014, 

já era estimada em cerca de 167 mil toneladas e 390 milhões de euros, destacando-

se entre os produtos com atividade prebiótica, os frutooligossacarídeos, a inulina, os 

isomaltooligossacarídeos e as polidextroses.  

Os frutooligossacarídeos (FOS) são encontrados em diferentes vegetais como, 

por exemplo, na cebola, na banana e na chicória (DOMINGUEZ et al., 2014; FLORES-

MALTOS et al., 2014; YUN, 1996). Eles podem ser produzidos também pela ação de 

enzimas, seja pela hidrólise da inulina pela ação das inulinases (EC 3.2.1.7), ou pela 

transfrutosilação da sacarose. A produção de FOS por transfrutosilação da sacarose 

acontece pelas ações das β-D-frutofuranosidases (FFase, EC 3.2.1.26), também 

conhecidas como invertases e das frutosiltransferases (FTase, EC 2.4.1.9) (CHEN e 

LIU, 1996; MAIORANO et al., 2008).  As FFases têm principalmente ação hidrolítica 

sobre a sacarose, gerando uma mistura equimolar de D-glicose e D-frutose, a qual 

recebe o nome de açúcar invertido. Contudo, algumas FFases, em concentrações de 

sacarose superiores a 20% (m/v), apresentam também atividade de transfrutosilação. 

Já as FTases têm somente ação de transfrutosilação (ÁLVARO-BENITO et al., 2007; 

CHEN e LIU, 1996; MAIORANO et al., 2008; YUN, 1996). 

Comercialmente, os frutooligossacarídeos são produzidos através da síntese 

enzimática a partir da sacarose, utilizando enzimas microbianas que possuem 

atividade de transfrutosilação (DOMINGUEZ et al., 2014). Estas enzimas podem ser 
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produzidas por diferentes microrganismos. De acordo com Dominguez e 

colaboradores (2014) diversos estudos têm reportado a produção de enzimas com 

atividade de transfrutosilação por fungos dos gêneros Aspergillus e Aureobasidium.  

 

1.1 Fungos Filamentosos 

 

O reino Fungi inclui organismos muito diversos, que vão desde cogumelos até 

leveduras, entre outros menos conhecidos. Mais de 100.000 espécies de fungos já 

foram descritas, porém estimativas sugerem que o número de espécies totais que 

existem nesse reino seja de 1,5 milhão (SILVA e MALTA, 2016; MADIGAN et al., 

2016). Os fungos são organismos eucarióticos e heterotróficos que obtém energia a 

partir das ligações químicas de vários compostos orgânicos. Esses microrganismos 

podem ser unicelulares, como as leveduras ou multicelulares, como os fungos 

filamentosos (SILVA e MALTA, 2016; TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).  

Entre outras características, a biossíntese de produtos naturais torna os fungos 

filamentosos um dos organismos mais pesquisados pela comunidade científica. Estes 

produtos naturais podem ser benéficos ao homem (como a penicilina, as enzimas, os 

ácidos orgânicos e pigmentos) ou maléficos, como alguns compostos secundários, 

como a aflotoxina (HOFFMEISTER e KELLER, 2007). Dentre estes produtos, as 

enzimas possuem um alto interesse industrial, visto que são utilizadas em diversos 

setores, como na produção de alimentos e fármacos. 

Devido a sua excepcional capacidade de expressar e secretar proteínas para o 

meio externo, os fungos filamentosos se tornaram indispensáveis para a produção de 

enzimas de importância industrial (QUINTANILLA et al., 2015). Além disso, eles 

também possuem uma maquinaria de modificação pós-traducional que permite a 

glicosilação e dobramento correto das proteínas. Associado a estas características, 

um grande número de espécies destes fungos são reconhecidos como GRAS 

(Geralmente Reconhecidos Como Seguro) pela Food and Drug Administration (FDA) 

dos Estados Unidos. Sendo assim, atualmente, grande parte das enzimas industriais 

nativas ou recombinantes são produzidas por fungos filamentosos dos gêneros 

Aspergillus e Trichoderma (MEYER, 2008).  

 

 

1.1.1 O Gênero Aspergillus  
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Entre os diversos fungos utilizados na produção enzimática o gênero 

Aspergillus (filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales e família 

Trichocomaceae) é um dos mais importantes, sendo um modelo biológico clássico. 

Existem cerca de 200 espécies de Aspergillus conhecidas, que foram isoladas do ar, 

do solo e de plantas em decomposição. As espécies de Aspergillus possuem um 

importante papel no âmbito biotecnológico, produzindo um grande número de enzimas 

extracelulares que são aplicadas nas indústrias. Das diversas espécies de Aspergillus, 

algumas das mais conhecidas são Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus 

fumigatus, Aspergillus clavatus, Aspergillus glaucus, Aspergillus ustus, Aspergillus 

versicolor e Aspergillus flavus. Os Aspergillus spp. são anamorfos, ou seja, a 

reprodução destes fungos é de forma assexual, caracterizada pela produção de 

fiálides e conídios em cadeia nas extremidades dos conidióforos, produzidos por 

mitose e subsequente divisão celular (WAINWRIGHT, 1995; KLICH, 2007; SILVA, 

2009). As colônias de Aspergillus apresentam colorações que variam de branca, 

amarelada, amarelo-esverdeada, marrom, verde ou rosada (SILVA, 2009). 

Muitas espécies de Aspergillus apresentam teleomorfos, nome dado à forma 

do fungo do filo Ascomycota capaz de se reproduzir sexuadamente. O fungo 

Neosartorya pseudofischeri é um exemplo de teleomorfo, tendo a sua forma 

assexuada o nome de Aspergillus thermomutatus (PETERSON, 1992; KLICH, 2007). 

Além disso, os fungos do gênero Aspergillus são caracterizados por seus metabólitos 

secundários, pelo crescimento em ágar sacarose-creatina, cor dos conídios e taxa de 

crescimento em certas temperaturas. Compostos orgânicos como peptídeos não 

ribossomais e terpenoídes, entre outros compostos, são produzidos em combinações 

únicas e diferentes para cada espécie de Aspergillus (GALAGAN et al., 2005; 

SAMSON et al., 2007).  

A produção de diversas enzimas é obtida pelo cultivo de diferentes espécies do 

gênero Aspergillus. Alguns exemplos são as proteases, amilases, lactases, celulases, 

pectinases e fitases, entre outras, que já são produzidas industrialmente  

Dentre as enzimas produzidas por fungos filamentosos, as β-D-

frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) merecem destaque. Estas hidrolases pertencem à 

família GH32 (glicosídeo hidrolase) que abriga também as levanases (EC 3.2.1.65) e 

endo-inulinases (EC 3.2.1.7). 
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1.2 Produção de β-D-frutofuranosidases por fungos filamentosos 

 

As β-D-frutofuranosidases (FFase) (EC 3.2.1.26), também conhecidas como 

invertases, são enzimas que catalisam a hidrólise da ligação glicosídica (tipo α-β) de 

carboidratos como a sacarose, neste caso, gerando dois monossacarídeos, a D-

glicose e D-frutose (Figura 1) (ÁLVARO-BENITO et al., 2007). A mistura de açúcares 

obtida após a hidrólise é denominada açúcar líquido invertido, já que ocorre uma 

inversão do poder óptico rotatório da solução. Também por isso essa enzima recebe 

o nome de invertase (NADEEM et al., 2015).  Quando um feixe de luz polarizada 

atravessa uma solução de sacarose pura ocorre o desvio do feixe de luz para a direita, 

já que a sacarose é levemente dextrógira. Após a hidrólise, a solução equimolar de 

glicose e frutose passa a desviar o feixe de luz para a esquerda (NADEEM et al., 2015; 

TIMERMAN, 2012). 

A β-D-frutofuranosidase é uma das primeiras enzimas estudadas na história. 

Em 1828, a sua atividade foi identificada pela primeira vez ao se observar uma 

levedura de panificação que fermentava a sacarose em meio aquoso (BARROS, 

1990). Em 1890, já havia sido publicado um artigo de revisão para esta enzima 

(O’SULLIVAN; TOMPSON, 1890). Outro marco importante para a história dessa 

enzima foi o seu uso para a determinação do modelo cinético de Michaelis-Menten, 

que é utilizado até os dias de hoje para a maior parte das enzimas (MICHAELIS; 

MENTEN, 1913).  

 

Figura 1. Reação de hidrólise da sacarose catalisada pela β-D-frutofuranosidase 

 

Fonte: Autora. 

 

As β-D-frutofuranosidases apresentam atividade em grandes faixas de pH, com 

o pH ótimo próximo a 4,5. A temperatura de produção da enzima varia de acordo com 

o organismo utilizado, mas sua temperatura ótima de atuação é próxima a 50°C.  

Atualmente, sabe-se que esta enzima é amplamente distribuída na biosfera. A β-D-
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frutofuranosidase já foi encontrada em diversas plantas, como na pera japonesa 

(Pyrus pyrifolia), na ervilha (Pisum sativum L.) e na aveia (Avena sativa), e em 

microrganismos como S. cerevisiae, Candida utilis e Aspergillus spp., sendo estes 

últimos os mais utilizados em estudos de produção enzimática e nas indústrias 

(ROMERO-GÓMEZ et al., 2000; UMA et al., 2010). As propriedades das enzimas não 

só variam de acordo com cada microrganismo, mas também de acordo com a 

composição do meio de cultura, principalmente pela fonte de carbono utilizada, e 

ainda pelo tipo de fermentação (DOMINGUEZ et al., 2014; MAIORANO et al., 2008). 

Os microrganismos são geralmente cultivados em dois tipos de fermentação, a 

Fermentação em Estado Sólido (FES) e a Fermentação Submersa (FSbm). Na 

literatura se observa a produção de β-D-frutofuranosidases por diferentes fungos do 

gênero Aspergillus cultivados em ambas condições fermentativas, utilizando 

diferentes fontes de carbono, como pode ser observado na Tabela 1.   

A FES é caracterizada pelo crescimento do microrganismo em um substrato, 

sem água livre, que é o suporte físico e fonte de nutrientes para o desenvolvimento 

do organismo. A FES tem algumas vantagens em relação à FSbm, como requerimento 

de menos espaço, menor custo de operação, simplicidade no processo e menor 

possibilidade de contaminação, reduzindo os gastos com a esterilização 

(SANGEETHA, RAMESH e PRAPULLA et al., 2005). No entanto a FES têm algumas 

desvantagens que desencorajam o uso desta técnica nas indústrias. Desvantagens 

como a formação de um gradiente de temperatura e pH, dificuldade de controle do 

oxigênio dissolvido durante o cultivo, da transferência de massa e energia, e 

problemas no controle da disponibilidade limitada da água, são fatores que dificultam 

a ampliação de escala desse tipo de fermentação (DOMINGUEZ et al., 2014; 

MAIORANO et al., 2008). 

A FSbm, por outro lado, é o tipo de fermentação mais utilizado nas indústrias 

para a produção de enzimas. Cerca de 90% de todas as enzimas industriais são 

produzidas por FSbm (DOMINGUEZ et al., 2014; NADEEM et al., 2015). Neste 

processo o microrganismo cresce de forma livre e em suspensão em um meio de 

cultivo líquido no qual estão presentes, de forma dissolvida ou suspensa, todos os 

sais e nutrientes necessários para o seu desenvolvimento (GONÇALVES et al, 2013; 

GONÇALVES; JORGE e GUIMARÃES, 2015). Como vantagens da FSbm podem ser 

mencionados o baixo custo com alta produtividade por volume de reator, o controle 

dos parâmetros fermentativos, a possibilidade de agitação, o que pode aumentar a 
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produção das enzimas, e facilitado scale-up se comparado a FES. Adicionalmente, o 

fermentado cru pode ser utilizado diretamente como fonte enzimática. Já as 

desvantagens são o alto custo para manter agitação e aeração do meio, e possível 

formação de espuma (BON et al., 2008; NADEEM et al., 2015; MAIORANO et al., 

2008; DOMINGUEZ et al, 2014). Para melhorar a produção enzimática são definidas 

algumas variáveis como fontes de carbono e nitrogênio, e suas respectivas 

concentrações, tempo de cultivo, agitação e taxa de aeração, além de adição de vários 

sais minerais, pequenas quantidades de aminoácidos, polímeros e surfactantes 

(DOMINGUEZ et al., 2014; MAIORANO et al., 2008). Algumas desvantagens também 

são observadas, como a limitação na transferência e mistura de oxigênio que pode 

ocorrer devido à alta viscosidade do meio em decorrência da biomassa e morfologia 

fúngica (QUINTANILLA et al., 2015). De maneira a alcançar a maior produção de 

enzimas, vários fatores, como microrganismo a ser utilizado e os parâmetros de 

fermentação, devem ser otimizados (NADEEM et al., 2015). 
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Tabela 1. Produção de β-D-frutofuranosidase por diferentes Aspergillus spp. 

Microrganismo Fonte de carbono 
Tipo de 

Fermentação 

Temperatura e 

pH ótimos 
Referência 

A. caespitosus Farelo de trigo 
FES  

 FSbm 

50°C, 4,0-6,0 

60°C, 4,0-6,0 
ALEGRE et al., 2009 

Aspergillus casiellus Farelo de soja FES 70°C, 4,0 NOVAKI et al, 2010 

Aspergillus flavus Sacarose (3%) FSbm 50°C, 6,0 UMA et al., 2010 

A. nidulans 

 

Sacarose (1%) FSbm 54-62°C, 

4,8-5,6 

ALVES, JORGE e GUIMARÃES, 2013 

ALVES, JORGE e GUIMARÃES, 2013 Farinha de centeio (1%) FSbm 

Aspergillus niger Sacarose (2%) FSbm 65°C, 2,9-5,6 NADEEM et al., 2009 

A. niger IMI 303386 Sacarose (2%) FSbm 50°C, 5,5 NGUYEN et al., 2004 

A. niger Sacarose (17,5%) FSbm 55°C, 4,4 L’HOCINE et al., 2000 

Aspergillus niveus Bagaço de cana de açúcar  FSbm 60°C, 4,5 GUIMARÃES et al., 2009 

A. niveus Casca de mandioca FES 55°C, 4,5 FERNANDES, JORGE e GUIMARÃES, 2017 

Aspergillus ochraceus Bagaço de cana de açúcar FSbm 60°C, 4,5 GUIMARÃES et al., 2007 

Aspergillus parasiticus Bagaço de cana de açúcar FSbm 38-56°C, 4,5-6,2 LUCCA, JORGE e GUIMARÃES 2013 

Aspergillus phoenicis Farelo de trigo 
FSbm 65°C, 4,5 

60°C, 4,5 

RUSTIGUEL et al., 2015 

RUSTIGUEL et al., 2010 

Aspergillus terreus Farinha de centeio FSbm 55-65°C, 4,0-6,0 GIRALDO et al., 2014 

Fonte: Autora.
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1.3 Aplicação das β-D-frutofuranosidases 

As β-D-frutofuranosidases podem ser aplicadas com diferentes objetivos, sendo 

uma de suas principais aplicações a produção de uma mistura equimolar de frutose e 

glicose (conhecida como xarope invertido ou açúcar invertido), que devido a alta 

doçura da frutose, pode ser utilizada como substituta da sacarose, já que não causa 

a cristalização do alimento (UMA et al., 2010). Esse xarope invertido pode ser utilizado 

em doces e umectantes. Além disso, a invertase é utilizada na produção de bebidas 

alcoólicas, ácido lático, glicerol, e outros produtos em que se utiliza a sacarose 

(KULSHRSTHA et al., 2013). Estas enzimas também são utilizadas nas indústrias 

farmacêuticas, na fabricação de mel artificial e como agentes plastificantes em 

cosméticos, e também em eletrodos enzimáticos para a detecção da sacarose. Além 

disso, podem agir como agente antimicrobiano, visto que possuem poder antioxidante, 

ajudando na prevenção de infecções microbianas (KULSHRSTHA et al., 2013).  

Algumas β-D-frutofuranosidases têm, além do poder de hidrólise, a capacidade 

de catalisar reação de transfrutosilação. A transferência de um resíduo frutosil para 

um aceptor final como, por exemplo, a sacarose, gera os frutooligossacarídeos (FOS). 

Estes sacarídeos podem ser utilizados como substituto da sacarose e, além disso, 

geram diversos benefícios quando implementados na alimentação humana (NADEEM 

et al., 2015).  

1.3.1 Frutooligossacarídeos (FOS) 

Os frutooligossacarídeos são sacarídeos bifidogênicos (estimulam a 

proliferação das bifidobactérias do colón), com estrutura química formada por 

unidades de frutose ligadas entre si, originando uma cadeia de frutose que, por sua 

vez, se liga a uma glicose terminal por ligação glicosídica β, com fórmula geral GFn. 

Por possuírem essa ligação, estes carboidratos não são hidrolisados pelas enzimas 

digestivas humanas, pois elas são específicas para ligações glicosídicas do tipo α 

(SABATER-MOLINA et al., 2009; YUN, 1996; BÚRIGO et al., 2007). 

De acordo com suas diferenças estruturais, os frutooligossacarídeos podem ser 

separados em diferentes grupos, como aqueles provenientes da quebra da inulina, os 
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levanos, a mistura de levanos e os neo-fOS (neo-levanos e neo-inulina) (FLORES-

MALTOS et al., 2014; VELÁZQUEZ-HERNÁNDEZ et al., 2009).  

A inulina é um polímero linear de frutose com ligação β-(1-2), obtida de algumas 

famílias de plantas, que ao ser hidrolisada pode gerar os FOS de cadeia curta 

(scFOS), com um grau de polimerização de 2 a 10 resíduos de frutose, sendo mais 

comuns os de 2 a 4 resíduos (FLORES-MALTOS et al., 2014; SANGEETHA, 

RAMESH e PRAPULLA, 2005). Os frutooligossacarídeos de cadeia curta (Figura 2) 

são representados principalmente pela kestose (GF2), nistose (GF3) e 1-β-

frutofuranosilnistose (GF4) (FLORES-MALTOS et al., 2014; YUN, 1996). A mistura 

destes oligossacarídeos já é comercializada por algumas empresas da Bélgica e da 

Holanda, sendo conhecida como “Raftilose” (PASSOS e PARK, 2003). Estes FOS são 

encontrados em uma grande variedade de plantas, principalmente em beterraba, 

cebola, trigo e tomate, entre outros, e também no mel (PASSOS e PARK, 2003; YUN, 

1996). 

Fonte: FLORES-MALTOS (2014). 

Outra forma de obtenção dos frutooligossacarídeos é a transfrutosilação 

enzimática da sacarose. A transfrutosilação gera FOS com um grau de polimerização 

de 1 a 5 unidades de frutosil. A formação de FOS a partir da sacarose pode ocorrer 

pela transfrutosilação do resíduo frutosil advindo tanto da sacarose, quanto dos FOS 

produzidos na reação. Simultaneamente, tanto a sacarose quanto os FOS podem ser 

os aceptores da unidade de frutose transfrutosilada (SANTOS, 1998; LEE, CHIANG e 

Figura 2. Estrutura química dos frutooligossacarídeos 1-kestose (A), nistose (B) e 1-

frutofuranosilnistose (C).  
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TSAI, 1999). A Figura 3 mostra o esquema da produção enzimática de 

frutooligossacarídeos, a partir da ação da β-D-frutofuranosidase, onde a enzima 

transfere o resíduo frutosil da molécula de sacarose doadora para a molécula de 

sacarose aceptora. 

Figura 3. Esquema de produção dos frutooligossacarídeos 1-kestose, 6-kestose, nistose e 

frutofuranosilnistose. 

Fonte: Autora. 

De acordo com Passos e Park (2003) os FOS advindos da transfrutosilação da 

sacarose já vêm sendo produzidos e comercializados em países como o Japão e 

também na Europa. A obtenção de FOS por duas etapas é a mais encontrada na 

literatura e na indústria. A primeira etapa compreende a produção da enzima (neste 

caso por FSbm).  Na Figura 4, é apresentado esse esquema, onde no primeiro estágio 
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é produzida a enzima e no segundo estágio, a enzima é adicionada no substrato 

sacarose, ocorrendo a transfrutosilação e, consequentemente, a produção de FOS. A 

quantificação dos FOS formados é feita por HPLC, confirmando assim, a produção 

destes açúcares (DOMINGUEZ et al., 2014).  

 

Figura 4. Representação esquemática da fermentação submersa para produção de β-D-
frutofuranosidase (A) e para a produção enzimática de FOS (B). 

 

Fonte: Modificado de Sangeetha, Ramesh e Prapulla (2005) 

 

Os FOS desempenham um papel importante na melhoria da microbiota 

intestinal, e também são adotados como substituto da sacarose quando utilizados em 

alimentos em que o uso da sacarose é restringido pela sua elevada doçura (FLORES-

MALTOS et al., 2014). Os frutooligossacarídeos também são livres de calorias e 

podem ser utilizados por diabéticos, uma vez que são dificilmente hidrolisados pelas 

enzimas humanas por causa da ligação glicosídica β, não sendo absorvidos pelo 

organismo humano. Desta forma são fermentados no intestino grosso, estimulando as 

bactérias probióticas do trato intestinal (DOMINGUEZ et al., 2014; FLORES-MALTOS 

et al., 2014).  Além disso, os FOS já demonstraram diversos outros benefícios para a 

saúde humana, como a ajuda na produção de ácidos graxos de cadeia curta pelas 

bactérias do cólon que geram, entre outros benefícios, o alívio da constipação e a 

diminuição do risco de câncer de cólon. O aumento da absorção de minerais como o 

cálcio, magnésio, ferro e zinco também tem sido atribuído ao uso dos FOS na 

alimentação. Neste caso, estes minerais se ligam ao FOS e passam pelo trato 
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gastrointestinal superior, chegando ao colón onde estes íons ficam mais disponíveis 

para a absorção. Além disso, esses sacarídeos ainda reduzem o rico de obesidade e 

diabetes (MUSSATTO e MANCILHA, 2007; SABATER-MOLINA et al., 2009; DE 

PRETER et al., 2011; SANGUEETA et al., 2005). 

 Por este motivo a utilização de FOS como ingredientes alimentares tem 

aumentado rapidamente, apresentando um crescimento significativo no mercado de 

alimentos no mundo todo (DOMINGUEZ et al., 2014; SANGHEETA et al., 2005). Já 

próximo ao ano 2000 foi estimado que a Holanda consumia cerca de 2 a 12 g de FOS 

por dia por pessoa enquanto o Japão já havia sido estabelecido como consumo 

aceitável diário cerca de 0,8 g/kg de peso corpóreo por dia (PASSOS e PARK, 2003; 

HARTEMINK et al., 1997). 

Estudos já demonstraram a utilização da β-D-frutofuranosidase de fungos 

filamentosos com sucesso na produção de FOS. Chen e Liu (1996) reportaram a 

produção de FFase por A. japonicus com atividade de transfrutosilação de 660 U m/L. 

Hidaka e colaboradores (1988) reportaram a atividade de transfrutosilação para a 

produção de frutooligossacarídeos por diferentes linhagens de fungos como A. niger, 

A. pullulans e A. oryzae, entre outros, destacando a enzima da linhagem A. niger 

ATCC 20611 como a mais eficiente para a produção de frutooligossacarídeos. Além 

disso, estudos atuais também têm procurado microrganismos capazes de produzir 

enzimas mais estáveis e mais ativas. Mussatto e colaboradores (2013) obtiveram a 

produção de uma β-D-frutofuranosidase com atividade de transfrutosilação quando o 

fungo Aspergillus japonicus foi cultivado em fermentação em estado sólido. Aziani e 

colaboradores (2012) também obtiveram uma enzima capaz de produzir 

frutooligossacarídeos quando utilizaram biofilme do fungo A. phoenicis com uma 

produção de 122 mg/L de FOS após 48 horas de reação.  

Tendo em vista a grande procura de FOS, existe então a oportunidade de 

triagem e identificação de novas linhagens fúngicas capazes de produzir enzimas com 

atividade melhorada de transfrutosilação e uma produção de FOS com alto 

rendimento e menos dispendiosa. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O fungo A. thermomutatus foi um bom produtor de β-D-frutofuranosidase 

extracelular em Fermentação Submersa (FSbm), utilizando sacarose como fonte de 

carbono. Após a padronização das melhores condições de cultivo, a produção 

enzimática foi aumentada 5 vezes se comparado com a produção inicial obtida.  

A β-D-frutofuranosidase extracelular produzida por FSbm encontrada no filtrado 

bruto apresentou elevada temperatura de atividade hidrolítica, que corresponde 

também a melhor temperatura para a produção de FOS. Além disso, foi estável na 

temperatura de 40°C e nos pH testados. A enzima exibiu maior atividade hidrolítica 

presença de Mn+2. No entanto, não houve aumento da produção de FOS quando esse 

íon foi adicionado à reação. Após a caracterização do extrato bruto a atividade 

enzimática obtida foi 11 vezes maior que a encontrada no início do estudo. 

A β-D-frutofuranosidase de A. thermomutatus foi capaz de realizar a 

transfrutosilação, obtendo os FOS kestose e nistose, principalmente em 

concentrações de sacarose mais elevadas, com consequente aumento da 

concentração destes FOS. Além disso, foi observado uma possível produção de duas 

β-D-frutofuranosidases com atividade transfrutosilativa em temperaturas diferentes. 

Considerando os resultados obtidos, este trabalho gerou conhecimentos sobre a 

produção de β-D-frutofuranosidase pelo fungo filamentoso A. thermomutatus, que 

apresentou potencial biotecnológico para a produção e aplicação desta enzima na 

indústria, destacando-se o uso para a produção de FOS.  
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