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APRESENTACAO

Avancos Cientificos e Tecnoldgicos em Bioprocessos € uma obra que reune
vinte e trés capitulos com temas em pesquisas cientificas realizadas no campo da
biotecnologia, e que envolve agentes bioldgicos e bioquimicos na geracéo de produtos
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avangos descritos nas metodologias
e nos resultados, distribuidos em quatro tdpicos principais, envolvendo: processos
quimicos e biotecnolégicos no aproveitamento de residuos; producédo de metabdlitos
e enzimas; métodos analiticos e de simulacéo; e biotratamentos envolvidos na
geracao de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que
estdo desenvolvendo suas teses e/ou dissertacdes em instituicdes nacionais. Por este
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser
um grande estimulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns
dos aspectos biotecnologicos estudados em algumas das instituicdes de nosso pais.

Alberdan Silva Santos
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CAPITULO 2

PRODUCAO E CARACTERIZACAO

BIOQUIMICA DE FRUTOSILTRANSFERASE
EXTRACELULAR MICROBIANA PARA A SINTESE
DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS EM ESCALA
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Josivan de Sousa Cunha
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RESUMO: Os frutooligossacarideos (FOS) séo
oligbmeros de frutose cujas unidades frutosil
estéo ligadas na posicdo B (2-1) na molécula
de sacarose. Esses acgUcares, de baixa
caloria, sdo classificados como prebidticos e,
portanto, apresentam diversos beneficios a
saude humana. Os FOS sao disponibilizados
comercialmente por meio da producao
sintética, utilizando enzimas microbianas como
a frutosiltransferase (FTase, E.C.2.4.1.9) e
sacarose como substrato. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo estudar a producao
de FTase extracelular de Aspergillus oryzae
IPT-301 por fermentacdo submersa utilizando
meio de cultura sintético, assim como realizar
a caracterizagcdo bioquimica da enzima por
meio da avaliacédo dos efeitos do pH (3,0 < pH
< 6,5) e da temperatura (30 °C < T =< 65 °C)
do meio reacional nas atividades hidrolitica
(A,) e de transfrutosilagdo (A). Em 64 h de
fermentagao, foram produzidas FTases com as
maiores atividades de transfrutosilacao (19,76
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+0,56 U.mL™") e menores atividades hidroliticas
(1,65 = 0,31 U.mL"), resultando numa razéao
entre atividades (A/A,) igual a 12,22 + 1,82.
Com relacdo aos estudos de caracterizacao
bioguimica, a enzima apresentou maxima
atividade de transfrutosilacdo e minima
atividade hidrolitica no meio reacional para uma
faixa de pH de 4,5-6,0 e temperatura de 50 °C.
Os resultados obtidos atestaram que o fungo
se destacou como fonte produtora de FTases
extracelulares e estas, por sua vez, mostraram-
se promissoras para a sintese de FOS em
escala laboratorial.

PALAVRAS-CHAVE: Frutosiltransferase,
Aspergillus oryzae |PT-301,
submersa, Caracterizacao
Frutooligossacarideos.

Fermentacao
enzimatica,

ABSTRACT: Fructooligosaccharides (FOS)
are fructose oligomers whose fructosyl units
are attached at the B (2 -1) position in the
sucrose molecule. These sugars are classified
as prebiotics and present several benefits to
human health. FOS are commercially available
through synthetic production using microbial
enzymes such as fructosyltransferase (FTase,
E.C.2.4.1.9) and sucrose as substrate. The
aim of this work was to study the extracellular
FTase production from Aspergillus oryzae |1PT-
301 by submerged fermentation using synthetic
culture medium, and to perform the biochemical
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characterization of the enzyme through the evaluation of the effects of pH (3.0 < pH
< 6.5) and the temperature (30 ° C = T < 65 ° C) of the reaction medium on hydrolytic
(A,) and transfructosylation (A) activities. FTases were produced with the highest
transfructosylation activities (19.76 + 0.56 U.mL") and lower hydrolytic activities (1.65
+ 0.31 U.mL-1) at 64 h of fermentation, resulting in a ratio between activities (A, /
A,) equal to 12.22 + 1.82. Regarding the biochemical characterization, the enzyme
presented maximum transfructosylation activity and minimal hydrolytic activity in
the reaction medium for a pH range of 4.5-6.0 and temperature of 50°C. The results
suggest that the fungus is a promissing source for production of extracellular FTases
for the synthesis of FOS in laboratory scale.

KEYWORDS: Fructosyltransferase, Aspergillus oryzae |PT-301, Submerged
fermentation, Enzymatic characterization, Fructooligosaccharides.

11 INTRODUCAO

Os frutooligossacarideos (FOS) s&o oligbmeros de frutose cujas unidades frutosil
estédo ligadas na posicéo B (2-1) na molécula de sacarose (YUN, 1996; CHEN e
LIU, 1996; CHEN et al., 2014; ROMANO et al., 2016). Os FOS de baixo grau de
polimerizacao, tais como a kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose (Figura 1), sao
de grande importancia por apresentarem propriedades benéficas a saude humana
(HIRAYAMA et al., 1993; YUN, 1996; ANTOSOVA et al., 2008). Estes acucares sao
de baixa caloria, prebidticos e podem ser consumidos, seguramente, por diabéticos,
ndao sao cariogénicos, favorecem o aumento da absorcdo de calcio e magnésio
pelo organismo (DIAZ et al., 2011) e, por ndo serem hidrolisados pelas enzimas
gastrointestinais, promovem a seletividade das bifidobactérias na microbiota intestinal
(MOORE et al., 2003; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; DOMINGUEZ et al., 2014),
ajudando na eliminagao de microrganismos patogénicos e na prevenc¢ao do cancer de
colon (GIBSON e ROBERFROID, 1995; GANAIE et al., 2014). Os FOS ainda auxiliam
na reducédo do colesterol, triacilglicerois e fosfolipidios no sangue (TOKUNAGA et
al., 1986; ROBERFROID, 2007). Esses oligbmeros apresentam cerca de 40 a 60 %
do poder edulcorante da sacarose, sendo usados frequentemente pelas industrias
farmacéuticas e de alimentos como agucares funcionais (YUN, 1996; SANCHEZ et al.,
2008; ZENG et al., 2016).

Embora os FOS estejam presentes em diversos vegetais, esses agucares sao
disponibilizados comercialmente por meio da producgéo sintética via rota enzimatica,
utilizando a sacarose como substrato e enzimas de origem microbiana denominada
frutosiltransferase (E.C. 2.4.1.9) (CHIEN et al., 2001; ROMANO et al., 2016). Esta
enzima é sintetizada por cepas fangicas, tais como Penicillium sp. USAMI et al.,
1991; LIM et al.,, 2005; GANAIE et al., 2014), Aureobasidium sp. (LATEEF et al.,
2007; DOMINGUEZ et al., 2012), Fusarium sp. (GUPTA e BHATIA, 1982; PATEL et
al., 1994) e, principalmente, por Aspergillus sp. (CHEN e LIU, 1996; L'HOCINE et
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al., 2000; CHIEN et al., 2001; WANG e ZHOU, 2006; CUERVO-FERNANDEZ et al.,
2007; SANCHEZ et al., 2008; MUSSATTO e TEIXEIRA, 2010; OTTONI et al., 2012;
MARQUEZ et al., 2016; ZENG et al., 2016). As enzimas microbianas produtoras de
FOS sao excretadas para fora das células como enzimas extracelulares e/ou aderidas
nas células microbianas como enzimas miceliais (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007;
GANAIE; GUPTA, 2014).

Figura 1. Estrutura molecular dos frutooligossacarideos: (A) kestose, (B) nistose e (C)
B-frutofuranosilnistose.

Afrutosiltransferase (FTase) exibe, majoritariamente, atividade de transfrutosilacéo
(A), sendo responsavel pela transferéncia de grupos frutosil entre moléculas de
sacarose. Portanto, por meio da reacao enzimatica, sédo liberadas moléculas de glicose
como subprodutos no meio reacional e geradas moléculas de frutooligossacarideos
(FOS) com diferentes tamanhos de cadeia polimérica (ANTOSOVA etal., 2008; GANAIE
et al., 2014; MARQUEZ et al., 2016). Além disso, por apresentarem menor afinidade
pelas moléculas de agua, as FTases séao consideradas enzimas que apresentam baixa
atividade hidrolitica (A, ), 0 que as tornam biocatalisadores potencialmente aplicaveis a
producdo de FOS (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001).

Ressalta-se que a razdo entre as atividades de transfrutosilagéo e hidrolitica (A/
A,) pode ser considerada como o critério mais importante para se avaliar a produgéo
de FOS a partir de enzimas microbianas (HIDAKA et al., 1988; CUERVO-FERNANDEZ
et al., 2007). Quanto maior o valor da razdo, mais elevadas sé&o as atividades de
transfrutosilacdo exibidas pelas enzimas, permitindo altas conversdes de sacarose
em FOS (KIM et al,, 1996; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2004; OLIVEIRA, 2007;
CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007).
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Figura 2 — Reagé&o enzimatica de transfrutosilagdo (CUNHA, 2017).

Atualmente, € de grande interesse industrial a utilizacdo de cepas microbianas
produtoras de FTase com elevada atividade de transfrutosilacdo e baixa atividade
hidrolitica, afim de se obter altos rendimentos de FOS (CUERVO-FERNANDEZ et al.,
2007;HIDAKA etal., 1988; HIDAKA et al., 1986). Especificamente, a FTase produzida por
Aspergillus oryzae IPT-301 apresenta elevadas atividades de transfrutosilacéo quando
solucdes concentradas de sacarose sao utilizadas como substrato, o que acarreta,
consequentemente, a elevada producao de FOS (PERNA et al., 2018; OTTONI et al.,
2012; MAIORANO et al., 2009; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007). Apesar do seu
excelente desempenho, ndo ha estudos reportados na literatura que visem avaliar a
influéncia da temperatura e pH do meio reacional nas atividades de FTase produzidas
especificamente por este micro-organismo. Diante disso, o presente trabalho centrou-
se na producéo, em escala laboratorial, de FTase extracelular de Aspergillus oryzae
IPT-301 por fermentagéo submersa utilizando meio de cultura sintético e nos estudos
de caracterizagao bioquimica da enzima por meio da avaliagao dos efeitos do pH e da
temperatura do meio reacional nas atividades hidrolitica e de transfrutosilagéo.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao de frutosiltransferase microbiana extracelular

2.1.1 Micro-organismo e condigbes de cultivo

A enzima FTase extracelular foi produzida a partir da cepa do fungo Aspergillus
oryzae |IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto
de Pesquisas Tecnolbgicas do Estado de Sao Paulo (LBI/IPT-SP). Para isso, um
pellet contendo aproximadamente 5 g de esporos liofilizados do micro-organismo
foi ressuspenso em 10 mL de &gua destilada estéril, e aliquotas de 70 pL foram
inoculadas em meio solido contendo (em %, m/v): agar batata dextrose 2,0, glicerina
2,5, extrato de levedura 0,5 e glicose 2,5. Ap6s incubacao por 7 dias a 30 °C em
incubadora refrigerada do tipo B.O.D., os esporos produzidos foram coletados por
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meio de raspagem utilizando al¢ca de Drigalski e aproximadamente 10 mL de solucédo
constituida por NaCl 0,95 % (m/v) e Tween-80 0,1 % (v/v). A suspenséo obtida foi
homogeneizada com solug¢ao de glicerina 20,0 % (m/v), cujo volume foi variavel, de
modo ajustar a concentracao de esporos para aproximadamente 1 x 107 esporos.mL"
1, quantificado com auxilio de uma camara de Neubauer, seguido de armazenamento
sob refrigeracéo a -12 °C.

2.1.2 Composicdo do meio de cultura sintético

O meio de cultura utilizado para a fermentagdo e crescimento microbiano foi
constituido por (em %, m/v): sacarose 15,0, extrato de levedura 0,5, NaNO, 0,5,
KH,PO, 0,2, MgS0O,.7H,0 0,05, MnCl,.4H,0 0,03 e FeSO,.7H,0 0,001 em pH 5,5.
Foram distribuidos 50 mL deste meio de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer de 250
mL e autoclavados a 120 °C e 2,022 atm durante 15 min.

2.1.3 Construgéo da curva de crescimento microbiana

Foram inoculados 500 uL de suspensao de esporos, contendo aproximadamente
1 x 107 esporos.mL™", no meio de cultura descrito no topico 2.1.2. A fermentacéo foi
conduzida em agitador orbital do tipo shaker a 30 °C e 200 rpm durante 76 h, com
coleta de amostras em intervalos de tempo pré-determinados. O conteudo total do
frasco foi filtrado em papel do tipo Whatman n°1 com didmetro de 90 mm. A biomassa
retida no papel (torta) foi lavada abundantemente com agua destilada e seca em estufa
por 24 h a 55 °C. A concentracdo de biomassa foi obtida por meio de massa celular
seca por volume (g.L"). Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.1.4 Processo fermentativo

Foram inoculados 0,5 mL de suspenséo de esporos (aproximadamente 1 x
107 esporos.mL') em 50 mL de meio de cultura, conforme descrito no tdpico 2.1.2.
A fermentacao foi conduzida em agitador orbital do tipo shaker a 30 °C e 200 rpm
com coleta de pontos a cada 8 h para o monitoramento das atividades hidrolitica e de
transfrutosilacao, totalizando 72 h de processo. O conteudo total do frasco Erlenmeyer
foi filtrado em papel do tipo Whatman n°1 com didmetro de 90 mm. O caldo fermentado
(permeado) foi armazenado em tubos para posteriores ensaios de caracterizacéo
bioquimica da enzima em relacéo a temperatura e pH do meio reacional.

2.2 Métodos analiticos

2.2.1 Determinacéo das atividades hidrolitica e de transfrutosilacdo

Para a determinacdo das atividades enzimaticas foi definida uma unidade de
atividade de transfrutosilagdo como a quantidade de enzima que produz um micromol
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(1 umol) de FOS por minuto sob as condi¢des ensaiadas. Também, definiu-se uma
unidade de atividade hidrolitica como a quantidade de enzima que libera um micromol
(1 pumol) de frutose por minuto sob as condi¢cbes reacionais do ensaio (CUERVO-
FERNANDEZ et al., 2007; GANAIE; GUPTA, 2014; OTTONI et al., 2012).

Em um tubo foram adicionados 1,2 mL de solucéo tampao tris-acetato 0,2 mol.L",
pH 5,5 e 3,7 mL de solugao de sacarose P.A. 63,6% (m/v). Tal mistura foi previamente
aquecida durante 10 min a 50 °C até atingir o equilibrio térmico (CUERVO-FERNANDEZ
et al., 2007; OTTONI et al., 2012;). A seguir, foi iniciada a reagdo enzimatica ao se
adicionar 0,1 mL de caldo fermentado contendo FTase extracelular. A reacao foi
conduzida em banho Dubnoff a 190 rpm, a 50 °C e por 60 min e, posteriormente,
interrompida por banho de agua fervente durante 10 min, seguida por banho de gelo
(OTTONI et al., 2012; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007).

As atividades enzimaticas de transfrutosilagdo (A) e hidrolitica (A,) foram
calculadas pelas Equagdes (1) e (2), respetivamente.

__ [Fos]vg (1)
¢ =
tr-Venzimatico
. [F].VR
h tr-Venzimatico ()

em que [FOS] e [F] sdo as concentrag6es de frutooligossacarideos (umol.L") e frutose
(umol.L"), respectivamente, Vs 0 volume do meio reacional (L), t é o tempo de reacao
(min) e Venzimaico 0 Volume do caldo fermentado (solugcé&o enziméatica) (mL).

Os valores de [F] e [FOS], obtidos durante a reacao enzimatica, foram calculados
pelas Equacgdes (3) e (4), respectivamente.

[F1=[ART]-[G] 3)

[FOS]=[G]-[F] (4)

em que [ART] e [G] s@o as concentracbes de acgucares redutores totais e glicose,
respectivamente, expressas em pmol.L".

2.2.2 Determinag&o da concentragdo de acgucares redutores totais

A concentracdo de agucares redutores totais (ART) presentes no meio reacional
foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) adaptado de Miller
(1959) (MALDONADI et al., 2013; SANTOS-MORIANO et al., 2015).

Primeiramente, foi preparada uma solucéo de DNS (Reagente A), constituida por
13,98 g.L"" de hidroxido de sodio (NaOH), 5,86 g.L " de metabisulfito de sodio (Na,S,0,),

5,37 mL/L de fenol fundido a 50 °C (C,H,OH) e 7,48 g.L"" de acido 3,5-dinitrosalicilico
(C,H,N,O.). Asolucéo antioxidante (Reagente B) foi composta por 15,1 g.L" de tartarato

7 4 277
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duplo de sadio e potassio (KNaC,H,O,.4H,0).

A quantificacdo dos ART foi realizada pela adigéo, em tudo de ensaio, de 1,0 mL
da amostra oriunda da reacdo enzimatica, em 1,0 mL de Reagente A sob agitacao
vigorosa. A reacao foi conduzida em banho maria a 100 °C por 5 min e interrompida,
por resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min, seguido pela adicao de 16 mL
de Reagente B. Posteriormente, aliquotas do meio reacional foram analisadas por
espectrofotometria a 540 nm visando obter as concentra¢des de agucares redutores

totais (ART).

2.2.3 Determinacéao da concentracdo de glicose

A concentracdo de glicose, presente no meio reacional, foi determinada pelo
método colorimétrico (kit enzimatico) GOD-PAP (GANAIE; GUPTA, 2014; VEGA;
ZUNIGA-HANSEN, 2011; OLIVEIRA, 2007)

Aquantificagéo de glicose foi realizada pela adicédo, em tudo de ensaio, de 50 pLda
amostra oriunda da reac¢ao enzimatica, em 5 mL de solugcao reagente (kit enzimatico).
A reacéo foi conduzida em banho Dubnoff a 37 °C por 5 min ou a temperatura de 15-
25 °C por 25 min.

Acoloracgao final foi estavel por 30 min. Posteriormente, aliquotas do meio reacional
foram analisadas por espectrofotometria a 505 nm, visando obter as concentracdes de
glicose (G).

2.3 Caracterizacao bioquimica da enzima extracelular

Uma vez definido o melhortempo de fermentacédo em que foram produzidas FTases
extracelulares com minima e maxima atividades hidrolitica e de transfrutosilacéo,
respectivamente, foi utilizado o caldo fermentado (solu¢ao enzimatica) coletado neste
tempo de processo para a realizacdo dos ensaios de caracterizagdao bioquimica da
enzima microbiana. Posteriormente, foram avaliados os efeitos da temperatura e do
pH do meio reacional nas atividades enzimaticas.

2.3.1 Avaliacdo dos efeitos da temperatura do meio reacional nas atividades
hidrolitica e de transfrutosilagdo

Os ensaios de atividade enzimatica foram conduzidos em meio reacional
constituido por 1,2 mL de solugcéo tampao tris-acetato 0,2 mol.L", pH 5,5 e 3,7 mL de
solucdo de sacarose P.A. 63,6 % (m/v). Foram avaliadas as temperaturas de reacéao
(B0°C =T =<65°, comA =5 °C) e as atividades foram determinadas conforme
método descrito no tdpico 2.2.1. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.3.2 Avaliacdo dos efeitos do pH do meio reacional nas atividades hidrolitica
e de transfrutosilagdo

Os ensaios de atividade foram conduzidos em meio reacional constituido por 1,2
mL de solugédo tampéao tris-acetato 0,2 mol.L" (3,0 < pH < 6,5, com A=0,5)e 3,7
mL de solugdo de sacarose P.A. 63,6% (m/v) a 50 °C. As atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo foram determinadas conforme método descrito no tépico 2.2.1. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curva de crescimento microbiana

A Figura 3 apresenta a curva de crescimento do fungo Aspergillus oryzae IPT 301
em funcéo do tempo de fermentacao. Foi possivel identificar a fase lag de crescimento
durante as primeiras 8 h do processo seguida da fase log até as 48 h, em que se
constatou um pico de concentracdo de biomassa igual a 9,35 + 1,26 g.L". Apds 56 h
de fermentacéo, foi observado a fase estacionaria para a curva de crescimento que
se estendeu até o término do processo, cuja concentracdo de biomassa obtida foi de
7,51 + 1,57 g.L". Pelo perfil da curva de crescimento néo se pode afirmar que a fase
de declinio ou morte celular foi atingida, uma vez que as concentracbées de biomassa
permaneceram constantes a partir de 56 h de fermentacéo.

O valor maximo obtido para a concentracao de biomassa de A. oryzae mostrou-
se aproximadamente 2,0 vezes maior que o reportado por Ottoni et al. (2012) em que,
utilizando um meio de cultura com composi¢des similares, obteve uma concentracéo
de 4,85 g.L'' de micélio. Cuervo-Fernandez et al. (2007), sob as mesmas condi¢coes
experimentais, produziu 7,39 + 1,10 g.L" de biomassa de A. oryzae IPT-301, ou seja,
um valor 21,0 % menor ao obtido neste trabalho.

Ressalta-se ainda que Ottoni et al. (2012), reportaram uma concentracao de
biomassa de 10,46 g.L' (12,0 % maior que a concentracdo de biomassa produzida
neste trabalho), ao realizar a fermentacdo em meio de cultura otimizado, composto
majoritariamente por 320,5 g.L" de sacarose, 7,13 g.L" de ureia e 2,11 g.L" de extrato
de levedura.
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Figura 3. Concentracéo da biomassa celular de Aspergillus oryzae IPT-301 em funcéo do
tempo de fermentacéo a 30°C.

O fato da atividade enzimatica da FTase estar intimamente ligada a quantidade
de biomassa produzida durante a fermentacéo, permite sugerir, a priori, a utilizagéo
de tempo de fermentacao de até 52 horas, ja que se tem maior quantidade de enzima
presente no caldo fermentado. Demais estudos foram realizados por outros autores
visando atestar esta afirmacéo, visto que a atividade enzimética depende de diversos
fatores, como o pH do meio fermentado, temperatura, pH do meio reacional da atividade
enzimatica e concentragcao de substrato (CHAPLIN; BUCKE, 1990; SHULER, 2002).

No presente trabalho, a progresséo do pH do caldo fermentado para o Aspergillus
oryzae IPT-301, em que o pH inicial foi de 5,50, mostrou a acidificacdo do meio
de cultura, com valor final de pH igual a 4,82. Os estudos de Cuervo-Fernandez
et al. (2007) mostraram que os caldos de fermentacdo produzidos pelas cepas de
Aspergillus oryzae |PT-301 e Aspergillus niger ATCC 20611, IPT-608 e IPT-615
apresentaram valores finais de pH iguais 5,70, 4,21, 5,43 e 5,53, respectivamente.
Segundo Maiorano et al. (2009), a producédo maxima de FTase, utilizando Aspergillus
oryzae IPT-301 como fonte produtora da enzima, encontra-se na faixa entre 4,5 a 5,0,
ao passo que, a producdo maxima de biomassa foi verificada para caldos fermentados
com pH 5,0. O A. oryzae é produtor de proteases acidas, responsaveis pela clivagem
das ligacoes peptidicas e liberacao de aminoacidos, o que ocasiona a acidificacao do
meio de cultura, interferindo também nas atividades enzimaticas (CASTRO; SATO,
2014; TSUJITA et al., 1997).

3.2 Influéncia do tempo de fermentacao nas atividades de transfrutosilacao e

hidrolitica

AFigura 4 apresenta as atividades de transfrutosilagdo e hidrolitica extracelulares
em funcéo do tempo de fermentacédo. Foi observado um pico de produg¢éo da enzima
FTase para 64 h de processo (19,76 + 0,56 U.mL"). Por outro lado, obteve-se uma
baixa atividade hidrolitica (1,65 + 0,31 U.mL"). Portanto, para 0 mesmo periodo, foi
obtido uma razao A/A, igual a 12,22 + 1,82 entre as atividades avaliadas, indicando
maior producdo de FOS durante o processo fermentativo, ja que elevados valores
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desta raz&o indicam predominancia da atividade de transfrutosilacéo frente a hidrolitica
(HIDAKA, 1988; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007). Esta elevada razao entre as
atividades torna-se um fator positivo ao se considerar o uso industrial da enzima
(HERNALSTEENS, 2006; OLIVEIRA, 2007).

Cuervo-Fernandez et al. (2007), utilizando o A. oryzae IPT-301 e meio de cultura
similar ao do presente trabalho, obtiveram a maxima producéo da enzima em 72 h de
fermentacdo. Foram obtidos valores de atividades hidrolitica e de transfrutosilagdo
iguais a 3,44 U.mL" e 17,90 U.mL", respectivamente, correspondendo a uma razéo
At/Ah entre as atividades de 5,2. No entanto, neste trabalho, durante 72 h de processo,
a atividade de transfrutosilacéao obtida (10,82 + 2,26 U.mL™") foi relativamente menor do
que a atividade de transfrutosilacdo obtida em 64 h de fermentacéao, resultando numa
razdo At/Ah de 3,3 + 1,96. A diminuicao da atividade de transfrutosilacéo é atribuida a
producédo concomitante de proteases acidas pelo A. oryzae IPT-301 (CASTRO; SATO,
2014; TSUJITA et al., 1997). Diante desses resultados, definiu-se 64 h como o tempo
de processo favoravel para a producéo da FTases utilizando o Aspergillus oryzae
IPT 301 como micro-organismo produtor em meio de cultura sintético, sendo este
periodo utilizado como tempo de fermentacédo padréo para a avaliagao da influéncia
da temperatura e do pH nas atividades enzimaticas.
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Figura 4. Atividades de transfrutosilagéo (A) e hidrolitica (A,) da FTase extracelular, em fungéo
do tempo de fermentagéo, em solugéo de sacarose 63,6 % (m/v) a 50 °C e solugao tampao tris-
acetato 0,2 mol.L", pH 5,5.

3.3 Influéncia da temperatura do meio reacional nas atividades hidrolitica e de

transfrutosilacao

Ainfluéncia da temperatura nas atividades enzimaticas é apresentada na Figura
5. AFTase extracelular exibiu atividades maxima (19,53 £ 0,056 U.mL") e minima (1,65
+ 0,031 U.mL") de transfrutosilacédo e hidrolitica, respectivamente, para a temperatura
de 50 °C. Para as temperaturas de 30 °C e 35 °C houve o predominio da atividade
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hidrolitica, resultado este também observado para as temperaturas de 60 °C e 65 °C,
em que ocorreu uma queda na atividade de transfrutosilacdo e aumento significativo
da atividade hidrolitica, resultando em uma possivel na hidrolise enzimatica das
moléculas de sacarose, conforme reportado por Almeida et al. (2005) em estudos
utilizando FTases produzida por Cladosporium cladosporioides.
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Figura 5. Influéncia da temperatura nas atividades hidrolitica (A,) e de transfrutosilagéo (A)
da FTase extracelular em soluc&o de sacarose 63,6 % (m/v) e solugéo tampao tris-acetato 0,2
mol.L", pH 5,5.

Similarmente, Yun (1996) e Hayashi et al. (1990) indicaram que a faixa 6tima de
temperatura para a enzima produzida por Aureobasidium pullulans e Aureobasidium
sp., respectivamente, manteve-se entre 45 e 55 °C. Maiorano et al. (2009) e
Madlova et al. (2000) obtiveram uma faixa de temperatura 6tima para a atividade de
transfrutosilacdo compreendida entre 50 °C a 60 °C para FTases produzidas a partir
de A. oryzae e Aureobasidium pullulans. Também Hayashi et al. (1990) obtiveram altas
atividades de transfrutosilagdo a 50 °C para a enzima produzida por Aureobasidium
sp. ATCC 20524. Em temperaturas fora dessa faixa, as razdes sao irrelevantes, nao
sendo recomentado o uso de FTase extracelular. A razdo maxima obtida foi de 12,22
+ 1,81, isto é, aproximadamente 2,4 vezes maior ao valor da razao obtido por Cuervo-
Fernandez et al. (2007) nas mesmas condi¢ces experimentais utilizando o A. oryzae
IPT-301 como micro-organismo produtor de FTases.

3.4 Influéncia do pH do meio reacional nas atividades hidrolitica e de de

transfrutosilacao
A influéncia do pH do meio reacional enzimatico nas atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo das FTases extracelulares € apresentada na Figura 6. Nota-se que,

para valores de pH relativamente baixos (meios reacionais muito acidos), as atividades
hidroliticas séo predominantes.
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Contudo, para pH variando entre 4,5 e 6,0, as atividades de transfrutosilacéo
e hidrolitica mostraram-se estaveis com valores de 18,00 U.mL"' e 1,30 U.mL",
respectivamente, caracterizando, portanto, a faixa de pH em que a enzima apresentou
maxima atividade, ocorrendo decréscimo nos valores de atividade de transfrutosilacéo
e aumento da atividade hidrolitica em pH 6,5. Faixas iguais de pH para a atividade da
FTase extracelular foram reportadas nos trabalhos de Maiorano et al. (2008), Cuervo-
Fernandez et al. (2007), Sangeetha et al. (2005), Katapodis et al. (2004) e Hayashi et
al. (1990).

Oliveira (2007) reportou em seus estudos a ocorréncia de hidrélise acida das
moléculas de sacarose em pH inferior a 4,0, tanto para FTases livres ou imobilizadas,
inferindo, portanto, na baixa producao de FOS para esta faixa de pH. A ocorréncia de
hidrélise acida da molécula de sacarose conjuntamente com a atividade hidrolitica
elevada acarretam, possivelmente, a diminuicdo da razdo entre as atividades da FTase
extracelular na faixa de pH compreendida entre 3,0 € 4,0.

Nota-se que na faixa de pH compreendida entre 4,5 a 6,0, a razdao entre as
atividades manteve-se aproximadamente constante, com valor de 13,71 + 1,26,
indicando a predominancia da atividade de transfrutosilacédo. Os estudos de Maiorano
et al. (2008) reportam que a faixa 6tima de pH para a FTase oriunda de Aspergillus
oryzae, compreendeu-se entre 5,0 e 7,0. Outros trabalhos, como de Ganaie et al.
(2014) e Kurakake (1996), verificam que a enzima, também produzida por Aspegillus
oryzae, apresentou valores elevados de atividades de transfrutosilacédo para uma
faixa de pH compreendida entre 5,0 a 7,0, com pico de atividade em pH 6,0. FTases
produzidas por outros micro-organismos possuem faixa étima de pH préximas aos
reportados neste trabalho, como por exemplo as oriundas de Lactobacillus reuteri (pH
entre 5,0 e 5,5) e Lactobacillus johnsonii (pH entre 4,5 e 6,0) (ANWAR et al., 2008;
VAN HIJUM et al., 2003).
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Figura 6. Influéncia do pH nas atividades hidrolitica (A,) de transfrutosilagéo (A) da FTase
extracelular em solugéo de sacarose 63,6 % (m/v) a 50 °C e solugéo tampao tris acetato 0,2
mol.L".
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41 CONCLUSAO

Com base nos resultados desta pesquisa, pode-se concluir que a producéo, em
escalalaboratorial, de FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 por fermentacao
submersa foi bem-sucedida, pois ao decorrer do processo foi possivel obter valores
satisfatorios para as atividades hidrolitica (A,) e de transfrutosilagéo (A) da enzima e
monitorar o crescimento do fungo por meio da constru¢céo da sua curva de crescimento
ao longo do processo fermentativo. Verificou-se que em 64 h de fermentagéo, foram
produzidas FTases com as maiores atividades de transfrutosilagdo (19,76 + 0,56 U.mL-
) e menores atividades hidroliticas (1,65 + 0,31 U.mL™"), resultando numa razao entre
atividades (A/A,) igual a 12,22 + 1,82. Com relagdo aos estudos de caracterizagao
bioquimica, a enzima exibiu méaxima atividade de transfrutosilagcdo e minima atividade
hidrolitica no meio reacional para uma faixa de pH de 4,5-6,0 e temperatura de 50
°C. Portanto, os resultados obtidos atestaram que o fungo se destacou como fonte
produtora de FTases extracelulares e estas, por sua vez, mostraram-se promissoras
para a sintese de FOS em escala laboratorial.
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