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RESUMO

Frutooligossacarideos sdo acicares produzidos a partir da sacarose pela
acdo da B-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) e consistem, principalmente, de 1-
kestose (GFy), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), em que uma a trés
unidades de frutosila sdo unidas através de ligac¢des glicosidicas -2,1 a unidades
de frutose da sacarose, respectivamente. Os frutooligossacarideos produzidos
pela acdo de enzimas microbianas tém-se destacado devido a seus efeitos
fisioldgicos especificos em seres humanos e suas excelentes vantagens funcionais

em alimentos.

O objetivo deste trabalho foi isolar uma linhagem microbiana que possua
B-frutofuranosidase com alta atividade, para produzir frutooligossacarideos e

estudar as caracteristicas bioquimicas dessa enzima.

Foram isoladas 1752 linhagens de microrganismos, provenientes de pdlen
de flores, mel, solo, folhas e caule de vegetais coletados em diversas regides do
Brasil. Essas linhagens eram, principalmente, leveduras osmofilicas produtoras
de enzimas que transformam a sacarose em outros agucares, de interesse
industrial. Dentre os 1752 microrganismos isolados, 52 linhagens apresentaram
B-frutofuranosidase com atividade de transferéncia, convertendo sacarose a
frutooligossacarideos: 1-kestose, nistose e frutofuranosilnistose, mas, somente 8
produziram B-frutofuranosidase extracelular e intracelularmente, destacando-se
a linhagem de Aureobasidium sp. 771-1 que produziu altos teores de pB-
frutofuranosidase extracelular, com atividade de transferéncia de grupos
frutosila, sendo, portanto, selecionada para ser estudada, nesse experimento,

quanto as suas caracteristicas enzimaticas.

A B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1 foi purificada 29,5 vezes
(12% de rendimento), em relagdo a enzima bruta e mostrou atividade especifica
de 266 unidades/mg de proteina. A enzima apresentou pH e temperatura 6tima

de 5,5 e 55°C, respectivamente, mostrando-se estivel na faixa de pH 4,5 a2 6,0 em
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temperaturas inferiores a 55°C, sendo inibida pelos ions Hg* e I2 e, também,
pelos reagentes bromosuccinimida e  p-hidroximercuribenzoato, nas
concentragdes de 1 e 10 mM, apds 30 minutos de incubagdo a 55°C. Quanto aos
parametros cinéticos de Km e Vmax, a B-frutofuranosidase apresentou os
valores de 0,36 M e 6,3 umol/ml/min., respectivamente, para o substrato
sacarose. Seu peso molecular foi estimado em 200.000 daltons, através de

filtracdo em gel Sephadex G-200.

A B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1 converteu 61% da
sacarose (50% p/v) para frutooligossacarideos, sendo obtidos 38% de 1-kestose,

20% de nistose e 3% de frutofuranosil nistose.



SUMMARY

Fructooligosaccharides are produced from sucrose by the action of B-
fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) and consist mainly of 1-kestose, nistose and
fructofuranosil nistose, in which one, two or three fructosyl units are bound at
the B-2,1 position of sucrose, respectively. Fructooligosaccharides from sucrose
have become important because of their specific physiological effects on humans

and their excellent functional advantages in food.

The objective of this work was to isolate a strain of microorganisms which
produced high B-fructofuranosidase activity for the production of

fructooligosaccharides and to study the characteristics of the enzyme.

One thousand seven hundred and fifty two strains of microorganism were
isolated from pollens, honey, soil, leaves, flowers and stalks of plants from
several regions in Brazil. They were mainly osmophilic yeasts producing
enzymes which transformed sucrose to other sugars that have attracted

industrial interest.

Among these 1752 strains, 52 strains showed high activity of B-
fructofuranosidase which converted sucrose to fructooligosaccharides such as 1-
kestose, nystose and fructofuranosyl nystose, but only 8 produced both extra and
intracellular B-fructofuranosidase. The strain of Aureobasidium sp 771-1 was
found to produce the most extracellular PB-fructofuranosidase with greater
activity of fructosyl transfer for fructooligosaccharide production. This enzyme

was selected to be purified and characterized.

The extracellular B-fructofuranosidase was purified about 29.5-fold (12%
yield) with respect to the crude enzyme preparation with a specific activity of
266 units/mg protein. It was found that the optimum pH and temperature for
activity were 5.5 and 55°C, respectively. The enzyme was stable from pH 4.6 to
6.0 and at temperatures below 55°C. The activity of the enzyme was inhibited by

Hg* and I;. The enzyme was also inactivated by N-bromosuccinimide and p-
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hydroxymercuribenzoate at 1 mM and 10 mM, after 30 minutes at 55°C. The Km
and Vmax values of B-fructofuranosidase for sucrose were 0.36 M and 6.3

pmol/mV/min., respectively. The molecular weight of the enzyme was determined

to be 200.000 daltons by Sephadex G-200 gel filtration.

The B-fructofuranosidase from Aureobasidium sp 771-1 formed 61% of
fructooligosaccharides, which consisted of 38% 1-kestose, 20% nystose and 3%

fructofuranosyl nystose, when 50% sucrose was used as substrate.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o aparecimento de novos aglcares, tais como: palatinose
(CHEETHAM et alii, 1985 e YUN et alii, 1992b), ciclodextrinas (PSZCZOLA,
1988), isomaltooligossacarideos (KOHMOTO et alii, 1991 e YUN et alii, 1994b),
galactooligossacarideos (ONISHI et alii, 1995) e frutooligossacarideos (JUNG et
alii, 1987 e 1989; YUN et alii, 1992a, 1993, 1994a e 1995), tém tido um impacto
significativo na indGstria de actcares, devido as suas excelentes vantagens
funcionais em alimentos além de seus aspectos fisiolégicos e fisicos (OKU et alii,
1984; MCKELLAR & MODLER, 1989; SPIEGEL, 1994).

Em particular, os frutooligossacarideos, obtidos através da conversio
enzimatica da sacarose, tém-se destacado. Sua importancia industrial vem
aumentando devido a sua produgdo ser relativamente simples, seu sabor ser
semelhante 4 sacarose e possuir caracteristicas fisiolégicas especificas na
prevencado da carie dental, reducgdio nos niveis séricos de colesterol total e lipidios
e como estimulante do crescimento de bifidobactérias no trato digestivo
(YAMASHITA et alii, 1984; HIDAKA et alii, 1986 e 1988;: MODLER et alui,
1990b; MODLER, 1994). Tais aspectos se tornam ainda mais relevantes, se

considerarmos que o Brasil é o maior produtor mundial de sacarose.

Frutooligossacarideos sdo oligomeros de IF-(I-B-ﬁ'utofmanosﬂ)n_l

sacarose, cujo n pode variar de 2 a 4: n=2, 1-kestose (GF9); n=3, nistose (GF3);

n=4 1F -B-frutofuranosil nistose (GF4) (OKU et alii, 1984).

Os frutooligossacarideos sdo produzidos a partir da sacarose, através da
transfrutosilagdo, catalisada pela B-frutofuranosidase (B-D-frutofuranosideo
frutohidrolase: EC 3.2.1.26) ou B-frutosiltransferase (B-D-frutofuranosideo
frutosiltransferase: EC 2.4.1.9) de microrganismos e plantas (CHANG et alii,
1994).



As B-frutofuranosidases catalisam a transferéncia de grupos frutosil da
sacarose a outros aceptores e, também, possuem atividade de hidrélise, quando a
dgua € o aceptor preferencial. A especificidade do aceptor para a
transfrutosilagdo, as estruturas dos produtos transfrutosilados, bem como a
proporg¢do da transfrutosilagdo, na catalise total, dependem da fonte da enzima e
das condi¢des da reagdo (CHEETHAM et alii, 1989; FUJITA et alii, 1990a,b e
1994).

Os frutooligossacarideos, disponiveis comercialmente, consistem de 1-
kestose, nistose e 1F-B-frutofuranosil nistose que sdo produzidos pela
transferéncia de uma a trés moléculas de frutose, respectivamente, ligadas a
posig@o B-2,1 da sacarose pela agdo da B-frutofuranosidase de Aspergillus niger
(HIDAKA et alii, 1988) e Aureobasidium pullulans (JUNG et alii, 1989;
HAYASHI et alit, 1991c). A atividade desta enzima é fortemente inibida pela
glicose que é gerada como subproduto; consequentemente, a maioria dos
frutooligossacarideos, produzidos industrialmente, contém sacarose, glicose e

frutose, cujo teor maximo de frutooligossacarideos é de 55-60% em base seca.

Recentemente, Meiji Seika Kaisha Ltda, do Japdo, vem produzindo
frutooligossacarideos com alto teor de kestose e nistose, através do processo de
separa¢do em colunas de troca i6nica (YUN et alii, 1990, 1994a; MODELER et
alii, 1990b ).

No Japdo, os frutooligossacarideos sdo considerados alimentos e ndo
ingredientes de alimentos, sendo encontrados em mais de 500 produtos
alimenticios, resultando num consumo disrio significativo, cuja média é estimada
em 13,7mg/kg/dia, considerando-se, somente, os frutooligossacarideos de origem
natural. A quantidade eficaz de frutooligossacarideos necesséria a um adulto é

relativamente grande, cerca de 5 gramas/dia (SPIEGEL et alii, 1994).

Os frutooligossacarideos que representam de 20 a 40% do poder
edulcorante da sacarose, sdo de baixo valor calérico, nio cariogénicos,
estimulantes da flora microbiana intestinal, ndo digeriveis no intestino delgado,

sendo seletivamente utilizados pelas bactérias do colon, e especialmente,
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bifidobactérias que hidrolisam estes agucares. Estudos recentes indicam que os
frutooligossacarideos tém efeito favoravel no metabolismo de carboidratos e
lipidios, semelhante as fibras na dieta. Qutros beneficios associados com a
ingestdo de frutooligossacarideos na microflora intestinal, sdo: a diminui¢do do
pH intestinal, restri¢do no crescimento de bactérias patégenas e putrefativas,
reducdo da constipagdo intestinal e decréscimo nos niveis de triglicerideos e
colesterol do soro sanguineo (OKU et alii, 1984; HIDAKA et alii, 1986; MODLER
et alit, 1990b; MURAMATSU et alii, 1992, 1993; CARLSSON et alii, 1992;
SPIEGEL et alii, 1994; MODLER, 1994).

Estudos “in vivo” e “in vitro’ em ratos, demonstram que os
frutooligossacarideos nao sdo hidrolisados pelas enzimas digestivas da mucosa
intestinal e pancreas. Quando injetados por via endovenosa, sdo rapidamente
excretados na urina sem degradagdo, indicando, portanto, nenhuma
decomposi¢do pelas enzimas hidroliticas de 6rgdos internos. Ratos, quando
alimentados com uma dieta contendo frutooligossacarideos, por um periodo
prolongado, apresentam um aumento significativo no bolo fecal e na excre¢do de
acidos graxos volateis, bem como uma redugdo no transito gastrintestinal e nos
niveis de triacilgliceréis (OKU et alii, 1984; TOKUNAGA et alii, 1986 e 1989;
SPIEGEL et alii, 1994).

Os frutooligossacarideos sdo, frequentemente, encontrados numa grande
variedade de vegetais comestiveis, sendo utilizados como fonte de alimentagdo
animal e humana, incluindo-se como exemplos: banana, cevada, alho, mel, cebola,
centeio, agicar mascavo, tomate, aspargos, tubérculos, trigo e triticale (BACON
& EDELMAN, 1951; EDELMAN & BACON, 1951; HENDERSON et alii, 1959;
SAUNDERS & WALKER, 1969; SHIOMI et alii, 1976 e 1979; HENRY &
DARBYSHIRE, 1980; FISHBEIN et alii, 1988; LEE et alii, 1992; SPIEGEL et
alii, 1994).

Estes aglcares, também denominados de "neosugars", sio produzidos a
partir da sacarose, através da transferéncia de radicais frutosila a sacarose pela

acao de B-frutofuranosidases microbianas obtidas de Aspergillus oryzae (PAZUR,



1952; CHANG et alit, 1994), Fusarium oxysporum (GUPTA & BHATIA, 1980:;
NISHIZAWA et alii, 1980), Aureobasidium pullulans (JUNG et alii, 1987:
HAYASHI et alii, 1989 e LEE et alii, 1992), Aspergillus niger (HIDAKA et alii,
1988; PARK & ALMEIDA, 1991), Aspergillus japonicus (HAYASHI et alii,
1992b,c; DUAN et alii, 1993; CHEN, 1996), Candida sp. (PARK et alii, 1993),
Aspergillus syduwi MURAMATSU et alii, 1988), Penicillium oxalicum (YASUDA
et alii, 1986), Arthrobacter sp (FUJITA et alii, 1990a,b).

Recentemente a producio de alimentos funcionais, ou seja, alimentos que
tém uma fungdo fisiolégica ou bio-moduladora, além de suas propriedades
nutricionais e sensoriais (ARAI, 1996; CHILDS, 1994), vem sendo uma
preocupagido de paises como o Japdo, os E.U.A. e, também, da comunidade
européia, pois atuam na prevengdo de patologias e, portanto, na promocdo do

bem-estar do individuo.

Os frutooligossacarideos pertencem a essa categoria de alimentos
funcionais, pois estimulam o aumento da populacdo de bifidobactérias do célon,
que é numérica e fisiologicamente o género de bactérias mais importante da
microflora intestinal, com consequente supressio da atividade de bactérias
putrefativas e patogénicas existentes no intestino grosso, restringindo, portanto,
a formagdo de toxinas e outras substancias nocivas ao ser humano. Qutros efeitos
relacionados a ac¢do das bifidobactérias incluem a produgdo de vitaminas do
complexo B, redu¢do dos niveis de colesterol e triglicerideos, além de atuarem

como imunomoduladores (GIBSON et alii, 1994; GIBSON & WANG, 1994a).

O controle da flora intestinal podera ser exercido através da ingestdo de
fatores bifidogénicos, mais especificamente de frutooligossacarideos, ou através
do consumo de bifidobactérias vivas, porém, a incorporagio de bifidobactérias em
alguns alimentos, particularmente em produtos lacteos fermentados, apresenta
desvantagens, tais como: baixa tolerancia das bifidobactérias a alimentos 4cidos,
redugdo do numero vidvel de bifidobactérias, devido as condi¢des acidas da
secregdo gastrica e bile, tendéncia das bactérias naturais da microflora intestinal

eliminarem espontaneamente espécies exégenas, além da competigéo por sitios de



adesdo e substratos. Portanto, as espécies de bifidobactérias, para serem

consideradas culturas viaveis como adjuntos em alimentos, devem ser habitantes
naturais do trato intestinal. (HOOVER, 1993; ISHIBASHI & SHIMAMURA,
1993)

A administragdo de frutooligossacarideos, ao contrario da ingestdo de
microrganismos vivos, apresenta a vantagem de nfo serem hidrolisados pelas
enzimas digestivas do trato gastrointestinal e sobretudo de estimular o
crescimento das bifidobactérias nativas do intestino humano, que por
conseguinte, inibem o crescimento de bactérias do género Clostridium,
Salmonella, Shigella, Listeria e E. coli MODLER, 1994; GIBSON et alii, 1994).
Estes fatos sugerem que uma dieta suplementada com fatores bifidogénicos deve
ser implementada, porém, evidéncias definitivas da eficicia desses compostos sdo
necessarias, visto que estudos “in vivo” e “in vitro” sdo varidveis. Verifica-se que
ha interesse industrial na producdo e aplicagdo de fatores bifidogénicos, contudo,
em alguns casos, o marketing tem se sobreposto a pesquisa. H4, portanto, a
necessidade de pesquisa basica e aplicada para que se atinja uma credibilidade

maior com relagdo a esses produtos.

O estudo de alimentos funcionais é uma 4rea emergente para intimeras
pesquisas e com grande potencial mercadolégico. Segundo estimativas
conservadoras sobre o mercado de alimentos funcionais no Japdo, este atingiria
5% do total dos alimentos consumidos ou seja US$ 5 bilhdes (PITT, 1994). Com
relagdo ao mercado internacional, GHERTY (citado por PITT, 1994) estima um
crescimento de US$ 8 bilhdes para US$ 500 bilhdes, para o ano de 2010.

O objetivo deste trabalho é isolar uma linhagem microbiana produtora de B
-frutofuranosidase, que possua maior atividade de transferéncia de grupos
frutosila que de hidrdlise, estudar suas caracteristicas enzimaticas e, também, a
produgdo de frutooligossacarideos, a partir da sacarose, visando futura utilizagdo

industrial.

Os objetivos especificos visam selecionar um microrganismo osmofilico

produtor de B-frutofuranosidase com alta atividade de transfrutosilagio,



identificar o microrganismo isolado, purificar a B-frutofuranosidase, estudar o
efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade da B-frutofuranosidase
bruta e purificada, determinar o peso molecular e os parametros cinéticos (Km e
Vmax) da enzima purificada, estudar a influéncia de ions metalicos e inibidores,
na atividade enzimética, e o efeito da concentragdo de sacarose, na producgao de

frutooligossacarideos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICA, ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO
DA B-FRUTOFURANOSIDASE

Preparagdes enzimiticas de leveduras, fungos e plantas demonstraram
possuir atividade de transferéncia de -carboidratos, sintetizando oligo e
heterossacarideos, através da transferéncia de residuos de frutose da sacarose
para aceptores especificos (BACON & EDELMAN, 1950 BLANCHARD &
ALBON, 1950).

ARONOFF & BACON (1952) constataram que uma Unica enzima era

responsavel por ambas as atividades de transferéncia e de hidrélise.

BACON & EDELMAN (1950) e BLANCHARD & ALBON (1950)
observaram a formacdo de novos tri e tetrassacarideos durante a acdo da

invertase de leveduras na sacarose.

BACON & EDELMAN (1950) verificaram a presenca de trés
oligossacarideos que foram denominados I, II e ITI em ordem decrescente de seus

Rf. Esta nomenclatura também foi aceita por WHITE & SECOR (1952) e BACON
(1954).

ALBON et alii (1953) obtiveram o trissacarideo kestose, um dos
oligossacarideos sintetizados durante a acdo da invertase de levedura em
solugdes concentradas de sacarose, sendo composto de dois radicais de D-frutose e
um de D-glicose. Analises feitas nos produtos da clivagem do agtcar metilado
mostraram que sua estrutura era um O-a-D-glicopiranosil (1-2)O-B-D-
frutofuranosil(6—2) B-D-frutofuranosideo. A nomenclatura desses novos
compostos sempre apresentou problemas. O primeiro da série denominado G; a-

B-2 Fruf 6—32-Fruf(Il), foi chamado de kestose. O composto G1 o—f 2-Fruf

1-—32-Fruf (III), ndo possuia nenhuma denominagdo. O nome kestose, assim



estabelecido, apresentou alguma controvérsia. Na tentativa de solucionar esse
impasse, GROSS et alii (1954) sugeriram que a substancia (II), também
conhecida como kestose, fosse denominada de 6-kestose; a substancia
caracterizada como (III), fosse a 1-kestose e a substéincia (I), um trissacarideo nio
redutor, cuja estrutura é um O-B-D-frutofuranosil(2—6)-a-D-

glucopiranosil(1-»2)B-D-frutofuranosideo, fosse denominado de neokestose.

EDELMAN (1954) relatou que esses oligossacarideos, com exceg¢do do
componente I, possuiam maior proporgdo de frutose em relagdo a glicose do que o
substrato original, havendo, portanto, forte evidéncia de que o componente I
tenha sido produzido pela transferéncia de frutose para a glicose da molécula de

sacarose.

Segundo HESTRIN (1940), a B-frutofuranosidase de fungo era semelhante

a da levedura, bem como os oligossacarideos produzidos por ambos.

Oligossacarideos similares também foram produzidos a partir da sacarose
e inulina, através do extrato enzimatico de tubérculos de alcachofra. Apés dislise
e centrifuga¢do desse extrato, foram obtidas duas fragées com atividade
enzimatica: uma contendo enzima de transferéncia similar a transfrutosidase e a
outra, atividade de hidrélise, provavelmente invertase (EDELMAN & BACON,
1951).

PAZUR (1952) isolou de culturas de Aspergillus oryzae, uma enzima de
transferéncia de carboidratos: transfrutosidase. A a¢do dessa enzima diferia
daquela transfrutosidase de extrato de alcachofra caracterizada por EDELMAN
& BACON (1951). A principal diferenga era quanto a especificidade do substrato.
Sacarose e rafinose atuavam como substratos para a enzima do A. oryzae, mas,
njo para a enzima da alcachofra. Por outro lado, a inulina funcionava como
substrato para a transfrutosidase de alcachofra, mas, nfio para a de A. oryzae.
Diferengas menores existiram em relagdo ao requerimento de co-substratos para
as duas enzimas, como por exemplo: melezitose para transfrutosidase de
alcachofra e inulobiosil-D-glucose para transfrutosidase de A. oryzae. O modo de

acdo da transfrutosidase foi representada por duas etapas: na primeira, o
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mecanismo envolvia a colisio da enzima com as moléculas de substrato,
formando um complexo frutosil-enzima (FR.E.), relativamente estivel com
liberagdo tanto de glicose ou melibiose. A segunda etapa envolvia a aproximagdo
do complexo frutosil-enzima com a molécula do co-substrato e a transferéncia de
unidades de frutose ao co-substrato com a dissociagdo de novos oligossacarideos
do complexo. Portanto, o0 mecanismo de a¢dio da transfrutosidase consistia na
transferéncia de unidades frutosil, da sacarose ou rafinose, para compostos
frutosil (frutose, sacarose, 1-inulobiosil-D-glucose ou rafinose), funcionando como

co-substratos para a enzima.

SHEFFIELD (citado por BACON & BELL, 1953) relatou que a
"takadiastase", "transfrutosidase", "invertase de fungo" ou "glucosacarase" , que
sao preparagles enzimaticas obtidas de fungo, agiam transferindo radicais B-
frutofuranosil da sacarose tanto para aceptores organicos adequados, (sacarose),
quanto para agua. Resultados semelhantes, também, foram obtidos com a
invertase de levedura, ou seja, a transferéncia de residuo de frutose da sacarose

para agua ou para substancias que possuissem um grupo alcoédlico primério
(BACON, 1954).

Segundo EDELMAN (1954), o termo invertase foi associado com a simples
hidrélise da sacarose a glicose e frutose, mas, foi sugerido que o termo sacarase
seria mais apropriado, em virtude dos muitos tipos de reagdes que estas
preparagées sdo capazes de catalisar, utilizando a sacarose como substrato. As
sacarases foram classificadas em dois grupos principais: glucosacarases
(glicosidases: atacam a sacarose pelo lado da glicose) e frutosacarases
(frutofuranosidases: atacam a sacarose pelo lado da frutose), tendo sido

observada a inibi¢do de algumas sacarases pela glicose e frutose.

Estudos realizados por NELSON & COHN (1924) e PAPADAKIS (1929),
com relacido as propriedades da invertase do mel, mostraram diferengas

significativas quanto a a¢do desta enzima e da invertase de levedura.

GORBACH & SCHNEITER (1938) demonstraram que a enzima de mel de

abelha era uma glicoinvertase. Sua relativa inatividade sobre a rafinose; sua
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atividade moderada em rela¢do a melezitose; sua forte atividade sobre a maltose
e sacarose, bem como sua inibi¢do pela glicose, confirmaram que uma a-
glicosidase era o componente principal desse sistema enziméatico. Também, a
presenca de a-maltosil-B-D-frutosideo, devido a transferéncia de glicose, a partir
da hidrélise da sacarose para uma molécula intacta de sacarose, reafirmaram

esta hipétese.

Segundo WHITE & MAHER (1953), a estrutura do principal
oligossacarideo, formado pela ag¢do da invertase do mel sobre a sacarose, era
consistente com a teoria de que a transferéncia de glicose era parte integrante da
reagdo, o que evidencia o fato de a invertase de mel ser uma glicoinvertase. Com
relagdo aos oligossacarideos, formados pela a¢do da invertase do mel e da
levedura sobre a sacarose, foi verificado que cinco dos seis oligossacarideos
produzidos pela invertase do mel, diferiam daqueles formados pela invertase de

levedura.

De acordo com BEALING & BACON (1953), a transferéncia repetida de
frutose 2 mesma molécula do oligossacarideo, poderia resultar na formacio de
frutosanas, que seriam polimeros derivados de residuos de n-frutose. A extensio
que este processo ocorreria, isto é: se relativamente poucas moléculas grandes ou
um nimero maior de moléculas pequenas seriam produzidas, dependeria da
afinidade da enzima por grandes ou pequenos aceptores moleculares. A formagio
de mais de quatro unidades de frutose a partir de extratos de fungo agindo sobre

a sacarose, ndo foi observada.

GUPTA & BHATIA (1980) detectaram a presenca de glicofrutosanas de
baixo peso molecular: GFy, GF3 e GFy, em meio de Fusarium oxysporum. Tais
agUcares também foram observados em meios inoculados com outros fungos.
Estes autores postularam que a agdo da invertase e da frutosil transferase, na
sacarose, poderia ser primeiramente devido A necessidade de glicose para o
crescimento do Fusarium oxysporum, e que a sintese de glucofrutosanas poderia
ser somente uma outra via da reagdo, que seria utilizada como fonte de energia,

quando o suprimento de sacarose do meio fosse inadequado.

10



Com base nesses dados, GUPTA & BHATIA (1980), demonstraram,
conclusivamente, que a frutosiltransferase e a invertase eram enzimas
diferentes, e que glicofrutosanas sio sintetizadas, principalmente, pela acdo da
frutosiltransferase. Em geral, as plantas que armazenam frutosanas, possuem
ambas as atividades: de frutosiltransferase e hidrolitica. A enzima se ligaria
primeiramente a glicose que faz parte da molécula de sacarose. Com a glicose
firmemente ligada ao centro ativo, a transferéncia da frutose tornar-se-ia mais
facil. A inulina ndo atuaria como aceptor de residuos frutosil, presumivelmente
devido ao seu tamanho ser muito grande e ndo poder ligar-se ao sitio aceptor que
requer moléculas menores de sacarose. Com o aumento na concentragido de
sacarose acima de 20% no meio, “in vitro’, nenhum homélogo das glicofrutosanas

maior que GFy4 foi formado, sugerindo que o tamanho do sitio aceptor seja

suficiente para acomodar, somente, glicofrutosanas menores que GF4.

Um modelo tentativo para a transferéncia de frutose foi proposto por
GUPTA & BHATIA (1980), e assume a presenca de dois sitios ativos na frutosil-
transferase da sacarose: um agindo como doador e o outro como sitio aceptor, com
um nucleotideo atuando como ponte de ligagdo entre os dois sitios. Sugere-se que
a frutose seja transferida do sitio doador para a ponte de liga¢do, e que este
nucleotideo frutosilado, por sua vez, transfira a parte da frutose a sacarose em
seu sitio aceptor para formar GFy Na sua presenga, o residuo de frutose da
sacarose doadora, seria somente transferida a uma molécula de sacarose aceptora
ou a uma glicofrutosana, e ndo a 4gua. A ponte de nucleotideo poderia, assim, ser
um mecanismo regulador para ativar a enzima, dependendo do tipo de

carboidrato disponivel no meio, para suprimento de energia ao organismo.

Segundo SHINOHARA, (1986); FUJITA et alii (1990a,b; 1994), DUAN et
alii, (1994), a B-frutofuranosidase (B-D-frutofuranosideo frutohidrolase, E.C.
3.2.1.26) é uma enzima que catalisa a transfrutosila¢do a partir da sacarose, além
de possuir também uma agdo hidrolitica. A especificidade do aceptor para a
transfrutosilagdo e as estruturas dos produtos transfrutosilados variam,

dependendo da fonte da enzima. Os doadores e aceptores do grupo frutosila
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podem ser a sacarose ou outros frutooligossacarideos, além de outros sacarideos
como a rafinose, melezitose; sendo essencial que a glicose e frutose estejam

ligadas através de ligacdes al1-2p.

A formagao de frutooligossacarideos foi observada por JUNG et alii (1989),
e ocorria a partir de reagdes consecutivas desproporcionais (GFn + GFn > GFn +
GFn+1). Quando a sacarose (GF) era utilizada como substrato, somente glicose (G)
e l-kestose (GF2) eram produzidos, inicialmente. A sacarose agia tanto como
doador ou aceptor, assim 1 mol de glicose e 1 mol de 1-kestose eram formados,
simultaneamente, a partir de 2 moles de sacarose: 2GF —» GF; + G. Reacgdes
similares foram obtidas com outros substratos como: 1-kestose e nistose (GF5),
respectivamente: 2GF2 ->GF3 + GF e 2GF3 — GF4 +GF2, em que GF4representa a

1F frutofuranosil nistose.

DUAN et alii (1994), também investigaram o mecanismo de reagio
enzimatica da produgédo de frutooligossacarideos a partir da sacarose, através do
uso da B-frutofuranosidase de Aspergillus japonicus. A inibi¢do competitiva pela
glicose foi observada a partir da anélise cinética para os substratos sacarose, 1-

kestose e nistose.

DUAN et alii (1993) realizaram um estudo sobre a velocidade de hidrélise
de varios substratos, catalisadas pela B-frutofuranosidase de Aspergillus
Japonicus. A concentragio dos substratos era de 10 mM, para que houvesse
somente hidrélise. A velocidade de hidrélise obedeceu a seguinte ordem: 1-
kestose, rafinose, nistose e 1F-B-frutofuranosil nistose e estaquiose. Observou-se.
que a glicose ndo foi liberada a partir da hidrélise da rafinose ou estaquiose. Os
sacarideos hidrolisados eram analisados pela liberagdo de glicose (método da
glicose-oxidase) e CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia). Através da
comparacdo das estruturas dos sacarideos obtidos das reagdes catalisadas pela B-
frutofuranosidase, concluiu-se que a enzima era especifica para as ligagdes B-1,2

entre glicose e frutose.
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CHANG et alii (1994) estudaram a especificidade do substrato quanto a
agdo hidrolitica da B-frutofuranosidase de Aspergillus oryzae ATCC 76080. A
atividade de hidrélise da enzima foi monitorada através da liberacio de acQcares
redutores, utilizando-se como substratos 20% de sacarose, rafinose e estaquiose.
Quando a atividade sobre a sacarose era 100, a a¢do hidrolitica sobre a rafinose e
estaquiose eram 88 e 19, respectivamente. A melezitose mostrou-se inativa como

substrato para a enzima.

FUJITA et alii (1990b) mediram a velocidade de hidrélise de vérios
oligossacarideos (10 mM) pela B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-1, com o
intuito de estudar a suscetibilidade do substrato a essa reagdo enzimatica. Na
concentragdo de 10mM, a B-frutofuranosidase catalisou somente reacdo
hidrolitica, e ndo de transferéncia. A sacarose foi a mais suscetivel. Erlose,
rafinose, frutosilxilosideo, neokestose, lactosilfrutosideo e estaquiose também
foram suscetiveis nesta ordem. Os agicares 1-kestose, nistose, levanbiose e
turanose tiveram dificuldades em ser hidrolisados. No caso da clivagem de
neokestose, a sacarose nio foi produzida. Este resultado indicou que a enzima
hidrolisou somente a ligagdo B-2,1 da neokestose. Palatinose, inulobiose, maltose
e celobiose ndo foram decompostos pela B-frutofuranosidase. Comparando-se com
a ac¢do hidrolitica das B-frutofuranosidases de Penicillium oxalicum, os autores
observaram que a velocidade de hidrélise da 1-kestose era igual a da rafinose.
Quanto a B-frutofuranosidase de Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans, a
enzima hidrolisou 1-kestose mais rapidamente do que a rafinose, ao contrario,
portanto, da B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-1. Concluindo-se, portanto,
que as propriedades enzimaticas das B-frutofuranosidases sdo diferentes, em

fungdo da origem da enzima.

As caracteristicas da produgdo de frutooligossacarideos, através da
transfrutosilagdo enzimitica da B-frutofuranosidase, sio muito similares para A.
japonicus, A. niger e Aureobasidium pullulans. A enzima catalisou a
transferéncia de um residuo frutosil para um aceptor que tinha 2-B-D

frutofuranose, tais como: sacarose, 1-kestose ou nistose. Os principais
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oligossacarideos produzidos foram 1-kestose e nistose. A B-frutofuranosidase de
Arthrobacter sp K-1 catalisou a hidrélise e transferéncia da sacarose para
produzir 1-kestose como principal produto de transfrutosilagdo. Ao contrario da
sacarose, 1-kestose e nistose ndo foram aceptores efetivos para residuos frutosila
da enzima de Arthrobacter sp K-1. As B-frutofuranosidases de A. awamori e P.
oxalium produziram dois tipos de trissacarideos: 1-kestose e neokestose. Isto
demonstra que diferentes enzimas apresentam especificidades relativas
diferentes para os grupos aceptores (OH-1F, OH-6F e OH-6%) da sacarose,
produzindo 1-kestose, 6-kestose e neokestose, respectivamente. Além disso, a
agua e substratos competem para serem aceptores do residuo frutosila no sistema
de reagdo. A produgio de frutooligossacarideos aumenta quando a concentracgio
de sacarose se eleva (STRAATHOF et alii, 1986; HIRAYAMA et alii, 1989;
FUJITA et alii, 1990a; DUAN et alii, 1993).

Frutooligossacarideos podem ser obtidos a partir da sacarose, através da
agéo de transfrutosilagdo das enzimas: B-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) e B-D-
frutosiltransferase, obtidas de microrganismos e plantas. As B-
frutofuranosidases, comumente possuem ambas as atividades de
transfrutosila¢do (Uy) e hidrolitica (Un). A habilidade de transferéncia difere em
funcdo da linhagem microbiana. A propor¢do Ut/Uh indica a eficicia relativa da
atividade de transfrutosilacio de cada linhagem. A produtividade enzimatica foi
definida como o crescimento celular multiplicado pela correspondente atividade
especifica. Portanto, para uma producio eficaz de frutooligossacarideos, é
importante que o microrganismo apresente uma alta propor¢do UJ/Up e alta
produtividade enzimatica. Dados experimentais demonstraram que o Aspergillus
niger e Aureobasidium pullulans sio as linhagens que melhor apresentam ambos
o8 parametros (JUNG et alii, 1987 e 1989;: HIRAYAMA et alit, 1989; HIDAKA &
HIRAYAMA, 1991, LEE et alii, 1992; PARK & ALMEIDA, 1991).

Outros critérios, além da alta atividade enzimatica, entram na sele¢do de
linhagens para produgio de B-frutofuranosidase. No caso do Aureobasidium

pullulans, nem todas as linhagens eram igualmente produtoras de -
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frutofuranosidase. As linhagens também variavam na tendéncia a tornar-se
escuras (negras). Muitas permaneceram no estigio de levedura, brancas a
levemente rosadas; outras se agruparam tornando-se negras. A produgdo de
sobrenadantes claros ou escuros variaram em funcio da linhagem e das condigées
de crescimento (REESE & MAGUIRE, 1971).

A CPC INTERNATIONAL INC. (1982) desenvolveu um processo de
obtengdo de frutosiltransferase de Aureobasidium pullulans, sem que houvesse

produgédo de pigmentos escuros e polissacarideos viscosos.

DWORSCHACK & WICKERHAM (1961) e REESE et alii (1962)
constataram que a B-frutofuranosidase é geralmente produzida através da lise de
células de levedura, contudo muitas leveduras e fungos secretam a B-
frutofuranosidase no meio. REESE et alii (1969 e 1971), descreveram métodos
que visavam um aumento na produgdo da B-frutofuranosidase extracelular,

através da utilizagdo de substratos modificados e surfactantes.

Com relagdo as caracteristicas da PB-frutofuranosidase referentes 2a
temperatura e pH 6timo de atividade, a temperatura e pH de estabilidade, ao
peso molecular e efeito de ions metalicos e reagentes quimicos na atividade
enzimatica, verifica-se que essas caracteristicas bioquimicas variam em funcao

da linhagem microbiana.

JUNG et alii (1989) e HAYASHI et alii (1990) constataram que a
frutosiltransferase extracelular bruta de Aureobasidium pullulans KFCC 10245 e
a B-frutofuranosidase intracelular bruta de Aureobasidium sp ATCC 20524
apresentaram, respectivamente, atividade 6tima em pH 5,5 a 55°C e em pH 5-6 a
50°C. Quanto ao pH e temperatura de estabilidade, a B-frutofuranosidase
intracelular bruta de Aureobasidium sp ATCC 20524 manteve-se estavel em pH5
a 6, retendo 90% de sua atividade, apés 3 horas de incubagédo, e permanecendo
estivel em temperaturas inferiores a 50°C, com reten¢io de 95% em sua
atividade. HAYASHI et alii (1992b) também relataram que a B-frutofuranosidase
bruta de Aspergillus japonicus MU-2 apresentou pH e temperatura 6tima de
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atividade entre 5,0 e 5,5 e 60 e 65°C, respectivamente. A enzima foi estavel na
faixa de pH 4,0 a 9,0, retendo 90% de sua atividade, apés incubagdo de 15
minutos. Em temperaturas inferiores a 50°C e 15 minutos de incubagdo, a B-
frutofuranosidase manteve-se estavel, retendo 86% da atividade a 60°C, mas

sendo completamente inativada a 70°C.

Quanto a caracterizagdo da frutosiltransferase extracelular purificada de
Aureobasidium pullulans C-23, LEE et alii (1991) demonstraram que o peso
molecular da enzima foi de 170.000 daltons, determinado através de eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS, sendo seu Km de 0,74 mM, para a sacarose. A
enzima foi completamente inibida pelo ion Hg?*, ndo sendo significativamente
afetada pelos cations Mg?*, Na*, Fe2*, Mn?*, K*, Zn?", Co?", Ca2t, Cu2* e nem por
EDTA, na concentragdo de 5mM, mas mostrou-se inativa apds tratamento com N-
bromosuccinimida nas concentragdes de 5, 20 e 50 mM e iodo a 50mM. A enzima
apresentou atividade residual de 76 e 41%, em solugdo de iodo a 5 e 20 mM,

respectivamente.

HAYASHI et alit (1992e) ao purificarem a B-frutofuranosidase extracelular
de Aureobasidium sp ATCC 20524, obtiveram duas fragdes E-1 e E-2, cujos pesos
moleculares, determinados por filtragio em gel Sephadex G-200, foram de
304.000 e 315.000 daltons, respectivamente. O pH e a temperatura 6tima de
atividade para ambas as fra¢ées foram de 5,0-5,5 e 50-55°C, respectivamente. As
B-frutofuranosidases extracelulares purificadas E-1 e E-2 mostraram-se estaveis
na faixa de pH 4 a 8, e em temperaturas inferiores a 50°C, sendo completamente
inativadas a 70°C, apés tratamento térmico de 15 minutos. Os valores de Km e
Vmax de E-1 e E-2 para sacarose, determinados pelo grafico de Lineweaver-Burk,
foram de 0,34 M e 6,66 pumol/ml/min. e 0,28M e 8,70 pumol/ml/min.,
respectivamente. As atividades enzimaticas de E-1 e E-2 foram inibidas por ions

mercurio, cobre, e p-cloromercuribenzoato nas concentragdes de 1mM.

HAYASHI et alii (1991, 1992a, 1992¢, 1992¢, 1994a) estudaram as fragdes
P-1 e P-2 da B-frutofuranosidase intracelular purificada de Aureobasidium sp

ATCC 20524, quanto as suas caracteristicas enzimaticas. As fragées P-1 e P-2
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apresentaram peso molecular de 318.000 e 346.000, respectivamente,
determinados por filtragdo em gel Sephadex G-200. O pH 6timo de atividade das
B-frutofuranosidases P-1 e P-2 foram 4,5-55 e 4,5-6,0, respectivamente, e a
temperatura 6tima de atividade para ambas as fracdes foi de 50-55°C. As B-
frutofuranosidases intracelulares purificadas P-1 e P-2 mostraram-se estaveis na
faixa de pH 4 a 9, apés incubagdo por 3 horas e em temperaturas inferiores a
50°C, apés tratamento térmico de 15 minutos, sendo totalmente inativadas a
70°C. Os valores de Km e Vmax para sacarose, de P-1 e P-2 obtidos através do
grafico de Lineweaver-Burk foram 0,47M e 6,84 pmol/ml/min e 0,65M e 8,73
pmol/ml/min., respectivamente. As atividades de P-1 e P-2 foram estimuladas
pelos ions Ba%* e Ca?, em concentragies de 1mM e inibidas pelo p-
cloromercuribenzoato na concentracio de 1mM. A fracdo P-1 apresentou
atividade residual de 26%, 44%, 12% e 6%, respectivamente, em solugdes de 1
mM de AgNOs, ZnSO4, Pb(OAc)2 e CuSO..

LEE et alii (1992) relataram que a frutosiltransferase intracelular
purificada de Aureobasidium pullulans C-23 apresentou peso molecular de
190.000 daltons, através de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e Km
de 0,43 mM para sacarose. A enzima apresentou pH e temperatura 6tima de
atividade de 5,0 e 60°C, respectivamente, mantendo-se estavel em pH de 2,5 a 12,
ap6s 48 horas de incubagio a 4°C e em temperaturas inferiores a 55°C, apés
tratamento térmico de 30 minutos, sendo completamente inativada a partir de
70°C. Quanto ao efeito dos cations Mg2*, Na*, Fe?*, Mn?2*, K*, Zn2*, Co?t, Ca?*,
Cu?, na concentragdo de 5mM, os autores observaram pouco ou nenhum efeito
inibitério sobre a frutosiltransferase, mas, constataram que a enzima foi
totalmente inibida pelo ion Hg2*. Também, a enzima foi inativada pelo reagente
N-bromosuccinimida nas concentragdes de 5, 20 e 50 mM e iodo a 50mM,
apresentando atividade residual de 76 e 41%, em solugdo de iodo a 5 e 20 mM,
respectivamente, nao  sendo significativamente afetada por p-

cloromercuribenzoato.
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A B-frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus niger ATCC
20611 foi estudada por HIRAYAMA et alii (1989), sendo constatado que seu peso
molecular foi de 340.000 daltons, determinados por filtragdo em gel Sephadex G-
200. Através de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, a enzima
apresentou uma unica banda, cujo peso molecular foi estimado em 100.000 Da;
tais diferencas, sugerem a presenca de subunidades na sua estrutura. O pH e a
temperatura 6tima de atividade da enzima foram, respectivamente, 5,0-6,0 e 50-
60°C. A B-frutofuranosidase mostrou-se estavel em pH de 4,5 a 10,0, apés 30
minutos de incubagio a 40°C, mantendo-se com 81% de sua atividade em
temperaturas inferiores a 50°C, apés 30 minutos de reacgdo. A influéncia dos ions
metalicos Mg?*, Fe2*, Mn?", Zn2*, Co2*, Pb2* Ag*, Cu?*, e das substancias
quimicas p-cloromercuribenzoato, anilina e EDTA na atividade enzimatica,
demonstraram que somente o ion merctrio inativou a enzima na concentragio de
1mM, enquanto a ac¢do dos demais inibidores foi insignificante. PARK &
ALMEIDA (1991) observaram que a transfrutosilase extracelular de Aspergillus
niger apresentou pH étimo de atividade e estabilidade na faixa de 5,5 a 6,0, sendo

a temperatura 6tima de atividade de 55°C.

CHANG et alii (1994) observaram que a B-frutofuranosidase extracelular
purificada de Aspergillus oryzae ATCC 76080 apresentou pH e temperatura
6tima de 5-6 e 50°C, respectivamente, pH de estabilidade entre 5 a 8, apds
incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente, Km de 0,53 M para o
substrato sacarose e peso molecular de 87.000 Da, através de filtragdo em gel. A
atividade enzimatica foi significativamente inibida por mercario, p-
hidroximercuribenzoato e N-bromosuccninmida, nas concentragées de 0,25 mM,

0,25mM e 0,5mM, respectivamente.

FUJITA et alii (1990b) relataram que a B-frutofuranosidase extracelular
purificada de Arthrobacter sp K-1, apresentou peso molecular de 52.000 e 51.000,
determinados, respectivamente, através dos métodos de eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS e filtragdo em gel Ultragel AcA 44. O pH e a temperatura

6tima de atividade foram de 6,5-6,8 e 55°C, respectivamente. A enzima mostrou-
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se estavel na faixa de pH 5,5 a 10,0 a 40°C, apés 2 horas de incubagdo. A B-
frutofuranosidase apresentou estabilidade térmica em temperaturas inferiores a
45°C, a pH 6,5, ap6s 30 minutos de incubagio, mantendo cerca de 72% de sua
atividade original apds incubag¢io a 60°C. Quanto ao efeito de ions metalicos e
outros reagentes na atividade da B-frutofuranosidase, em concentragdes de 1 mM,
os referidos autores observaram que a enzima foi quase completamente inativada
pelos ions Cu?*, Ag*, e Hg?*, constatada através de suas atividades relativas que
foram, respectivamente, 1,1%, 0,9% e 0,5%. Os ions Zn2*, Sn2* e Pb2*, também
inibiram consideravelmente a B-frutofuranosidase, cujas atividades relativas

foram 18,3%, 22,2% e 33,9%, respectivamente.

HAYASHI et alii (1992c e 1993) relatararm que a B-frutofuranosidase
intracelular  purificada de Aspergillus japonicus MU-2 apresentou,
respectivamente, pH e temperatura 6tima de atividade na faixa de 5,5 a 6,0 e 60
a 65°C. A enzima mostrou-se estivel em temperaturas inferiores a 60°C, retendo
94% de sua atividade entre as temperaturas de 50 a 60°C, apés 15 minutos de
incubagdo, havendo uma redugio de 33% em relag¢do i atividade maxima a 70°C.
A enzima apresentou-se estavel na faixa de pH 4,0 a 9,0, apés 3 horas de
incubagdo. Os parametros cinéticos de Km e Vmax para a sacarose, determinados
através de grafico de Lineweaver-Burk, foram, respectivamente, 210mM e 0,65
pmol/ml/min. O peso molecular da B-frutofuranosidase intracelular purificada foi
de 304.000 Da, através de filtragdo em gel Sephadex G-200, embora a preparagio
nativa tenha apresentado trés bandas com pesos moleculares de 95.000, 65.000 e
37.000 daltons, respectivamente, apds tratamento com 2-mercaptoetanol em gel
de poliacrilamida. A eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, mostrou uma
unica banda para a enzima nativa. HAYASHI et alii (1993) ao estudaram o efeito
de ions metalicos na atividade da B-frutofuranosidase intracelular purificada de
Aspergillus japonicus MU-2, constataram que a eznima apresentou atividade
relativa de 48%, 7%, 2%, 0%, 32% e 0% , na presenca dos ions Ag*, Pb2+, Fe?*

Cu?, Zn?*, Hg', respectivamente, na concentragio de 1 mM.
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A B-frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus japonicus TIT-
KJ1 foi estudada por DUAN et alii (1993), sendo constatado que seu peso
molecular foi de 240.000 daltons, determinados por filtragio em gel Sephacryl S-
300. Através de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, a enzima
apresentou duas bandas, cujos pesos moleculares foram estimados em 115.000 e
236.000 daltons, respectivamente. O pH e a temperatura 6tima de atividade da
enzima foram, respectivamente, 5,4 e 60°C. A B-frutofuranosidase mostrou-se
estavel em temperaturas inferiores a 56°C, apés 20 minutos de incubacdo e na
faixa de pH 7,0 a 8,5, apds 2 horas de incubagdo a 37°C. A influéncia de ions
metalicos e substancias quimicas na atividade enzimatica, demonstraram que a
enzima foi completamente inativada pelos ions Ag* e Hg*, nas concentracgdes de
5mM, enquanto os ions Mg?*, Na*, Fe2*, Mn2*, K*, Zn?*, Co?*, Ca2*, Cu2*, Ba?*,
Pb2*, Cd?* e p-cloromercuribenzoato ndo produziram nenhum efeito na atividade

enzimatica na concentragio de 5SmM.

NISHIZAWA et alii (1980) ao caracterizarem parcialmente a -
frutofuranosidase de Fusarium oxysporum, verificaram que havia duas
isoenzimas denominadas P-1 e P-2, que correspondiam, respectivamente, as
enzimas obtidas do meio de cultura na fase micelial (estagio inicial de
crescimento) e fase conidial (estdgio final de crescimento), cujos pesos
moleculares variaram em fun¢do da metodologia e temperaturas utilizadas.
Através da filtragdo em gel Sephadex G-200 a 4°C, os pesos moleculares de P-1 e
P-2 foram, respectivamente, 295.000 e 266.000 daltons. A 25°C, os pesos
moleculares de P-1 e P-2 foram 224.000 e 158.000 Da, respectivamente, indicando
que as enzimas apresentavam subunidades estruturais e que a associagdo e
dissociagdo dessas subunidades eram dependentes da temperatura. A enzima P-2
ao ser submetida a filtragdo em gel de Sepharose 4B-Guanidina.HCl, a
temperatura ambiente, revelou uma Wnica proteina com peso molecular de
63.000, sugerindo que P-2 seja um dimero ou tetramero de 63.000 a 25°C e 4°C,
respectivamente. Os pesos moleculares de P-1 e P-2, determinados através da

eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS foram, respectivamente, 108.000 e
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84.000 daltons, com uma Unica banda para ambas as enzimas. Quando as
enzimas foram submetidas a ligagdes cruzadas com DMS (dimetilsuberimidato) e,
posteriormente, sujeitas a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, P-1
apresentou trés bandas de proteina e P-2, duas bandas, demonstrando que cada
enzima tinha uma subunidade estrutural, composta presumivelmente de
subunidades idénticas. Os pesos moleculares de P-1 e P-2, determinados através
de ultracentrifugagdo foram, respectivamente, 202.000 e 140.000 Da. Quanto aos
valores de Km para a sacarose, as isoenzimas P-1 e P-2 apresentaram,

respectivamente, Km de 44 mM e 2,1 mM.

Segundo HIRAYAMA et alii (1989); FUJITA et alii (1990b) e HAYASHI et
alit. (1991c, 1992c), a B-frutofuranosidase de Aspergillus japonicus é uma
glicoproteina que contém cerca de 20% (p/p) de carboidratos, comparados aos
teores de glicose das B-frutofuranosidases de Arthrobacter sp K-1, Aspergillus

niger e Aureobasidium, que séo de 2,4%, 20% e 30-53%, respectivamente.

UHM et alii (1987) constataram que trés subunidades da B-
frutofuranosidase de Aspergillus niger eram glicoproteinas com teores de 33,40 e

20% de carboidratos, respectivamente.

HAYASHI et alii (1992d,f) estudaram o efeito da deglicosilagdo nas
propriedades da B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp ATCC 20524. A
remogdo do carboidrato da enzima foi realizada pela endo-B-N-
actilglucosaminidase F, com reducdo no teor de carboidrato de 53% (p/p) para
15% (p/p). A estabilidade da B-frutofuranosidase deglicosilada em pH4a7ena
temperatura de 40 a 50°C foi diminuida, e o valor de Km para a sacarose foi
aumentado de 0,65 para 1,43M. Os autores concluiram que o carboidrato protege
a enzima da protedlise, além de exercer um papel fundamental na estabilizacdo

das enzimas.



2.2. FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

2.2.1. FRUTOOLIGOSSACARIDEOS DE ORIGEM VEGETAL

Frutooligossacarideos sdo polimeros de D-frutose unidos através de
ligages B-(2—>1) com uma molécula de sacarose terminal. O grau de
polimeriza¢do pode variar de 2 a 35 unidades. Polimeros de cadeia longa tendo
grau de polimerizagdo maior que 35 sdo referidos como inulina. Ha diversas
fontes naturais de frutooligossacarideos, estando algumas listadas no Quadro 1.
A quantidade de frutooligossacarideos e o grau de polimerizagdo variam
grandemente com a fonte. Bulbos de dalia contém uma quantidade significativa
deste carboidrato de reserva com um grau de polimeriza¢do maior que a maioria
dos vegetais. A chicéria apresenta uma quantidade substancial do carboidrato de
reserva com um grau de polimerizagdo médio de 18. Tubérculos de alcachofra-de-
jerusalém possuem um alto teor de frutooligossacarideos, mas, o grau de
polimerizacdo tende a ser menor do que ao da chicéria ou dalia. Outras plantas
como o trigo, triticale e centeio apresentam frutooligossacarideos com grau de
polimerizag¢do de 2 a 7, mas a maioria das frutanas sdo do tipo ramificada com
ligagées glicosidicas B(2—6) (BACON & EDELMAN, 1951; EDELMAN &
BACON, 1951; EDELMAN, 1956; EDELMAN & JEFFORD, 1968; CARPITA et
alii, 1989; HOUSLEY et alii, 1989; MODLER, 1994).

Ha na natureza trés trissacarideos isdmeros identificados como 1-kestose (1F-
B-frutosilsacarose), 6-kestose (6F-B-frutosilsacarose) e neokestose (6G-B-
frutosilsacarose), que sdo potencialmente intermediirios na sintese de oligo e
polifrutanas. S3o denominadas inulinas, quando PB(1-2) liga¢des glicosidicas
predominam ou levanas, quando B (2-6) ligacées glicosidicas estdo presentes.
Frutanas sdo oligossacarideos ou polissacarideos de frutose contendo uma UGnica
molécula de glicose. Muitas enzimas que produzem frutanas sio relatadas: a
inulosacarase (EC 2.4.1.99) que converte a sacarose em frutanas (inulina) com f

(2>1) ligacdes e D-glicose, e a levansacarase (EC 2.4.1.10) que converte a
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sacarose em frutanas (levanas) com liga¢ées B (2-56). A primeira etapa na sintese
de frutana é catalisada pela sacarose frutosiltransferase, que transfere grupos
frutosila da sacarose (doador) para sacarose (aceptor) produzindo trissacarideo e
glicose (CHATTERTON et alii, 1989a; BALKEN et alii, 1991 e SIMS et alii,
1991).
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Quadro 1

Fontes Vegetais de Frutooligossacarideos

Planta Teor
Base Fresca Base Seca

(%) (%)
Chicéria 24 73,6
Alcachofra-de-jerusalém 22 74
Dalia 13 72
Cebola 2-5 70
Alho 5-10 50
Alho-porro 2-5 70
Trigo 0,8 1,0

Fonte: Modler, 1994

Segundo WAGNER & WIEMKEN (1987); CHATTERTON et ali: (1989a,b);
FUCHS (1991); JOHN (1991), SMEEKENS et alii (1991) e MODLER (1994),
plantas das familias Compositae e Gramineae armazenam carboidratos, no
outono, através da 1-frutosiltransferase que transfere a frutose da sacarose para
o trissacarideo inicial conhecido como 1F-frutosilsacarose. O processo de
polimerizagao continua até a inulina precipitar dentro do vactolo. Durante o
inverno, vegetais como chicdria, dalia e tubérculos da alcachofra-de-jerusalém,
respiram mais lentamente, havendo leve alteragio no perfil dos
frutooligossacarideos. Essas modificagdes tornam-se mais rapidas com a chegada

da primavera. Inulinases, como a B(2—1) frutana-1-frutanohidrolase sio ativadas
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e despolimerizam os polimeros de frutana, produzindo frutose que entdo é
transferida para o citoplasma celular como fonte de energia. Se os tubérculos de
alcachofra sdo colhidos no outono e armazenados para processamento durante os
meses de inverno, alteragdes substanciais podem ocorrer no perfil dos
frutooligossacarideos, dependendo das condigdes de armazenagem. Tubérculos
lavados frescos e estocados em sacos de polietileno sofrem alguma
despolimerizagdo dos frutooligossacarideos, quando armazenados a 2°C.
Polimeros de cadeia longa (grau de polimerizacio maior que 9) sao reduzidos de
30-39% para 21,4% apds 18 semanas de estocagem, com actmulo de fragdes com
grau de polimerizagdo 1. Este aumento em compostos com grau de polimerizacdo
1 é provavelmente um reflexo da baixa taxa de respiragdo a 2°C. Armazenamento
de tubérculos a 5°C resulta num declinio constante dos polimeros de cadeia longa
e acamulo substancial de fragdes com grau de polimerizagdo de 2 a 4, apds 68
semanas de estocagem. Estes dados sugerem que tubérculos frescos devem ser
processados imediatamente, se frutooligossacarideos de cadeia longa s3o
desejados, como no caso de alimentagdo animal, ao contrario dos vegetais
armazenados por longos periodos, que sio adequados para uso em humanos.
Tubérculos de alcachofra-de-jerusalém podem ser facilmente incorporados na
racdo animal, contudo a aplicagdo em alimentos é limitada devido ao flavor e
coloragdo indesejaveis. Também, raizes de chicéria frescas sio muito amargas,
porém, alguns processos foram desenvolvidos para remover esses componentes,
visando a obtengdo de produtos funcionais com larga aplicagdo nas industrias

farmacéutica e de alimentos.

Estudos conduzidos por SPIEGEL et alii (1994), e MODLER (1994),
constataram que apesar de os alimentos naturais conterem frutooligossacarideos
e considerando os habitos alimentares usuais, torna-se dificil a ingestdo da dose
diaria recomendada de oligossacarideos, a partir de alimentos naturais, que é de
aproximadamente 0,8g/dia/130 libras de peso corpéreo, nos Estados Unidos.

Portanto, a ingestdo de oligossacarideos suplementares pode ser benéfico para



idosos, pessoas que ocupam cargos estressantes e pessoas que desejam manter o

sistema digestivo saudavel.

O interesse na preparagido enzimética de 1-kestose, adogante ndo nutritivo
em potencial e seus homélogos, a partir da sacarose, tem sido recente. MANLEY-
HARRIS & RICHARDS (1991), relataram a termélise a 100°C da sacarose amorfa
através da a¢do de um catalisador acido (4cido citrico), com a formacdo de trés

kestoses e seus a-frutofuranosil anémeros.

Atualmente, os frutooligossacarideos sdo comercialmente disponiveis nos
Estados Unidos (ZeaGen Corp.,, Westminster, Colo.). Oligossacarideos
provenientes da soja foram considerados alimentos GRAS (generally recognized
as safe) pela Food and Drug Administration. Os frutooligossacarideos também
foram aceitos como fibra alimentar pelas autoridades cientificas francesas,
CEDAP, em 13-09-95. Na Franga a Direcio Geral do Consumidor, da
Competéncia e da Repressdo a Fraude reconheceu em 04-01-95 que os
frutooligossacarideos (marca Actilight) estimulam o crescimento e a atividade das
bifidobactérias do intestino humano (MODLER, 1994; ALEGRET, 1996).

Frutooligossacarideos de vAarios graus de polimerizagdo estio sendo
produzidos através da hidrélise parcial da inulina da chicéria pela Warcoing S.A
e Raffinerie Tirlemontoise S.A. da Bélgica, sob os nomes comerciais de fibruline e
raftilose (L60, L85, L95 e P95), respectivamente. A Suiker Unie, da Holanda,
iniciou também a produgio de fibruline (FUCHS, 1991).

22.2.F RUTOOLIGOSSACARiDEOS OBTIDOS POR SINTESE
ENZIMATICA

Frutooligossacarideos podem ser produzidos, a partir da sacarose, pela
a¢do das enzimas microbianas B-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) ou B-

frutosiltransferase (E.C. 2.4.1.9) e consistem principalmente de 1-kestose (GFy),



nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF,), em que uma a trés unidades de

frutosila sdo unidas através de liga¢des glicosidicas B-2,1 a unidades de frutose
da sacarose, respectivamente (BINKLEY & ALTENBURG, 1965; DZIEZAK,
1986; FISHBEIN et alii, 1988; LEE et alii, 1992 e YUN & SONG, 1993). Eles
diferem no peso molecular ou na estrutura quimica das frutosanas originarias de
plantas ou levanas microbianas (OHTSUKA et alii, 1992; BARTHOMEUF, &
POURRAT, 1995).

A reagdo de transfrutosilacdo, que é responsivel pela produgdo de
frutooligossacarideos a partir da sacarose, ocorre em varios microrganismos,
porém, esta atividade de transferéncia é quantitativamente diferente entre as
diferentes linhagens microbianas. As B-frutofuranosidases, usualmente, possuem
as atividades de transfrutosila¢do (U) e de hidrélise (Un). A relagdo entre Uy/Uy
indica a capacidade de transfrutosilagdo de cada linhagem. Para a producdo
eficiente de frutooligossacarideos deve haver uma alta proporc¢édo de Uy/Uy e alta
produtividade enzimitica. A transfrutosilagio é maior com o aumento na
concentracdo de sacarose, havendo uma competicdo entre a 4gua e outros
substratos pela transferéncia de radicais frutosil nas reagGes catalisadas pelas B-
frutofuranosidases (HIDAKA et alii, 1988; HIRAYAMA et alii, 1989; CHANG et
alii, 1994).

Segundo YUN et alii (1990 e 1992a), a produtividade méxima de
frutooligossacarideos foi atingida com B-frutofuranosidase de Aureobasidium
pullulans, utilizando-se concentragdes de 770 a 850 g/litro de sacarose. CHANG
et alit (1994), FUJITA et alii (1990a) e HIRAYAMA et alii (1989) obtiveram alta
capacidade de transfrutosilacdo em concentragées de 50% de sacarose com f-
frutofuranosidases de Aspergillus oryzae, Arthrobacter sp. K-1 e Aspergillus

niger, respectivamente.

Também foi demonstrado que B-frutofuranosidases de diferentes linhagens

microbianas revelaram especificidades relativas diferentes para os trés



receptores alcodlicos primarios da sacarose (OH-1F, OH-6F e OH-6%) (HIDAKA et
alit, 1988; HIRAYAMA et alii, 1989).

Particularmente, frutooligossacarideos obtidos a partir da sacarose,
através da a¢do de microrganismos, tém tido uma importéncia industrial que vem
crescendo gradualmente devido a sua produgdo ser relativamente simples, seu
sabor ser semelhante a sacarose e ser um adocante de baixa caloria (YUN et alii,
1994a). Esses aglcares representam 20 a 40% da dogura da sacarose e ndo sdo

digeriveis no intestino humano (LEE et alii, 1992).

Frutooligossacarideos de origem microbiana tém sido particularmente
estudados devido aos seus efeitos fisioldgicos especificos em humanos,
especialmente a estimulacgdo do crescimento benéfico das bifidobactérias no trato
digestivo, alivio da constipagdo intestinal, reduc¢do no colesterol total e lipidios do
soro sanguineo, além de uma melhoria no estado geral do individuo. Os
frutooligossacarideos também sdo utilizados como estabilizantes e agentes

espessantes na produgio de adogantes (HIDAKA et alii, 1986).

As B-frutofuranosidases de fungos tais como Penicillium oxalicum (YASUDA
et alii, 1986), Penicillium frequentans (USAMI et alii, 1991), Aspergillus niger
ATCC 20611 (HIDAKA et alii, 1988), Aspergillus syduwi (MURAMATSU et alii,
1988), Aureobasidium sp 20524 (HAYASHI et alii, 1991c), Aspergillus japonicus
(HAYASHI et alii, 1992b,c e 1993), e Aspergillus oryzae ATCC 76080 (CHANG et

alii, 1994), apresentaram alta atividade de transfrutosilacio.

A producao industrial de frutooligossacarideos, a partir da sacarose, tem
sido realizada através da B-frutofuranosidase microbiana oriunda de Aspergillus
niger e Aureobasidium pullulans (HIRAYAMA et alii, 1989; JUNG et alii, 1989;
HAYASHI et alii; 1990; YUN et alit, 1990 e 1992a; HAYASHI et alii, 1991c).

Com relagdo ao Aureobasidium pullulans, DESHPANDE et alii (1992)
relataram que esse microrganismo é um saproéfita ubiquo que ocorre em diversas
plantas e frutas tropicais. E popularmente conhecido como levedura negra,

devido a produ¢do de melanina, sendo muito comum seu aparecimento em zonas
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temperadas, embora haja relatos de sua ocorréncia no mediterraneo e zonas
aridas. Também foi isolado de regides tropicais, especialmente terras pantanosas
e solos de florestas. Outros locais incluem agua fresca, sedimentos marinhos e
agua do mar. PITT & HOCKING, (1985) detectaram a presenga de
Aureobasidium pullulans numa grande variedade de alimentos, mas raramente
causaram sua deteriora¢do. Sua prevaléncia em alimentos congelados foi
constatada, estando associado com a deterioracdo de carnes e queijos
armazenados sob refrigera¢do. Esse microrganismo foi isolado em magas, cerejas,

morango, repolho, azeitonas verdes e produtos citricos.

O Aureobasidium pullulans foi exaustivamente estudado quanto a seus
aspectos ecoldgicos (COOKE, 1959), taxonoémicos (COOKE, 1962), fisiolégicos
(COOKE & MATSUURA, 1963) e estruturais (DURRELL, 1967, PECHAK &
CRANG, 1977). Segundo DESHPANDE et alii (1992), linhagens de
Aureobasidium pullulans, isoladas de humanos, ndo provaram ser patogénicas
em testes com animais. O Aureobasidium pullulans foi previamente classificado
como fungo imperfeito, familia Moniliales. Artigos recentes o incluem como
Ascomicetes, embora um estagio perfeito ndo tenha sido encontrado. A nova
classificac¢do insere o Aureobasidium pullulans, na familia Dothideales. Ha ainda
confusdo em relacdo a terminologia deste microrganismo. Aureobasidium
pullulans (De Bary) Arnaud é atualmente a terminologia aceita. Outros
sinonimos sdo Pullularia pullulans (De Bary) Berkhout e Dematium pullulans. O
estagio imperfeito apresenta uma morfologia diversa. O microrganismo mostra
um polimorfismo, podendo crescer como levedura ou micélio, dependendo das
condicbes ambientais. A formagido de clamidosporos de cor escura é uma
caracteristica. As colonias sdo lisas e eventualmente cobertas por um material
mucilagenoso. Inicialmente sdo amareladas, cor creme, rosa clara ou marrom
claro. As colénias tornam-se negras devido a formagdo de clamidosporos que
apresentam grandes depdsitos de melanina num estagio mais avangado. As hifas
sdo hialinas, lisas, com paredes finas, e células frequentemente mais largas que

longas, formando um micélio compacto. Aureobasidium pullulans pode ser



reconhecido por suas conidias (blastoporos) lineares e pela presenca de cadeias
segmentadas de clamidosporos de paredes espessas (LINGAPPA et alii, 1963;
DURRELL, 1967; WICKERHAM & KURTZMAN, 1975; PECHAK & CRANG,
1977; DESHPANDE et alii, 1992). A faixa de temperatura para seu crescimento é
de 2 a 35°C, com temperatura 6tima de 25°C. Algumas linhagens chegaram a
desenvolver-se a temperaturas de-5°C, sendo sua resisténcia ao calor muito baixa
(PITT & HOCKING, 1985).

A absor¢do e acimulo de metais pesados por microrganismos tém recebido
enorme atencdo no contexto biotecnolégico, como meio alternativo ou auxiliar das
técnicas convencionais de remocdo de metais e/ou recuperagdo de efluentes
poluidos. Compostos excretados ou derivados da biomassa microbiana, como a
melanina, podem ser um sistema eficiente de bioabsor¢do. MOWLL & GADD
(1984); GADD & ROME (1988) demonstraram que uma variedade de metais
pesados podem induzir ou acelerar a produgdo de melanina em Aureobasidium
pullulans, e que formas celulares melanizadas, como os clamidosporos, podem
apresentar alta capacidade de absorg¢do de metais com todas as ligagdes metalicas
localizadas na parede celular. Segundo GADD (1983), o Aureobasidium pullulans
exibe consideravel tolerancia a metais pesados, sendo frequentemente isolado de
ambientes contaminados com cddmio, chumbo e zinco, ndo tendo sido observada a
produgdo de nenhum halo de inibi¢do em resposta ao zinco e, somente, um
pequeno halo em presenca de altas concentragdes de cddmio. O cobre foi o metal

mais toxico a esse microrganismo.

O Aureobasidium pullulans é industrialmente importante devido a sua
capacidade de produzir o polissacarideo pululana, que é utilizado como envoltorio
e ingrediente de alimentos, além de sua utilizagdo na industria papeleira,
madeireira, farmacéutica e de cosméticos (SILMAN et alii, 1990; DESHPANDE
et alii, 1992; BADR-ELDIN et alii, 1994).

Estudos conduzidos por FEDERICI (1982), com 198 linhagens de
Aureobasidium  pullulans, detectaram sua  habilidade de liberar

extracelularmente enzimas hidroliticas (amilases, lipases, proteases, ureases e
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fosfatases) no meio de cultura. As enzimas de Aureobasidium pullulans mais
amplamente estudadas foram as B-frutofuranosidases, xilanase, pululanase e
glicoamilase (DESHPANDE et alii, 1992). As condi¢bes culturais para produgio
de B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp foram relatadas por HAYASHI et
alii (1991d) e CPC INTERNATIONAL INC. (1982), sendo a sacarose, nos teores
de 10-20% (p/v), a melhor fonte de carbono para a produgdo dessa enzima. Em
concentracdes mais elevadas, houve uma redugdo no crescimento do
Aureobasidium sp. Glicose e frutose também foram boas fontes de carbono na
producdo da B-frutofuranosidase. Extrato de levedura a 1,5-2,0% (p/v) mostrou
ser a melhor fonte de nitrogénio para a produgdo da enzima e crescimento
celular. A adi¢do de NaNOs; (1 a 2%, p/v) e MgS04.7H20 (0,5 a 1,5%, p/v) ao meio
de cultura, aumentaram a atividade enzimadtica intracelular. Estudos realizados
por BADR-ELDIN et alii (1994), quanto & produgdo de polissacarideos pelo
Aureobasidium pullulans, demonstraram que a natureza das fontes de carbono e
nitrogénio influenciavam na formagéo de pululana, bem como havia diferen¢as na
capacidade de assimilagdo das diversas fontes de carbono e nitrogénio na sintese
de polissacarideos, em fun¢do das diferentes linhagens de Aureobasidium

pullulans.

Outros microrganismos, também, foram estudados com relagdo a
biossintese de frutooligossacarideos, tais como: Aspergillus oryzae (PAZUR,
1952), Penicillium spinulosum (BEALING, 1953), Candida krusei (EDELMAN,
1954), Claviceps purpurea (DICKERSON, 1972), Phytophora parasitica
(HANKIN & MCINTYRE, 1977), Streptococcus mutans (WENHAM et alii, 1979),
Fusarium oxysporum (GUPTA & BHATIA, 1980), Arthrobacter sp (FUJITA et
alii, 1990a,b), Aspergillus japonicus (HAYASHI et alii, 1992b,c; HAYASHI et alii,
1993).
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2.2.3. PRODUCAO INDUSTRIAL DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

Os frutooligossacarideos estdo sendo comercialmente produzidos a partir
da sacarose, através do uso de enzimas solaveis ou células imobilizadas (JUNG et
alii, 1987; HIDAKA et alii, 1988; YUN et alii, 1990 e 1992a). Atualmente, ha
dificuldade em atender ao aumento na demanda por frutooligossacarideos por
estes processos, ou seja: sistema em batelada com enzima solivel que apresenta
baixa produtividade, enquanto o sistema continuo com células imobilizadas
possui baixa operacionalidade, resultado de uma restrigdo difusional na matriz do
gel, além dos aspectos de preparagdo e descarte apés inativagdo (YUN et alit,
1995). Refletindo esta situagdo, deve-se salientar que a produtividade é
obviamente o fator critico para produgdo comercial de frutooligossacarideos. Para
superar este problema, vAarios pesquisadores tém tentado imobilizar a
frutosiltransferase solivel em diversos suportes, tais como: vidro poroso
(HAYASHI et alii, 1991a,b); silica (HAYASHI et alii, 1992a, 1993); DEAE-
celulose (HAYASHI et alii, 1994a); alginato (HAYASHI et alii, 1994b); trocadores
idnicos de alta porosidade (YUN et alii, 1995). Contudo, um sistema pratico que

atenda as exigéncias industriais nio foi relatado até o presente.

Atualmente, a produgdo industrial de frutooligossacarideos é realizada
através de PB-frutofuranosidase microbiana derivada de Aspergillus niger
(HIDAKA et alii, 1988) ou Aureobasidium pullulans (HAYASHI et alit, 1991c¢).
Um problema com a B-frutofuranosidase é que a atividade desta enzima é
fortemente inibida pela glicose que é gerada como subproduto (JUNG et alii, 1989
e 1993), interrompendo a reacgdo enzimética e deixando cerca de 10% de sacarose
sem ser convertida. Portanto, o teor maximo em base seca de

frutooligossacarideos nos produtos comerciais é de 55 a 60% (YUN et alit, 1990).

A sacarose é um substrato de baixo custo, que vem sendo utilizado como
doador de frutose, na sintese de frutooligossacarideos de cadeia curta,
comumente referidos como “neosugar’ (HIDAKA et alli, 1986; HIDAKA et alii,

1988). A sintese de “neosugar’ é obtida através da utilizagdo de p-
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frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) derivada do Aspergillus niger. Estes aglcares
sdo produzidos comercialmente pela Meiji Seika Kaisha Ltd. do Japdo e estdo
disponiveis tanto na forma bruta quanto purificada, 55% e 100% de “neosugar”,
respectivamente (HIDAKA et alii, 1988); sendo a forma purificada obtida através
de separagdo em colunas cromatograficas de troca idnica. Métodos mais
econdmicos de produgdo de frutooligossacarideos com alto teor de kestose e
nistose vém sendo pesquisados, através da utiliza¢do das enzimas glicose oxidase
e glicose isomerase, que visam a redugdo ou eliminagdo da glicose (CPC
INTERNATIONAL INC. 1981; JUNG et alii, 1993; YUN et alii, 1993 e 1994a).
Recentemente, BARTHOMEUF & POURRAT (1995) isolaram uma linhagem de
Penicillium rugulosum que possuia um sistema enzimatico misto constituido de
frutosiltransferase e uma glicosidase (Classes 2 e 3, respectivamente, na
nomenclatura de enzimas) que produziram altos teores de frutooligossacarideos,
a partir da sacarose. Foram produzidos 53,15% de nistose; 22,80% de
frutofuranosil nistose e 7,87% de 1-kestose, a partir de solugéo de sacarose a 65%,
em 10 horas de fermentacfo. Também, HANG et alii (1995) selecionaram uma
linhagem de Aspergillus foetidus, cultivada em meio semi-sélido de residuo de
macdi, que era capaz de converter sacarose em um xarope de
frutooligossacarideos, contendo valores superiores a 50% de kestose. A eficiéncia
de produgdo variou de 26 a 47%, dependendo da concentragdo de sacarose e do

tempo de reagdo.

HIDAKA et alii (1988), HIDAKA & HIRAYAMA (1991) constataram que os
frutooligossacarideos poderiam ser preparados de uma maneira mais eficaz a
partir de altas concentragdes de sacarose, através da a¢do de uma enzima com
maior habilidade de transfrutosilagdo. A a¢do da B-frutofuranosidase, obtida da
linhagem de Aspergillus niger, em solugdo de sacarose 50% (p/v), fornece uma
mistura de frutooligossacarideos constituidos de 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e
1FB-frutofuranosilnistose (GF4). A produgdo industrial foi desenvolvida a partir
de uma solucdo de sacarose 50-60% (p/v) que passa através de uma coluna com

células de Aspergillus niger, imobilizadas onde ocorre o processo de
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transfrutosilagio, seguida de passagem por coluna de troca ibnica para
descoloracio e dessalinizagdo. H4, atualmente, dois tipos de frutooligossacarideos
comerciais disponiveis no mercado: “neosugar” G e “neosugar” P. O “neosugar” G
é obtido da reacdo enzimatica de transfrutosilagio da sacarose, seguida do
processo de descoloragio e dessalinizagdo. O “neosugar” P é preparado a partir do
“neosugar” G, através da remogdo dos monossacarideos e dissacarideos. O
“neosugar” G consiste de 35% (p/p) de glicose e frutose, 10% (p/p) de sacarose e
55% (p/p) de frutooligossacarideos, constituidos de GF2, GF3 e GF4 nas
concentracdes de 25, 25 e 5% (p/p), respectivamente. Similarmente, o “neosugar”
P contém cerca de 95% (p/p) de frutooligossacarideos, composto de GF2, GF3 e GF4
nas concentracdes de 40, 45 e 10%, respectivamente. Os frutooligossacarideos
apresentam caracteristicas fisicas e fisiolégicas que o tornam adequados para uso
na alimentagdo humana e animal. Também sdo incolores e inodoros. Sao
adocantes de alta qualidade. A dogura do “neosugar” G e “neosugar” P é de 60% e
30%, respectivamente, em relagéio 4 sacarose. Ambos sdo estaveis a pH neutroe a

temperaturas acima de 140°C.

2.2.4. HIDROLISE DOS FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

A maioria dos estudos metabélicos de utilizagdo dos fatores bifidogénicos
foram conduzidos em experimentos “in vitro”. Os estudos “in vivo” (animal) séo
limitados e muitas das informag¢des em humanos carecem de maiores pesquisas
(MODLER, 1994).

Os frutooligossacarideos néo sdo hidrolisados em ratos ou humanos pelas
enzimas digestivas da mucosa intestinal e amilases dos homogenatos
pancreaticos (OKU et alii, 1984; HIDAKA et alit, 1986), mas,
frutooligossacarideos de cadeia longa (inulina) parecem sofrer alguma hidrolise
(18-26%) e absorgdo em experimentos com animais (ratos), realizados por

NILSSON & BJORCK, (1988). Testes de tolerancia a agucares, em individuos
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saudaveis, confirmaram que os frutooligossacarideos nao sdo digeriveis e nem
absorvidos, ao contrario dos seus componentes monossacarideos, frutose e glicose
(HIDAKA & HIRAYAMA, 1991).

OKU et alii (1984) e TOKUNAGA et alii (1986), também, demonstraram
em estudos com ratos “in vitro”, que os frutooligossacarideos néo séo hidrolisados
pelas a-amilases e enzimas digestivas na mucosa intestinal, e que mesmo a
ingestdo prolongada desses agiicares ndo induzem a produgdo de enzimas
hidroliticas no intestino e em outros érgdos. A digestio de GF2 e GF3 foi
investigada utilizando-se homogenatos de pancreas e da mucosa intestinal,
tendo-se observado que o GF2 nio foi hidrolisado pela amilase pancreética, e que
somente uma pequena quantidade de GF: foi digerida pelo homogenato da
mucosa do intestino delgado. Com relagdo ao GF3, a hidrélise foi ainda menor,
verificando-se, portanto, que os frutooligossacarideos tornam-se indigeriveis

quando contém mais unidades de frutose por molécula.

TOKUNAGA et alii (1986) observaram que doses elevadas de “neosugar”’
(10-20% da dieta) podem induzir diarréia em ratos, sugerindo que estes acGcares

nio sio digeridos nem absorvidos no trato gastrintestinal superior.

Os frutooligossacarideos que nio sdo hidrolisados pelas enzimas digestivas
de mamiferos, sdo seletivamente utilizados pelas bifidobactérias, um anaerdbio
ndo formador de esporo, gram positivo, que é predominante no trato intestinal de
humanos e alguns animais. Esses microrganismos exercem o efeito de prote¢do
na proliferacio ou infeccdo de bactérias nocivas (HIDAKA et alii, 1986 e
MURAMATSU et alii, 1992).

De acordo com MURAMATSU et alii (1992), ha poucos estudos com relagdo
as propriedades das B-frutofuranosidases purificadas, que catalisam a hidrolise
de frutooligossacarideos. McKELLAR & MODLER (1989) relataram que algumas
linhagens de bifidobactérias utilizaram frutooligossacarideos e produziram f3-
frutosidases intracelulares capazes de hidrolisar os sacarideos. MURAMATSU et
alii (1992 e 1993) verificaram que algumas linhagens de bifidobactérias de
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excremento humano de adultos utilizaram frutooligossacarideos e produziram
enzimas que clivaram 1-kestose mais rapidamente do que a sacarose. As -
frutofuranosidases de microrganismos sio classificadas em dois tipos de enzimas:
a primeira, denominada de invertase, que hidrolisa sacarose, mas nio a inulina,
e, a segunda é uma exo-inulinase (B-frutosidase) que hidrolisa tanto a sacarose
quanto a inulina, sendo a propor¢do de atividade, para inulina e sacarose,
variavel. ONODERA & SHIOMI (1992) demonstraram que a exo-inulinase de
Penicillium trzebinskii hidrolisa ndo somente inulina e sacarose, mas, também,

inulooligossacarideos e frutooligossacarideos.

ZIESENITZ & SIEBERT (1987) observaram que, em virtude de a nistose
ndo ser completamente clivada no intestino delgado, mas ser rapidamente
convertida a acidos pelas bactérias do ceco, seu valor energético para o
hospedeiro seria certamente menor do que um tetrassacarideo que fosse
completamente digerido e absorvido no intestino delgado. Uma substincia que
passa pelo intestino delgado sem ser hidrolisada, mas é fermentada pela flora do
ceco e coélon, é uma provavel candidata i laxante, por razdes osmoéticas; portanto,
a utilizacdo da nistose como substituto da sacarose, vem sendo sugerida, uma vez
que ndo produz glicose ou frutose para o organismo, sendo um adogante potencial
nas dietas para pacientes diabéticos. Também, a fermentagdo anaerébica de
nistose por microrganismos da placa dental e Streptococcus mutans NCTC 10449

foi cerca de 50% menos rapida do que com a sacarose.

Experimentos “in vitro® realizados por TOKUNAGA et alii, (1989)
demonstraram que o “neosugar” incubado anaerobicamente com a flora do ceco de
ratos, metabolizaram cerca de 10% desse agGcar a COz 66% a acidos graxos
volateis e 7% foram destinados ao crescimento microbiano. MODLER, 1994,
salientou que, embora alguns beneficios tenham sido alcan¢ados em testes com

animais, os dados sdo altamente variaveis, requerendo, portanto, maior estudo.

HIDAKA & HIRAYAMA (1991) investigaram a utilizagdo de
frutooligossacarideos, através de estudos em radiorespirdmetro e incubagdo

anaerébica de frutooligossacarideos [U-1*C] com fezes. Quando sacarideos
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marcados foram ingeridos, cerca de 49% e 55% da radioatividade administrada foi
detectada no 14COq, expirado apés 24 e 48 horas, respectivamente, e g taxa
maxima de excre¢ao do 14CO; ocorreu apés 7 horas. Ng incubagdo anaerébica dos
frutooligossacarideos com fezes humanag, og sacarideos foram catabolizados

principalmente g 14CO, (9,6%) e Acidos graxos de cadeia curts (57,8%).

MODLER (1994) verificou que a adi¢do de “neosugars” i dieta humana
(15g/dia), causou um acréscimo de 10 vezes, na populacgio, de bifidobactérias do
intestino grosso, bem como a ocorréncia de bifidobactérias de 87% para 100%. Ao

mesmo tempo, houve uma redugio de 0,3 unidades no pH intestinal e também
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MODLER et ali; (1990b); MODLER, 1994 ¢ HIDAKA & HIRAYAMA ( 1991)
classificaram ag bifidobactérias e lactobacilos como bactérias intestinaig

benéficas, énquanto a Escherichia col; e Clostridium perfringens foram

a utiliza¢do de diversos aglcares pelas bactérias intestinais
de seres humanos, sendo og frutooligossacarideos considerados fatores de

crescimento para os microrganismos da flora intestinal,

analisados.

McKELLAR & MODLER (1989) constataram que as bifidobactérias
possuem enzimas hidroliticag conhecidas como inulinases (2,1-B-D-frutana-
frutanohidrolase), que clivam os frutooligossacarideos, ao contrario das enzimag
digestivas de humanos e animais. As linhagens das bifidobactérias de seres
humanos e de animaig podem metabolizar prontamente polimeros de cadeia curta
(grau de polimerizagio 3 a 6); contudo, linhagens de bifidobactérias animais
metabolizam a inulina mais efetivamente do que as bifidobactérias de origem
humana. Ag diferencas no metabolismo sugerem que a inulina é incapaz de
atingir o sitio ativo das enzimas das bifidobactériag humanas, ou entio um
impedimento estérico poderia estar envolvido, Estudos “in vitro” demonstraram
que o B. longum tem dificuldade de metabolizar polimeros de cadeia longa, tais
como a inulina. B. adolescentis metabolizaram inulina de forma mais eficaz do
que B. longum, mas o B thermophilum apresentou melhor crescimento e
atividade de inulase. B. infantis utilizatam cadeias curtas de
frutooligossacarideos, porém, foram incapazes de metabolizar polimeros de

cadeias longa (grau de polimeriza¢io maior que 25).
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Estudos conduzidos por VRIES et alii (1967) demonstraram que o
Bifidobacterium bifidum, um anaerdbico, encontrado na flora intestinal de seres
humanos, fermentou a glicose a aproximadamente 1,5 mol de acetato e 1 mol de

lactato, mas n4o hidrolisou frutooligossacarideos.

HIDAKA et alii (1986) observaram que o B. bifidum nio cresceu em meio
suplementado com frutooligossacarideos de cadeia curta (neosugar). B. longum
Cresceu muito pouco, enquanto B, adolescentis e B, infantis metabolizaram
prontamente este carboidrato. E. col; e espécies de Clostridium nio cresceram

bem em meios com frutooligossacarideos (neosugars).

Conclui-se, portanto, que a maioria das linhagens de bifidobactérias de
origem humana e animal metabolizam fatores bifidogénicos, dentre os quais os
frutooligossacarideos. Geralmente, frutooligossacarideos de cadeia curta
(neosugars) sio metabolizados mais rapidamente por seres humanos do que 08

frutooligossacarideos de cadeia longa, tais como inulina (MODLER, 1994).

2.3. SUPLEMENTACAO DE F ATORES BIFIDOGENICOS
NA DIETA

Segundo MODLER (1994), as bifidobactérias s80 0s microrganismos
predominantes da flora intestinal de criangas, estabelecendo-se no trato
gastrintestinal, logo apés o nascimento. Sua proliferagdo é estimulada por
componentes glicoproteicos da k-caseina do colostro humano €, em menor grau,
do leite materno. Fragdes correspondentes no leite bovino parecem nio exercer
nenhum efeito estimulatério no crescimento das bifidobactérias, A medida que os
seres humanos envelhecem, tanto as espécies quanto o ndmero das
bifidobactérias que habitam o trato intestinal, se modificam: as bifidobactérias
declinam do primeiro para o terceiro ou quarto maior grupo de microrganismos

da flora intestinal: B. infantis e B. breve sio substituidos pelo B.adolescentis,
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enquanto B. longum persiste por toda a vida. Esta alteracdo, no perfil, pode estar

ligada 4 ingestdo na dieta de fatores bifidogénicos.

Também, MODLER (1994) relatou que a maioria das dietas em animais e
humanos parece ser deficiente em fatores bifidogénicos, mas, suplementos
comerciais, tais como: frutooligossacarideos e lactulose estdo agora disponiveis.
Frutooligossacarideos de cadeia curta, comumente referidos como neosugars, com
grau de polimeriza¢io menor que 6 sdo metabolizados em velocidade mais
reduzida que a lactulose, pelas bifidobactérias, mas, estes aglcares tém ga
vantagem sobre a lactulose, uma vez que clostridios e E.coli nio crescem, ou se
desenvolvem lentamente em frutooligossacarideos. A aplicagio de fatores
bifidogénicos, na alimentac¢do animal, é menos problematica do que na humana,
pois as linhagens de bifidobactérias de origem animal podem metabolizar cadeias
longas de frutooligossacarideos (grau de polimerizagdo maior que 6), comparadas

as linhagens de origem humana,

A adigdo de fatores bifidogénicos na dieta humana, usualmente resulta
num aumento na ocorréncia e no nimero de bifidobactérias, isoladas do material
fecal, sugerindo que a suplementagdo na dieta deveria ser implementada;
contudo, evidéncias mais definidas da eficacia desses compostos sdo requeridas.
As bifidobactérias sio hospedeiros especificos e hi necessidade de suplementar
dietas com substancias bifidogénicas que possam ser facilmente metabolizadas
pelos organismos desejaveis, sem promover o crescimento de bactérias
patogénicas, putrefativas ou 0rganismos que causam a produgio excessiva de gas.
Idealmente, a dieta deveria conter fatores bifidogénicos para estimular o
crescimento de bifidobactérias que s3o naturais ao hospedeiro. O consumo médio
de inulina na dieta européia, varia de 2 a 12 g/dia, com um consumo per capita de
5-8 g/dia, na Bélgica e 7-12 g/dia, na Espanha (MODLER, 1994).

Segundo STONE-DORSHOW & LEVITT (1987), durante os Gltimos dez
anos, um esforgo concentrado vem sendo feito para desenvolver e avaliar os
efeitos dos varios ajustes na dieta, na satde humana e na populacdo de

bifidobactérias; contudo, o progresso tem sido muito lento. Frutooligossacarideos
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e lactulose sdo comercialmente disponiveis e largamente utilizados na Europa e
Japdo como fatores bifidogénicos. Estes compostos sdo seguros sob o ponto de
vista toxicolégico e apresentam alguns efeitos positivos, mas nio sdo,
necessariamente, os fatores de crescimento ideal para as bifidobactérias: ambos
08 compostos podem ser metabolizados por outras bactérias que sio capazes de

produzir gas e isto pode causar desconforto intestinal.

Dados com relagio a producio e consumo de fatores bifidogénicos
comerciais sio limitados, TOMOMATSU (1994) projetou que o mercado de
alimentos funcionais atingiria o valor de US$4.5 bilhdes, com um crescimento
anual de 8% para 1995. Og oligossacarideos sdo um dos mais populares alimentos
funcionais no Japdo, mas, sio relativamente desconhecidos nos Estados Unidos.
Os japoneses produziram 40 milhdes libras (US$46 milhdes) de nove diferentes
tipos de oligossacarideos em 1990. O ntmero de produtos consumidos, contendo
oligossacarideos, atingiu 450, em 1991, incluindo refrigerantes, biscoitos, cereais
e doces. A incorporagdo de bifidobactéria, em vez de oligossacarideos, em
alimentos processados, é muito dificil, devido a sua alta suscetibilidade ao

oxigénio, calor e acidos.

A literatura destaca uma melhora na performance geral de animais
alimentados com fatores bifidogénicos, porém, esses resultados nio sio muito
claros e altamente variaveis. H4 duas principais areas de aplicagdo de fatores
bifidogénicos em animais: como substituto do leite (bezerro, ovelha, porco), e na
suplementacio de ragoes avicolas. As linhagens de bifidobactéria, tais como B.
thermophilum, podem metabolizar frutanas de cadeia curta ou longa, porém,
frutanas de cadeia longa sdo mais adequadas em termos de uma limitada
producio de gis, aliviando, portanto, o desconforto intestinal (MODLER, 1994).

HIDAKA et ali; (1986) estipularam que a quantidade eficaz de
frutooligossacarideos necessaria para adultos é de cerca de 5 g/dia, portanto, a
adi¢do desses agticares em alimentos consumidos diariamente, como os produtos

de panifica¢do, poderia ser efetiva.
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Segundo ODA & OUCHI (1991), leveduras comerciais de panificagdo
hidrolisam frutooligossacarideos atraveés da agdo da invertase, fermentando os
monossacarideos resultantes. Uma alternativa seria construir uma levedura que
fermentasse a sacarose, sem decompor os frutooligossacarideos, de modo a se

obterem massas contendo frutooligossacarideos.

MODLER et ali; (1990a) adicionaram em sorvetes uma mistura constituida
de trés Bifidobacterium sp (B. longum, B.brevi e B.infantis) e dois tipos de fatores
bifidogénicos: neosugars e farinha de alcachofra-de-jerusalém. Fez-se um
monitoramento das bactérias sobreviventes por um periodo de 70 dias.
Aproximadamente 90% de todas as espécies bacterianas sobreviveram apés 70
dias, nos produtos armazenados a -17°C. A presenca de fatores bifidogénicos (1%
de neosugar e 2% de farinha de alcachoﬁ'a-de-jerusalém) ndo causaram nenhum
efeito deletério na contagem bacteriana. A perda de 10% ocorreu, primeiramente,
durante o congelamento e parece estar relacionada a incorporagido de oxigénio. A
farinha de alcachofra-de-jerusalém foi considerada uma fonte inaceitivel de
fatores bifidogénicos, devido ao seu flavor e aparéncia desagradaveis. O produto
contendo neosugar foi similar ao controle em relagio as caracteristicas sensoriais
avaliadas. Niveis mais elevados de neosugar (2%) produziram um produto que
era levemente mais cremoso que o controle ou tratamentos contendo 0,5a 1,0%
de neosugar. Além disso, 0 neosugar nio apresentou nenhum efeito adverso, nas

caracteristicas fisicas do sorvete.

2.4.EFEITOS BENEFICOS DA INGESTAO DE
FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

A administragdo endovenosa de frutooligossacarideos em ratos, resultou na
excregdo rapida e de forma intacta deste agucar, sugerindo que nio sio utilizados
totalmente como fonte de energia. E possivel que a ingestio de

frutooligossacarideos promova a sua metaboliza¢do pela microflora intestinal. Os
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frutooligossacarideos agiriam como fonte de carboidrato para a flora intestinal,
tendo-se observado que 65% dos frutooligossacarideos sio convertidos em 4cidos
graxos volateis, o que equivaleria a 1,5 kcal/g de frutooligossacarideo, produzindo
acidos graxos volateis que sao absorvidos pela mucosa do ceco e colon, e
metabolizados para produzir energia ao hospedeiro. Os frutooligossacarideos
parecem possuir uma fungdo semelhante s fibras na dieta, pois aumentam o bolo
fecal, reduzem o transito gastrintestinal, aumentam o volume no limen
intestinal e podem suprimir a digestdo e absorcio de nutrientes no intestino,
além de exercerem um efeito modulador da flora intestinal (OKU et alii, 1984;
TOKUNAGA et alii, 1986 e 1989; McKELLAR & MODLER, 1989; MODLER et
alii, 1990b; SPIEGEL et alii, 1994; MODLER, 1994).

Os frutooligossacarideos ttm sido recomendados como fatores
bifidogénicos. A adi¢do desses agucares, na dieta humana, aumentou a populacgdo
das bifidobactérias no intestino grosso, tendo-se verificado um acréscimo de dez
vezes, apos a ingestdo de 8 g/dia de frutooligossacarideos. Poucas informagées sio
disponiveis com relacio aos efeitos fisiolégicos dos fatores bifidogénicos em seres
humanos, mas foi demonstrada uma redu¢do nos niveis de colesterol,
triglicerideos, glicose, acidos graxos livres e pressio sanguinea de pacientes
alimentados com 22,5 g de frutooligossacarideos por dia (YAMASHITA et alij,
1984 e MODLER et alii, 1990b; MODLER, 1994).

As bifidobactérias exercem um importante papel no controle do pH
intestinal, através da liberagdo dos Aacidos latico e acético. Estes Acidos sdo
produzidos na proporgio molar de 3:2, respectivamente, reduzindo o pH
intestinal e, consequentemente, restringindo o crescimento de bactérias
patogénicas e putrefativas. Através do controle do pH intestinal, é possivel
limitar a producdo de substancias nocivas, tais como: fenéis, aminas
vasoconstritoras (histamina, tiraminzi, cadaverina e agmatina), p-cresol, aménia,
indol, escatol, metabélitos derivados de esterdides e toxinas bacterianas,
(HIDAKA et alii, 1986; MODLER et alit, 1990a,b; MURAMATSU et alii, 1992,
1993; MODLER, 1994).
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Com relagdo ao efeito inibitério das bifidobactérias sobre outras bactérias,
principalmente patogénicas, tem sido sugerido que o0 mecanismo de inibi¢do
exercido pelas bifidobactérias estaria relacionado somente & producio
fermentativa de 4cidos (lactato e acetato). Porém, experimentos conduzidos por
GIBSON & WANG (1994b), indicaram que as bifidobactérias eram capazes de
inibir o crescimento de bactérias patbégenas através da excre¢do de substancias
anti-microbianas, com largo espectro de agao. Espécies pertencentes ao género
Salmonella, Listeria, Shigella e Vibrio cholerae foram afetadas por essas
substancias bacteriostaticas ou bactericidas, demonstrando que as bifidobactérias

830 capazes de exercer mais de um mecanismo de inibigéo.

Segundo TOMOMATSU (1994), os efeitos benéficos & saude, pela ingestio
de frutooligossacarideos, assemelham-se aqueles atribuidos 3 fibra, na dieta.
Contudo, os frutooligossacarideos nio possuem os efeitos fisicos da fibra, tais
como: aumento na viscosidade, liga¢do com a agua e efeitos espessantes. A
contribuigdo dos frutooligossacarideos a satde é devida, principalmente, as suas
caracteristicas fermentativas (fator de crescimento das bifidobactérias). As fibras,
especialmente as solGiveis em agua, parecem, também, contribuir para a sadde
humana, através da fermentagdo. Contudo, até o presente, a falta de estudos
detalhados sobre a fermentagdo das fibras torna dificil a comparacio com os
frutooligossacarideos, como fator de crescimento das bifidobactérias. As
vantagens dos frutooligossacarideos sobre as fibras sio: menor requerimento
diario de frutooligossacarideos (3g/dia); ndo causam diarréia nas doses
recomendadas; sdo levemente adocicadas, apresentam textura e sabor razoaveis,
sdo totalmente soldveis em agua, ndo sdo viscosos, ndo se ligam a minerais, sdo
estaveis e mais faceis de serem incorporados em bebidas e alimentos processados.
Algumas publicag¢des relatam os efeitos anticancerigenos das bifidobactérias em
testes com pequenos animais. Estes efeitos anticanceres sdo devidos a0 aumento
na imunidade causada pelos componentes da parede celular e componentes

extracelulares das bifidobactérias.
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A dose efetiva diaria de frutooligossacarideo (forma pura) é de 3,0 g, sendo
a dose minima requerida de frutooligossacarideo para induzir diarréia, de 44g

para o homem e 49 g para mulher (SPIEGEL et alii, 1994).

Os frutooligossacarideos ndo sio metabolizados pela maioria da flora
microbiana oral, especialmente pelo Streptococcus mutans; nio sendo utilizados
como substrato para a producio de cido latico, resultando, portanto, em baixa
propriedade cariogénica (ZIESENITZ & SIEBERT, 1987; MODLER et alii,
1990b).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. EQUIPAMENTOS

Liofilizador Labconco Lyph.Lock 18 litros
Sonicador (Labsonic Systems)

Cromatégrafo liquido, modelo CG 480, acoplado a um detector refratométrico
IR-CG-410

Sistema de ultrafiltracdo em membrana, modelo TCF2A (Amicon Co.)
Balanga analitica Mettler H10

Balanga eletronica digital ACATEC BEC 1000

Medidor de pH Digimed DMPH-2

Centrifuga refrigerada Beckman, modelo J2-21

Espectrofotémetro Beckman, modelo DU-70

Incubadora com sistema de agitacdo série G 25 (New Brunswick Scientific
Ind. Co. Inc.)

Banhos de agua calibrados de 350C a 750C (Sarge).

Estufa calibrada a 1000C
Estufa bacteriolégica Fanem
Camara de fluxo laminar

Coletor de fragdes Foxy 200 - Isco.
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3.1.2. REAGENTES E MATERIAIS ESPECIFICOS

Actcares:
Glicose, Frutose, Sacarose, Glicerol e Eritritol (Merck ou Ecibra)

1-Kestose (GF9), Nistose (GF3), B-Frutofuranosil nistose (GFy), 6-Kestose
e Neokestose (Daiichi Chemical Co. Tokyo, Japan).

Meios de Cultura:

Sacarose-agar (20% sacarose; 1% extrato de levedura; e 2% agar).
Sacarose (10% sacarose; 0,5% extrato de levedura; 0,1% de uréia).

PDA (agar-batata-dextrose)

YM (0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte; 0,5% peptona; 1%

glicose e 2% Aagar).

Reagentes Quimicos:

Acido bérico, acetato de etila, alcool isopropilico, difenilamina, acetona,
anilina, acido ortofosférico a 85%, hidréxido de sédio, acido cloridrico,
cloreto de sédio, acido citrico, fosfato de sédio bibasico, glicina, borax, tris
(hidroximetil) aminometano, n-bromosuccinimida, arseniato, p-
cloromercuribenzoato, dietilditiocarbamato de sédio, cisteina, oxalato de
sédio, bissulfito de sodio, azida sédica, acido etilenodiaminotetracético, p-
hidroximercuribenzoato, iodo, cloreto mercurico, nitrato de prata, acetato
de chumbo, sulfato de manganés, sulfato férrico, cloreto de bario, cloreto
férrico, sulfato de zinco, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, cloreto
de cobalto, cloreto de calcio, cloreto de aluminio, iodoacetamida (Reagen,
Merck ou Ecibra)

Kit glicose-oxidase/peroxidase (CELM)
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Resinas:

DEAE-Sephadex A-50
CM-Sephadex C-50
Sephadex G-200

Outros Materiais:

Papel Whatman n.o 1 (46 x 57 cm)
Filtros Millipore 0,45 um
Membrana de ultrafiltra¢do Diaflo YM10 - Amicon

3.2. METODOS:

3.2.1. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS OSMOF{LICOS DE
AMOSTRAS DE VEGETALIS, SOLO E MEL

Amostras de solo, folhas, pélen de flores, caule de vegetais, favos de mel e
mel provenientes dos Estados do Amazonas, Maranhio, Bahia, Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso do Sul, Sio Paulo, Paran, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, foram coletadas em tubos de polietileno com capacidade para 1,8 ml,
contendo 1 ml de meio de enriquecimento constituido de 40% de sacarose e 1% de

extrato de levedura.

Utilizando-se metodologia descrita por HAJNY et alii (1960 e 1964),
transferiram-se as culturas contidas nos tubos de polietileno para frascos
Erlenmeyers de 50 ml, contendo 10 ml de meio de cultura, composto de 40% de
sacarose e 1% de extrato de levedura. Incubou-se em agitador rotatério a 200
r.p.m., 30°C por 72 horas. Posteriormente, inocularam-se as respectivas culturas
em placas de Petri contendo 20% de sacarose, 1% de extrato de levedura e 2% de

agar. Deixou-se em estufa a 30°C durante 3 dias. As colénias isoladas foram em
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seguida repicadas em agar inclinado de mesma composi¢do, incubadas a 30°C e

depois mantidas a 5°C.

3.2.2. SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
B-FRUTOFURANOSIDASE

Cada linhagem isolada, conforme item 3.2.1, foi inoculada em frasco
Erlenmeyer de 50 ml, contendo 10 m] de meio de cultura, constituido de 10% de
sacarose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de uréia. Incubou-se em agitador
rotatério a 200 r.p.m., 30°C, por 72 horas (PARK et alii, 1993). Apés esse periodo,
centrifugou-se 0 meio fermentado a 11.000 x g., 4°C por 10 minutos para obtencio
do sobrenadante e massa celular. Tanto o sobrenadante (enzima extracelular)
quanto a massa celular (enzima intracelular) foram analisados qualitativamente
para a produgdo de frutooligossacarideos, através da cromatografia descendente

em papel, de acordo com o item 3.2.5.1.

3.2.3. IDENTIFICACAO TAXONOMICA DAS LINHAGENS

PRODUTORAS DE B-FRUTOFURANOSIDASE COM
ATIVIDADE DE TRANSFERENCIA

As linhagens n.e° 7, 79, 372-1, 377-1, 379, 675-5, 771-1, 771-2 que
apresentaram alta atividade de transferéncia, foram cultivadas em placas de
Petri contendo agar-sacarose (20% de sacarose, 1% de extrato de levedura e 2%
de agar), agar batata dextrose e agar YM (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de
malte, 0,5% de peptona, 1% de glicose e 2% de agar) a 25°C. As coldnias isoladas

foram transferidas para tubos inclinados contendo os respectivos meios de
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cultura e os tubos incubados a 250C. A morfologia e coloragdo das colénias foram

observadas diariamente durante 10 dias (CHO et alii, 1990b).

A formagdo de esporos e conidios foj verificada apés cultura das linhagens
em meio liquido constituido de 10% de sacarose, 0,5% de extrato de levedura e

0,1% de uréia.

3.2.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE

O sobrenadante e a massa celular foram utilizados como fonte de enzima
extracelular e intracelular, respectivamente. Para extracdo da enzima
intracelular, a massa celular foj submetida a ultrasonicagdo a 150 watts durante
4 minutos e em seguida centrifugada a 11.000 x g a 4°C, durante 10 minutos,

sendo este sobrenadante utilizado como f-frutofuranosidase intracelular. A

atividade enzimética foi determinada incubando-se a 55°C por 60 minutos, 0,9 ml
de solugdo de sacarose 10% (p/v) dissolvida em tampio citrato-fosfato 0,1M, pH
55 e 0,1 ml da preparagao enzimitica. A reagdo enzimatica foj interrompida

através de fervura em agua por 10 minutos.

A concentragio de glicose foi determinada através do método da glicose-
oxidase/peroxidase (Kit CELM).

Uma unidade de atividade da B-frutofuranosidase (atividade de
transfrutosilagio) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
formagdo de 1 umol de glicose/minuto/ml (JUNG et alit, 1987 e 1989; PARK &
ALMEIDA, 1991).

Alternativamente, glicose, frutose e 1-kestose foram determinados através
de CLAE (item 3.2.5.2).
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Uma unidade de atividade hidrolitica da B-frutofuranosidase foi definida
como a quantidade de enzima que catalisa a formacdo de 1 umol de
frutose/minuto/ml (PARK & ALMEIDA, 1991).

3.2.5. DETERMINACAO DE ACUCARES

As analises qualitativa e quantitativa de aglcares foram realizadas através
da cromatografia em papel e da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

respectivamente.

3.2.5.1. CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Em papel Whatman n.°1 (46 x 14 cm), tratado previamente com solucdo de
acido bérico 0,25 M, foram aplicados, respectivamente, 1ul do sobrenadante e da
mistura de reacdo constituida da suspensdo celular de cada linhagem isolada e do
substrato sacarose, para verificagdo da producdo de frutooligossacarideos, tendo-
se como padrdes 1ul das solugdes de sacarose, frutose, glicose a 10% e 10ul da

solugdo 1% de 1-kestose, nistose e B-frutofuranosil nistose.

A cromatografia descendente em papel foi desenvolvida por 15 horas,
utilizando-se como sistema de solvente acetato de etila, 4lcool isopropilico e agua
na proporgao 6:3:1 (v/v). O cromatograma foi revelado com reagente difenilamina-

anilina-acido fosférico, seguido de aquecimento em estufa a 100°C (LUND &
WYATT, 1973).

Para determinagio de poliéis utilizou-se papel Whatman n.c 1 (46 cm x 14
cm), sem tratamento com acido bérico, onde foram aplicados 1 ul do sobrenadante

e do sistema de reagdo constituido da suspensdo celular de cada linhagem
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previamente isolada e do substrato sacarose, tendo-se como padrées 1 yl das
solugdes de sacarose, frutose, glicose a 10% e 10 ul das solugdes 1% de eritritol e
glicerol. O sistema de solvente utilizado foi acetato de etila-alcool isopropilico-
agua (6:3:1, v/v) durante 12 horas. Os aglcares foram detectados através de
revelagdo em solugdo de nitrato de prata saturada, NaOH 0,5 N alcoélico e
tiossulfato de sédio 10% (TREVELYAN et alii, 1950).

3.2.5.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EF ICIENCIA (CLAE)

A anilise quantitativa de agucares foi realizada através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HIDAKA et alii, 1988; JUNG et alit, 1989), em
cromatografo CG 480 C, acoplado a um detector refratométrico diferencial IR-CG-
410 e coluna shodex ionpak KS-802, nas seguintes condigdes: fluxo de 1 ml/min;
pressdo de 22 kg/cm?2 a temperatura de 500C, utilizando-se 4gua como eluente e
tendo-se como padrées: frutose, glicose, sacarose, 1-kestose, nistose, p-
frutofuranosil nistose, 6-kestose, neokestose. Amostras e padrdes antes de serem
injetados no cromatégrafo, foram filtrados em membrana millipore de éster de

celulose, com porosidade de 0,45 pm,

3.2.6. ESTUDO DA RELACAO ENTRE CRESCIMENTO
DO Aureobasidium sp 771-1, PRODUCAO DA
B-FRUTOFURANOSIDASE E ALTERACAO DO pH

DO MEIO EM FUNCAO DO TEMPO DE FERMENTACAO

Aliquota de 1 ml da suspensio homogénea (107/ml) da cultura de

Aureobasidium sp 771-1, isolada conforme itens 3.2.1 e 3.2.2. e que apresentou

52



maior atividade de transfrutosilacio em relagdo as oito linhagens selecionadas
foi inoculada em frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 10 ml de meio de cultura,
composto de 10% de sacarose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de uréia. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério a 200 r.p.m. a 30°C (PARK et alii,
1993).

Em intervalos regulares de tempo, durante um periodo de,
aproximadamente, 70 horas, foram retiradas amostras do meio fermentado para
determinagdo do pH, atividade da B-frutofuranosidase extracelular e intracelular

e crescimento da massa celular.

Para determinagio do crescimento celular e da atividade enzimitica, as
células precipitadas foram ressuspensas em agua deionizada e centrifugadas por
trés vezes a 11.000 x g, 4°C, durante 10 minutos, ajustando-se a quantidade de
dgua adicionada ao volume original do meio, sendo o crescimento celular
estimado pela medida da absorbancia da suspensdo celular a 660 nm (MALLETE,
1969). A atividade da B-frutofuranosidase no sobrenadante do meio (extracelular)

e na massa celular (intracelular) foi determinada de acordo com o item 3.2.4.

3.2.7. PREPARACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA A
PARTIR DE Aureobasidium sp 771-1

Um ml da suspensio celular da linhagem n.c 771-1 (107/ml) foi inoculada
em 80 frascos Erlenmeyer com capacidade para 250 ml, contendo 50 ml de meio
de cultura constituido de 10% de sacarose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de

uréia. Os Erlenmeyers foram incubados em agitador rotatério a 200 r.p.m.,
temperatura de 300C por 72 horas. Apés esse periodo, o meio foi centrifugado a

49C, 11.000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi dialisado em Agua
deionizada por 48 horas e em tampéo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5, sendo em

seguida concentrado através da ultrafiltragio em membrana de 10.000 Da.
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Posteriormente, foi liofilizado e utilizado como fonte extracelular de B-
frutofuranosidase bruta. A massa celular, correspondente a 131 g e proveniente
da fermentacdo de 3900 ml de meio, foi lavada 3 vezes em adgua deionizada,
centrifugada, resuspensa em 20 ml de tampdo citrato-fosfato, 0,1M, pH 55 e
submetida a ultrasonicacio a 150 watts durante 4 minutos. Em seguida foi
centrifugada a 4°C, 11.000 x g durante 10 minutos, sendo o sobrenadante

congelado e utilizado como fonte intracelular de enzima.

Escolheu-se para este experimento, a B-frutofuranosidase extracelular
como fonte de enzima, por haver apresentado maior atividade de

transfrutosilacio.

3.2.8. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DA
B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA DE Aureobasidium sp 771-1

O estudo das caracteristicas bioquimicas da B-frutofuranosidase bruta de
Aureobasidium sp 771-1 em relacdo ao seu pH, temperatura 6tima de atividade e
estabilidade foram realizados com o concentrado extracelular bruto da enzima

obtido de acordo com o item 3.2.7.

3.2.8.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA

Para o estudo do efeito do PH na atividade enzimatica da B-
frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1, o sistema de reacio foi constituido
de 0,1 ml da B-frutofuranosidase extracelular bruta, obtida de acordo com o item

3.2.7. € 0,9 ml de solugio de sacarose a 10% em diferentes tampdes. Foram
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usados os sistemas tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 2,6 a 7,0); tamp3o tris (pH
7,2 a 9,0); tampao acido bérico-borax 0,1 M (pH 8,7 a 9,2); tamp4o glicina-NaOH
0,1 M (pH 9,6 e 10). As misturas de reagdo foram incubadas a 55°C durante 60

minutos. A atividade enzimatica foi determinada conforme item 3.2.4.

3.2.8.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade enzimatica, a -
frutofuranosidase extracelular bruta de Aureobasidium sp 771-1 foi pré-incubada
em solugdes tampdo 0,1 M, em diferentes valores de pH (2,6 a 10), durante 3
horas a 55°C (HAYASHI et alii, 1992a,d,f; 1994a; CHANG et alii, 1994). Foram
utilizados os sistemas tampio citrato-fosfato 0,1M (pH 2,6 a 7,0); tampio tris
0,1M (pH 7,2 a 9,0); acido bdrico-borax 0,1M (pH 8,7 a 9,2) e glicina-NaOH 0,1M
(pH 9,6 e 10). A atividade residual foi determinada conforme item 3.2.4.

3.2.8.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica da B-
frutofuranosidase de Aureobasidium sp. 771-1, o sistema de reagdo foi constituido
de 0,1 ml da B-frutofuranosidase extracelular bruta, obtida conforme o item 3.2.7.
e 0,9 ml de solugdo de sacarose a 10% em tampdo citrato-fosfato 0,1M, pH 5,5. Os
tubos de ensaio, contendo a mistura da reagdo, foram incubados a 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70 e 75°C durante 1 hora, sendo a atividade enzimatica determinada

de acordo com o item 3.2.4.
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3.2.8.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade enzimatica da B-
frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1, aliquotas da B-frutofuranosidase
extracelular bruta, obtidas de acordo com item 3.2.7 ., foram colocadas em tubos
de ensaio com tampa e pré-incubados a 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C
durante 30 minutos (FUJITA et alii, 1990b e CHANG et alii, 1994). A atividade

residual foi determinada conforme item 3.2.4.

3.2.9. PURIFICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE
EXTRACELULAR DE Aureobasidium sp 771-1

A B-frutofuranocsidase extracelular bruta de Aureobasidium sp 771-1,
obtida conforme item 3.2.7., foi purificada através de cromatografia em colunas
de DEAE-Sepharose CL-6B e CM-Sepharose CL-6B.

3.2.9.1. PREPARACAO DA ENZIMA EXTRACELULAR

Para a purificagdo da B-frutofuranosidase extracelular de Aureobasidium
sp 771-1, uma amostra de 3900 ml de sobrenadante do meio foi concentrada para

obtengdo de 200 ml da preparacio bruta, de acordo com a metodologia descrita no
item 3.2.7.
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3.2.9.2. PURIFICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE DE
Aureobasidium sp 771-1, ATRAVES DE CROMATOGRAFIA
EM COLUNA DE DEAE-SEPHAROSE CL-6B

A resina DEAE-Sepharose-CL-6B foi equilibrada em tampio citrato-fosfato
0,05 M, pH 5,5 e empacotada em coluna de 40 cm de comprimento por 2,5 cm de

didmetro.

O concentrado enzimatico, obtido de acordo com o item 3.2.9.1., foi aplicado
a coluna de DEAE-Sepharose CL-6B, sendo coletadas fragdes de 5 ml a cada 30
minutos. Em seguida, a coluna foi eluida com gradiente linear de NaCl, nas

concentragdes de 0,1 a 1 M no tampio de equilibrio.

O curso de elui¢do das proteinas foi acompanhado através da medida da
absorbancia a 280 nm (WARBURG & CHRISTIAN, 1941), seguido da
determinagdo da atividade da B-frutofuranosidase, de acordo com o item 3.2.4,

nas fragdes que apresentaram picos de absorbancia nesse comprimento de onda.

As fragdes de n.o 15 a 29, contendo maior atividade enzimatica, foram
reunidas, concentradas através de ultrafiltra¢do e submetidas a didlise contra
agua deionizada durante 24 horas, sendo, em seguida, equilibradas com tampao
citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5. A concentragao de proteinas foi determinada pela
metodologia de LOWRY et alii (1951) e a atividade da B-frutofuranosidase,
conforme item 3.2.4. A preparagio da B-frutofuranosidase obtida foi purificada

em coluna de CM-Sepharose CL-6B como descrito a seguir.
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3.2.9.3. PURIFICACAO DA B-FRUTOF URANOSIDASE
EXTRACELULAR DE Aureobasidium sp. 771-1, ATRAVES DE
CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE CM-SEPHAROSE CL-6B

Uma amostra de 120 ml de B-frutofuranosidase contendo 6205 unidades de
atividade, obtida de acordo com o item 3.2.9.2, foi aplicada em coluna de CM-
Sepharose CL-6B, de 40 cm de comprimento por 2,5 cm de didmetro, equilibrada
com tampdéo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5. Frages de 5 ml foram coletadas a
cada 30 minutos. A coluna foi posteriormente eluida em gradiente linear de NaCl

de 0,1 a 1M no tampao de equilibrio.

A eluigdo das proteinas foi monitorada espectrometricamente, através da
absorbancia a 280 nm (WARBURG & CHRISTIAN, 1941) e a atividade da -
frutofuranosidase foi determinada conforme item 3.2.4, nas fragées que

apresentaram picos de absorbéncia nesse comprimento de onda.

As fragdes n.° 12 a 26, eluidas da coluna e com maior atividade enzimatica,
foram concentradas e dialisadas contra agua deionizada por 24 horas, sendo,
posteriormente, equilibradas em tampdo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5. Em
seguida, foram determinados o teor de proteina pelo método de LOWRY et alii

(1951) e a atividade da B-frutofuranosidase (item 3.2.4).

3.2.9.4. OBTENCAO DA ENZIMA PURIFICADA

O eluato obtido conforme item 3.2.9.3., correspondente a um volume de 90
ml, foi concentrado por ultrafiltragdo em membrana de 10.000 daltons a um

volume final de 5 ml, sendo posteriormente liofilizado.
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3.2.10. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

O estudo das caracteristicas bioquimicas da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1 com relagdo ao seu pH,
temperatura Gtima de atividade, pH, temperatura de estabilidade, peso
molecular, efeito de ions metalicos e inibidores na atividade enzimatica e
determinacdo dos parametros cinéticos de Km e Vmax, foi realizado com o

concentrado enzimatico purificado, contendo 19,2 unidades de atividade/ml.

3.2.10.1. DETERMINACAO DO pH OTIMO DE ATIVIDADE DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

Para o estudo do efeito do PH na atividade da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 07, o sistema de reagdo foi
constituido de 0,1 ml da B-frutofuranosidase extracelular purificada, obtida de
acordo com o item 3.2.9.4 ¢ 0,9 ml da solugdo de sacarose 10%, em tampa&o citrato-
fosfato 0,1 M na faixa de pH 2,6 a 10. Foram usados os sistemas tampao citrato-
fosfato 0,1M (pH 2,6 a 7,0); tamp3o tris 0,1M (pH 7,2 a 9,0): tampao acido bérico-
borax 0,1M (pH 8,7 a 9,2); tampao glicina-NaOH 0,1M (pH 9,6 e 10). Os tubos de
ensaio, contendo as misturas de reagdo, foram incubados a 55°C, durante 60

minutos. A atividade enzimética foi determinada conforme item 3.2.4.
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3.2.10.2. DETERMINACAO DO pH DE ESTABILIDADE DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

Para o estudo da influéncia do PH na estabilidade da enzima, tubos de
ensaio com tampa, contendo 19,2 unidades/ml da B-frutofuranosidase purificada,
foram pré-incubados em diferentes solugdes tampio 0,1 M (pH 2,6 a 10), a 55°C
durante 3 horas (HAYASHI et alii, 1991¢; 1992a,d,f: 1994a; CHANG et alii,
1994). Foram utilizados os sistemas tampao citrato-fosfato (pH 2,6 a 7,0); tampao
tris (pH 7,2 a 9,0); 4cido bérico-borax (pH 8,7 2 9,2) e glicina-NaOH (pH 9,6 e 10).

A atividade residual foi determinada conforme item 3.2 4.

3.2.10.3. DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE

ATIVIDADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1, o sistema de reacdo foi
constituido de 0,1 ml da B-frutofuranosidase extracelular purificada, obtida de

acordo com o item 3.2.9.4. ¢ 0,9 ml da solugdo de sacarose 10% em tampado citrato-
fosfato 0,1 M pH 5,5.

Os tubos de ensaio contendo a mistura de reagdo foram incubados a 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C durante 1 hora, sendo a atividade enzimatica

determinada de acordo com o item 3.2.4.
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3.2.10.4. DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE

ESTABILIDADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1

Para o estudo do efeito da temperatura na estabilidade da B-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp 77 1-1, aliquotas
contendo 19,2 unidades/ml da enzima em tampdo citrato-fosfato 0,1M, pH 5,5,
obtida de acordo com o item 3.2.9.4,, foram colocadas em tubos de ensaio com
tampa e pré-incubados a 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75°C durante 30 minutos
(FUJITA et alii, 1990a, b; CHANG et alit, 1994).

A atividade residual da B-frutofuranosidase foi determinada de acordo com

a metodologia descrita no item 3.2.4.

3.2.10.5. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp. 771-1

A enzima purificada teve seu peso molecular estimado por filtragdo em
coluna de gel Sephadex G-200, de acordo com a metodologia de ANDREWS
(1965), utilizando-se as seguintes proteinas como padrées: pepsina, albumina de
soro bovino, imunoglobulina, catalase e ferritina de pesos moleculares de 34.700,
66.000, 150.000, 240.000 e 450.000, respectivamente.

Os padres, juntamente com a enzima purificada, foram aplicados e
percolados em coluna Sephadex G-200 (70 ¢cm x 2,5 cm) equilibrada previamente
com tampéo citrato-fosfato 0,05 M, pH 7,0, contendo 0,1 M KCL.
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3.2.10.6. EFEITO DE [ONS METALICOS E DE INIBIDORES NA
ATIVIDADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE PURIFICADA

Foi testado o efeito de ions metalicos (Hg?*; K*; I; Mg2+; Ca2+; Als+ Fe2+,
Mn?+; Zn?*; Co2*; Cu2+; Ag*; Pb2*, Ba2+*) e outras substancias quimicas (arseniato,
anilina, dietilditiocarbamato de sédio, cisteina, oxalato de sédio, bissulfito de
sodio, azida sédica, p-hidroximercuribenzoato, N-bromosuccinimida; EDTA, p-
cloromercuribenzoato, iodoacetamida e B-mercaptoetanol) na atividade

enzimtica da B-frutofuranosidase purificada.

Sistemas de reacdio constituidos de B-frutofuranosidase purificada, obtida
conforme item 3.2.9.4, e solugdes de ions e reagentes quimicos nas concentragdes
de 1 e 10 mM, foram incubados a 55°C, durante 30 minutos (FUJITA et alit,
1990b; LEE et alli, 1992: DUAN et alit, 1993). A atividade residual foi

determinada de acordo com o item 3.2.4.

3.2.10.7. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS: K, E V.,

O efeito da concentra¢do de sacarose (0,1 a 1M), na atividade da -
frutofuranosidase purificada, foi investigado a 55°C, pH 5,5, conforme item 3.2.4.
Os valores de Km e Vmax foram determinados utilizando-se o grafico de
Lineweaver-Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934).
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3.2.11. APLICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE
EXTRACELULAR PURIFICADA NA PRODUCAO DE
FRUTOOLIGOSSACARIDEOS (F 0OS)

A produgdo de frutooligossacarideos foi testada a partir de solugdes 30% e
50% de sacarose. O sistema de reagdo constituido de cerca de 100 unidades de B-
frutofuranosidase extracelular purificada e solugdo 30% ou 50% de sacarose em
tampdao citrato fosfato 0,1 M, pH 5,5, perfazendo um volume final de 100 ml, foi
incubado a 55°C durante 24 horas, sob agitacdo de 200 rpm. Amostras da mistura
enzima/substrato foram retiradas em intervalos regulares de tempo. O curso da
reagao enzimatica foi monitorado através da analise dos acucares produzidos por
CLAE (HIDAKA et alii, 1988; HIRAYAMA et alii, 1989; FUJITA et alii, 1990a;
YUN et alii, 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foram isoladas 1752 linhagens de microrganismos, principalmente
leveduras osmofilicas, produtoras de enzimas que transformam a sacarose em
outros aglcares de interesse industrial, conforme metodologia descrita nos itens
3.2.1e3.22.

Deste total, 800 linhagens eram provenientes de pélen de flores, 675 de

favos de mel e 277 do solo, folhas e caule de vegetais.

4.2. SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
B-FRUTOFURANOSIDASE

Dentre as 1752 linhagens de microrganismos isolados, observou-se a
predominancia de leveduras osmofilicas, tendo-se verificado que 52 linhagens
apresentaram f-frutofuranosidase com atividade de transferéncia, convertendo a
sacarose a frutooligossacarideos, tais como: 1-kestose, nistose, e frutofuranosil
nistose, 409 linhagens produziram B-frutofuranosidase com atividade hidrolitica,
ou seja, clivaram a sacarose em glicose e frutose e, finalmente, 54 linhagens

converteram a sacarose a poliéis e outros agucares, conforme demonstra a Tabela 1.

Dentre as 52 linhagens que produziram B-frutofuranosidase com atividade
de transferéncia, 8 produziram B-frutofuranosidase  extracelular e
intracelularmente, convertendo a sacarose a frutooligossacarideos, como ilustra a
Tabela 2. As 44 linhagens restantes eram B-frutofuranosidases ligadas a célula.
As linhagens 771-1, 771-2, 372-1, e 7, isoladas de pélen de flores, produziram

altos teores de B-frutofuranosidase extracelular.
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As linhagens 771-1, 771-2, 372-1, e 7, isoladas de polen de flores, produziram

altos teores de B-frutofuranosidase extracelular.

A linhagem n.° 79 foi a Gnica levedura isolada da folha de uma arvore
frutifera do Amazonas, Anona densicoma, que, também, era produtora de B-
frutofuranosidase extracelular e intracelular (OLIVEIRA & PARK, 1995), quando

comparadas as demais linhagens que foram obtidas do pélen de flores.

A linhagem n.° 771-1 produziu altos teores de B-frutofuranosidase
extracelular e intracelular, 3,7 e 2,0 unidades, respectivamente, como demonstra
a Tabela 2, tendo apresentado maior atividade de transferéncia de grupos frutosil
que de hidrdlise (Tabela 3) e maior producéo de frutooligossacarideos a partir da
sacarose dentre as oito linhagens selecionadas, conforme ilustra a Figura 1,
através de cromatografia descendente em papel, tendo sido, portanto, escolhida

para ser estudada neste experimento, quanto s suas caracteristicas enzimaticas.

Tabela 1 - Transformacio de sacarose a outros acucares pelos
microrganismos isolados

Total de
microrganismos que
transformaram a
sacarose

Produtos Obtidos Poélen | Mel | Folha

Frutooligossacarideos:
1-kestose + nistose + 40 11 1 52
1F-B-frutofuranosil nistose

Glicose + Frutose 186 223 - 409
Polibis 10 33 - 43
Outros A¢acares Nio 10 1 - 11
Identificados
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Tabela 2 - Producio da enzima B-frutofuranosidase
a partir dos microrganismos isolados

Linhagens | Atividade da p-frutofuranosidase Fontes de obtenciao
(Unidades)
Extracelular Intracelular Mel | Folha | Pélen

379 0,4 0,2 X
377-1 0,4 0,8 x
675-5 0,8 0,04 X
79 1,0 1,0 X X
7 1,6 0,7 X
372-1 2,0 1,1 X
771-2 3,6 1,1 X
771-1 3,7 2,0 X

Tabela 3 - Atividade de transferéncia e de hidrolise das
B-frutofuranosidases extracelulares de microrganismos isolados

Linhagens Atividade de transferéncia Atividade hidrolitica
(Unidades) (Unidades)

379 0,4 0,19
377-1 0,4 0,16
675-5 0,8 0,13
79 1,0 0,07

7 1,6 0,09
372-1 2,0 0,04
771-2 3,6 0,06
771-1 3,7 0,05
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|E—>Glicuse

F—-Frutose
S—>Sacarose
GF:—>1-Kestose

GFy—Nistose

GF—Frutofuranosil nistose

Enzima Extracelular Enzima Intracelular

Figura 1: Transformacgao da sacarose a frutooligossacarideos por
B-frutofuranosidase extracelular e intracelular de Aureobasidium

sp 771-1
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4.3. IDENTIFICACAO TAXONOMICA DA LINHAGEM N.° 7711
PRODUTORA DE B-FRUTOFURANOSIDASE COM ATIVIDADE
DE TRANSFERENCIA

A linhagem n.c 7 71-1, produtora de B-frutofuranosidase com alta atividade

de transferéncia, foi isolada do pélen de flores da Bahia.

decorrer da incubag¢do em meios de agar-sacarose, YM e PDA. As Figuras 2, 3¢ 4
ilustram que nos trés primeiros dias de incubag¢do as colénias apresentaram-se
esbranquigadas, passando a rosada, apés 5 a 7 dias e, finalmente, coloragdo preta,

aplés uma semana de incubagio.

A morfologia celular da linhagem n.o 771-1 fo; observada apés cultivo em
meio YM a 25¢C, seguida de observagdo em lamina no microscépio 6tico (450 e

1000 x) como mostram as Figuras 5, 6, 7 e 8.

A Figura 5 demonstra que nos primeiros trés dias de incubagdo, as colénias
apresentaram-se na forma de micélio. Apés 5 dias, houve 3 formagdo de
artrosporos como mostra g Figura 6. Com 10 dias de incubagio, a maior parte das

células passou para o estado de levedura, como ilustra a Figura 7.

Por outro lado, observou-se que, apds trés dias de incuba¢do em meio
liquido constituido de 10% de sacarose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de
uréia, ocorreu g preseng¢a de clamidosporos, radulosporos, blastoporos,

endosporos e artroconidios, como demonstra a Figura 8.

Com base nesses resultados, a linhagem 771-1 foi identificada como
Aureobasidium sp. (De Bary), de acordo com a descri¢io de COOKE (1962).
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Figura 2: Cultivo de Aureobasidium sp 771-1 em meio YM a 25°C
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Figura 3: Cultivo de Aureobasidium sp 771-1 em meio agar-
sacarose a 25°C



Figura 4: Cultivo de Aureobasidium sp 771-1 em meio PDA a 25°C
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Figura 5: Caracteristicas morfolégicas do Aureobasidium sp 771-
1, cultivado em meio YM - 3 dias de incubacdo (450 X)

Figura 6: Caracteristicas morfolégicas do Aureobasidium sp 771-
1, cultivado em meio YM - 5 dias de incubagéo (1000 X)
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Figura 7: Caracteristicas morfolégicas do Aureobasidium sp 771-
1, cultivado em meio YM - 10 dias de incubacao (1000 X)

Figura 8: Caracteristicas morfolégicas da linhagem de
Aureobasidium sp 771-1, ap6s cultivo em meio liquido constituido
de 10% sacarose, 0,5% extrato de levedura e 0,1% uréia
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4.4. RELACAO ENTRE CRESCIMENTO CELULAR DO
Aureobasidium sp 771-1, PRODUCAO DE

B-FRUTOFURANOSIDASE E ALTERACAO DO pH DO MEIO
DURANTE A FERMENTACAO

O estudo da relagio entre crescimento celular, produgio de B-
frutofuranosidase e alteragéo do pH do meio, em fungdo do tempo de fermentagio,

pela linhagem Aureobasidium sp 771-1, foi realizada de acordo com o item 3.2.6.

A Figura 9 ilustra esses resultados. Verificou-se que o crescimento
microbiano do Aureobasidium sp 771-1, bem como a atividade extra e intracelular
da B-frutofuranosidase, aumentaram quase linearmente com o tempo, havendo
maior producdo de B-frutofuranosidase extracelular do que intracelular,
atingindo atividades maximas de 9,0 e 4,0 unidades/ml de meio de cultura,
respectivamente, com 70 horas de fermentagio. HAYASHI et alii (1990)
relataram que o crescimento celular e a atividade total de transfrutosilacdo do
Aureobasidium sp ATCC 20524, alcangaram seu &pice no terceiro dia de
fermentagdo a 30°C, sob agitagdio, e que a atividade de transferéncia de grupos
frutosila intracelularmente foi maior no inicio da fermentagdo, seguido de um
aumento da atividade enzimética extracelular, apés o primeiro dia. YUN et alii
(1990), também, observaram uma elevagdo na atividade da frutosiltransferase
intracelular, bem como da concentragdo celular de Aureobasidium pullulans
KFCC 10245, em relagdo ao tempo de fermentagdo, por um periodo de 36 horas
em fermentador piloto de 70 litros a 28°C, a 400 rpm. CHO et alii (1990a)
demonstraram que a concentragdo de células de Aureobasidium pullulans foi
crescente até o sétimo dia de incubagdo a 30°C, sob agitacdo, havendo um lento
decréscimo apds esse periodo. A atividade extracelular da enzima
frutosiltransferase aumentou durante 10 dias de fermentacgdo, tendo-se verificado
uma similaridade entre as curvas de crescimento celular e de atividade
extracelular. A atividade intracelular da frutosiltransferanse foi elevada até o

sétimo dia de incubagdo. As atividades extra e intracelular da frutosiltrasnferase
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foram quase idénticas até o terceiro dia, havendo um aumento constante da
atividade extracelular até o décimo dia, ao contrario da atividade intracelular que
sofreu uma reducdo apés o sétimo dia, tendo os referidos autores especulado
sobre uma correlacdo entre crescimento celular e atividade enzimatica e que a
frutosiltransferase  extracelular era proveniente da frutosiltransferase

intracelular.

A Figura 9, também, ilustra um decréscimo no pH do meio que variou de
7.7 a 4,4. Segundo CPC INTERNATIONAL INC. (1982); CHO et alii (1990b) e
HAYASHI et alii (1991d), hé variagdo no pH do meio em fungdo da composigao,
da concentracio dos reagentes quimicos que fazem parte de sua formulagao e do
tempo de fermentagdo, considerando-se o inéculo de Aureobasidium. Nos meios
de cultura propostos pelos autores citados, o pH variou, respectivamente, de 6,8 a

4,0 ap6s 32,5 h; de 8 a 6, ap6s 120 h e 7,5 a 6,5 apos 10 dias de fermentacgao.

8

*
*
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pH
F-9
L 2
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Tempo de Fermentagao (h)

Crescimento Celular (Absorbancia a 660 nm)
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& Beta-Frutofuranosidase extracelular -# Beta-Frutofuranosidase Intracelular  # Crescimento Celular  4-pH

Fig. 9 - Estudo da relagdo entre tempo de fermentagao, alteracgao
do pH do meio de cultura, crescimento celular e produgao da (-
frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1
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4.5. CARACTERIZACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE BRUTA
DE Aureobasidium sp 771-1

4.5.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE
EXTRACELULAR BRUTA DE Aureobasidium sp 771-1

O efeito do pH na atividade da B-frutofuranosidase extracelular bruta, foi
determinado de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.8.1. A Figura 10
mostra que a enzima apresentou maior atividade no pH 5,3, em tampao citrato-
fosfato 0,1M. Estudos conduzidos por JUNG et alii (1989) e HAYASHI et alii
(1990), utilizando frutosiltransferase extracelular n#o purificada de
Aureobasidium pullulans KFCC 10245 e B-frutofuranosidase intracelular bruta
de Aureobasidium sp ATCC 20524, respectivamente, demonstraram que o pH
0timo de atividade estava na faixa de 5,0 a 6,0; similar, também, a B-
frutofuranosidase bruta de Aspergillus japonicus cujo pH 6timo estava entre 5,0 a
5,5 (HAYASHI et alit, 1992b).
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Figura 10: Efeito do pH na atividade da B-frutofuranosidase
extracelular bruta de Aureobasidium sp 771-1

4.5.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR BRUTA DE
Aureobasidium sp 771-1

O efeito do pH na estabilidade da B-frutofuranosidase extracelular bruta,
foi determinado conforme método descrito no item 3.2.8.2. A Figura 11 indica que
a enzima foi estdvel entre pH 5,0 a 6,0, retendo cerca de 90% da sua atividade
ap6s 3 horas de incubacio a 55°C, estando de acordo com os dados obtidos por
HAYASHI et alii (1990) para a P-frutofuranosidase intracelular bruta de
Aureobasidium sp ATCC 20524. HAYASHI et alii (1992b) demonstraram que a -
frutofuranosidase ndo purificada de Aspergillus Japonicus foi estavel em pH 4 a

9, retendo 90% de sua atividade, apés 15 minutos, nessa faixa de pH.
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Figura 11: Efeito do pH na estabilidade da B-frutofuranosidase
extracelular bruta de Aureobasidium sp 771-1

4.5.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR BRUTA
DE Aureobasidium sp 771-1

O efeito da temperatura na atividade da pB-frutofuranosidase foi
determinado de acordo com a metodologia constante no item 3.2.8.3. A Figura 12
ilustra que essa enzima apresentou atividade 6tima a 55°C, idéntica, portanto, a
frutosiltransferase extracelular bruta de Aureobasidium pullulans KFCC 10245,
descrita por JUNG et alii (1989). A B-frutofuranosidase intracelular nio
purificada de Aureobasidium sp ATCC 20524 descrita por HAYASHI et alii
(1990), apresentou atividade 6tima a 50°C.
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Figura 12: Efeito da temperatura na atividade da p-frutofuranosidase
extracelular bruta de Aureobasidium sp 771-1

4.5.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR BRUTA
DE Aureobasidium sp 771-1

O efeito da temperatura na estabilidade da pB-frutofuranosidase
extracelular bruta foi determinado de acordo com o método descrito no item
3.2.8.4. A Figura 13 ilustra que a enzima foi estavel nas temperaturas de 35 a
500C. O tratamento térmico da B-frutofuranosidase a 55, 60 e 65°C, durante 30
minutos, resultou em 7, 78 e 92% de inativacdo, respectivamente, sendo
totalmente inativada a 70°C. B-frutofuranosidases nao purificadas de
Aureobasidium sp ATCC 20524 e Aspergillus japonicus, citadas por HAYASHI et
alii (1990 e 1992b), respectivamente, mostraram-se estaveis apds tratamento
térmico de 15 minutos, em temperaturas inferiores a 50°C, mantendo cerca de

86% da atividade a 60°C, mas sendo completamente inativadas a 70°C.
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Figura 13: Efeito da temperatura na estabilidade da pB-
frutofuranosidase extracelular bruta de Aureobasidium sp T71-1

4.6. PRODUCAO E PURIFICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE
DE Aureobasidium sp 771-1

A produgdo e purificagao da P-frutofuranosidase extracelular de
Aureobasidium sp 771-1 foram realizadas de acordo com a metodologia descrita
nos itens 3.2.7. e 3.2.9. O fluxograma de producgdo e purificagéo da referida

enzima é ilustrado na Figura 14.
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Fermentagdo em frasco agitado (200 r.p.m, 72 horas a 30°C)
1

Centrifugacdo (11.000 x g, 10 minutos a 5°C)
g

Sobrenadante

2

Concentracdo por ultrafiltragio em membrana de 10.000 Da

2

Dialise em agua destilada a 5°C

)

Fracionamento em coluna de DEAE-Sepharose CL-6B
2

Fracionamento em coluna CM-Sepharose CL-6B

)

B-Frutofuranosidase extracelular purificada

Figura 14: Fluxograma de produgdo e purificagdo da B-
frutofuranosidase extracelular de Aureobasidium sp 771-1

Verificou-se no perfil cromatografico das colunas de DEAE e CM Sepharose

CL-B6, apresentado nas Figuras 15 e 16, respectivamente, que praticamente toda

a enzima foi eluida com o tampdo, mostrando que a B-frutofuranosidase nao foi

retida por ambas as resinas .
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Figura 15: Cromatografia da B-frutofuranosidase extracelular de
Aureobasidium sp. 771-1 em coluna de DEAE-Sepharose CL-6B
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Fig. 16: Cromatografia da B-frutofuranosidase extracelular de
Aureobasidium sp. 771-1 em coluna de CM-Sepharose CL-6B
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A Tabela 4 apresenta o sumario dos processos utilizados na purificagio da -

frutofuranosidase.

Tabela 4 - Purificagio da
B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp. 771-1

Et Volume | Atividade |Proteina Atividade Recu- Purifi-
apas (ml) Total Total | Especifica peraciao cacao
(Unidades) (mg) (Unid./mg (%)
prot.)

Sobrenadante 3900 14430 1603 9,0 100 1
fermentado
Concentracio por
ultrafiltracio em | 200 11544 320 36 80 4
membrana
Cromatografia
em coluna DEAE.- 120 6205 34,5 180 43 20
Sepharose CL-6B
Cromatografia
em coluna CM- 90 1730 6,5 266 12 29,5
Sepharose CL-6B

A B-frutofuranosidase foi purificada 20 vezes, apés cromatografia em

coluna de DEAE-Sepharose CL-6B, com 43%

especifica de 180 unidades/mg proteina.

de recuperagio e atividade

A cromatografia em coluna CM-Sephadex C-50, correspondente a Gltima

etapa de purificagdo, resultou em um aumento de

especifica da B-frutofuranosidase, equivalente a

recuperagao de 12% em relagéo ao extrato bruto da enzima.
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4.7. CARACTERIZACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE
EXTRACELULAR PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1

As caracteristicas bioquimicas da B-frutofuranosidase extracelular

purificada de Aureobasidium sp 771-1, foram determinadas como descrito no item
3.2.10.

4.7.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA
B-FRUTOFURAN OSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

O efeito do pH, na atividade enzimética, foi testado conforme item 3.2.10.1.
A Figura 17 demonstra que a B-frutofuranosidase extracelular purificada de

Aureobasidium sp 771-1, apresenta atividade 6tima em pH 5,5.
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Figura 17: Efeito do pH na atividade enzimatica da B-

frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp
771-1

HAYASHI et alii (1992¢) verificaram que © pH otimo da B-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp ATCC 20524 era
de 5,0-5,5. Estudos conduzidos por HIRAYAMA et alii (1989) e PARK &
ALMEIDA (1991), com B-frutofuranosidases extracelulares purificadas de A.
niger ATCC 20611 e Aspergillus niger, mostraram que as enzimas apresentaram

atividade 6tima em pH50a60e 5,5 a 6,5, respectivamente.

HAYASHI et alii (1992c) e CHANG et alii (1994) relataram que a PB-
frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus japonicus MU-2 e a B-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aspergillus oryzae ATCC 76080
apresentaram atividade otima na faixa de pH 55 a 60 e 50 a 6,0,

respectivamente.
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4.7.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA
B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1.

O estudo do efeito do pH na estabilidade da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1, foi descrito no item 3.2.10.2,
A Figura 18 ilustra que a enzima apresenta estabilidade na faixa de 4,5 a 6,0,
mantendo cerca de 90% de sua atividade nessa faixa de pH, apés 3 horas de

incubagio a 55°C,

HAYASHI et alii (1991¢; 1992¢): LEE et alii (1992) relataram que a f3-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp ATCC 20524 e
frutosiltransferase intracelular purificada de Aureobasidium  pullulans
apresentaram, respectivamente, estabilidade na faixa de 4 a 9, com retencgao de
90% de sua atividade, apés incubagdo de 3 horas, e PH de estabilidade de 2.5 g

12, apés 48 horas de incubagdo a 4°C,

k
pury
(=]

8

AtividadeRelativa (%)
8 8 3 8 8 3 2 8

pH

Figura 18: Efeito do pH na estabilidade da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1
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Segundo HIRAYAMA et alii (1989) e PARK & ALMEIDA (1991), as B-
frutofuranosidases extracelulares purificadas de A. niger ATCC 20611 e
Aspergillus niger apresentaram, respectivamente, pH de estabilidade de 4,5 a

10,0 (30 minutos de incubagio) a 40°C e pH de 5,5 a 6,5.

Com relagdo as B-frutofuranosidases extracelulares purificadas de
Arthrobacter sp. K-1 e Aspergillus oryzae ATCC 76080, FUJITA et alit (1990b) e
CHANG et alii (1994) detectaram, respectivamente, pH de estabilidade entre 5,5
a 10,0 (2 horas de incubagdo) a 40°C e 5 a 8 (30 minutos de incubacgdo) a

temperatura ambiente.

HAYASHI et alii (1992¢) e DUAN et alii (1993) demonstraram que as B-
frutofuranosidases intracelulares purificadas de Aspergillus japonicus MU-2 e
Aspergillus japonicus TIT-KJ1, foram estaveis em pH 4 a 9 (3 h de incubagdo) e
7,0 a 8,5 (2 h de incubagdo) a 37°C, respectivamente.

A partir dos dados obtidos nesse experimento e citados na literatura,
verifica-se que ha grande variabilidade quanto a estabilidade do pH das B-
frutofuranosidases, que estdo relacionados a linhagem microbiana e as condi¢ées

testadas.

4.7.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1.

A influéncia da temperatura na atividade da B-frutofuranosidase

extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1, foi estudada medindo-se sua
atividade nas temperaturas de 35 a 75°C, conforme metodologia descrita no item

3.2.10.3. A Figura 19 demonstra que a atividade enzimatica foi maxima a 55°C.
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Figura 19: Efeito da temperatura na atividade da PB-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp
771-1

Segundo HAYASHI et alii (1991c e 1992e), a B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp. ATCC 20524 apresentou

temperatura 6tima de atividade na faixa de 50-55°C.

As B-frutofuranosidases extracelulares purificadas de Aspergillus niger e

A. niger ATCC 20611, descritas por HIRAYAMA (1989) e PARK & ALMEIDA

(1991) mostraram, respectivamente, atividade 6tima a temperatura de 50 a 60°C

e 55°C.

FUJITA et alii (1990b) relataram que a temperatura 6tima de atividade

para B-frutofuranosidase extracelular purificada de Arthrobacter sp. K-1 era de

55°C.
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4.7.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DA

B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

O estudo referente a influéncia da temperatura na estabilidade da B-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1, foi

realizado de acordo com as condi¢es descritas no item 3.2.10.4. A B-
frutofuranosidase mostrou-se estavel apds tratamento térmico a 50°C, durante
30 minutos. A 550C observou-se uma perda de 6% em sua estabilidade. Apés
tratamento térmico a 60 e 65°C, durante 30 minutos, verificou-se 78 e 89% de

inativagdo enzimatica, respectivamente, com uma perda total da atividade a

70°C, conforme demonstra a Figura 20.

Segundo HAYASHI et alit (1991c 1992¢) e LEE et alii (1992), a B-
frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp ATCC 20524 e
frutosiltransferase intracelular purificada de Aureobasidium pullulans
apresentaram-se estdveis, apds tratamento térmico durante 15 minutos, em
temperaturas inferiores a 50 e 55°C, respectivamente, sendo completamente

inativadas na temperatura de 70°C.

HIRAYAMA et alit (1989) afirmaram que a pB-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aspergillus niger ATCC 20611 manteve 81% de sua
atividade em temperaturas inferiores a 50°C, apés 30 minutos de incubagio,
enquanto CHANG et alii (1994) constataram que a p-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aspergillus oryzae ATCC 76080 reteve 82% de sua
atividade original em temperaturas inferiores a 50°C, depois de 30 minutos de
incubagdo, ao contririo da B-frutofuranosidase extracelular purificada de
Arthrobacter sp. K-1, que permaneceu estiavel em temperaturas inferiores a 45°C,

mantendo cerca de 72% de sua atividade original, durante incubagio a 60°C
(FUJITA et alii, 1990b).
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HAYASHI et alu (1992¢) observaram que a B-frutofuranosidase

intracelular purificada de Aspergillus japonicus MU-2 foi estavel a 50 - 60°C,

retendo 94% de sua atividade maxima, apds 15 minutos de incubagdo nessas

temperaturas; contudo a 70°C, houve uma redugdo de 33% na atividade maxima,
enquanto DUAN et alii (1993) relataram que a B-frutofuranosidase intracelular

de Aspergillus japonicus TIT-KJ1 permaneceu estavel em temperaturas

inferiores a 56°C, apds 20 minutos de incubacao.
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Figura 20: Efeito da temperatura na estabilidade da -

frutofuranosidase extracelular purificada de Auwreobasidium sp
771-1

4.7.5. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA
B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1.

O peso molecular da B-frutofuranosidase purificada de Aureobasidium sp
771-1 foi estimado em 200.000 daltons através da filtragdo em gel Sephadex G-

200, conforme metodologia descrita no item 3.2.10.5,

A Figura 21 mostra a relagdo entre o volume de eluigdo e o peso molecular

das proteinas em coluna de Sephadex G-200.
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Figura 21: Relagdo entre o volume de elui¢ao e o peso molecular
das proteinas na coluna Sephadex G-200

LEE et alii (1991 e 1992) relataram que os pesos moleculares da frutosil-
transferase extracelular e intracelular de Aureobasidium pullulans C-23 foram,
respectivamente, 170.000 e 190.000 daltons, cujos valores foram semelhantes ao
peso molecular de 200.000 para a enzima de Aureobasidium sp T71-1,

caracterizada nesse experimento.

HAYASHI et alii (1991c e 1992¢) constataram que os pesos moleculares
das PB-frutofuranosidases intracelulares e extracelulares purificadas de
Aureobasidium sp ATCC 20524, determinados através de filtracdo em gel
Sephadex G-200, foram 318.000 (P-1) e 346.000 (P-2), para as enzimas
intracelulares e 304.000 (E-1), 315.000 (E-2) para as extracelulares. Estes valores
sdo similares ao da B-frutofuranosidase intracelular de Aspergillus niger ATCC
20611, descritos por HIRAYAMA et alii (1989), que apresentou peso molecular de
340.000 daltons.
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HAYASHI et alii (1992¢) e DUAN et alii (1993) observaram, através de
filtragdo em gel, que o0s pesos moleculares das B-frutofuranosidases intracelulares
purificadas de Aspergillus japonicus MU-2 e Aspergillus japonicus TIT-KJ1,
foram respectivamente, 304.000 e 240.000 Da. FUJITA et alii (1990b) e CHANG
et alii (1994) observaram que os pesos moleculares das B-frutofuranosidases
extracelulares de Arthrobacter sp K-1 e Aspergillus oryzae ATCC 76080, por

filtragdo em gel, eram respectivamente, 51.000 e 87.000 Da.

De acordo com os dados apresentados, verifica-se que a variabilidade dos
pesos moleculares das B-frutofuranosidases estj correlacionada com o tipo da
enzima, a linhagem microbiana da qual a enzima é originiria e o teor de

carboidratos da enzima.

4.7.6. EFEITO DOS iONS METALICOS E INIBIDORES NA
ATIVIDADE DA B-F RUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1.

O efeito inibitério de ions metalicos e de outros reagentes quimicos, na
atividade da B-frutofuranosidase, foi estudado incubando-se a enzima e o
substrato na presenca de sais minerais e outros reagentes quimicos, nas
concentrages de 1 e 10 mM 1 55°C, durante 30 minutos, de acordo com

metodologia descrita no item 3.2.10.6.

A Tabela 5 mostra que a enzima foi quase completamente inativada pelo
HgCl; e I, nas concentragies de 1 e 10 mM. As B-frutofuranosidases
extracelulares de Arthrobacter sp K-1 e Aspergillus oryzae ATCC 76080, bem
como as B-frutufuranosidases intracelulares purificadas de Aspergillus japonicus
MU-2 e Aspergillus Jjaponicus TIT-KJ1, foram, também, fortemente inibidas pelo
Hg?*, conforme dados citados, respectivamente, por (FUJITA et alii, 1990b;
CHANG et alii, 1994) e (HAYASHI ot alii, 1992c; DUAN et alii, 1993). Com
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relaciio ao Iz, LEE et alii (1992) relataram que a frutosiltransferase intracelular
de Aureobasidium pullulans apresentou atividade residual de 76%, em solugdo de
iodo 5mM, ao contrario da B-frutofuranosidase extracelular de Aureobasidium sp
771-1, que teve somente uma atividade residual de 1,31% em solugdo de iodo a
1mM. Quanto ao ion Ag*, a B-frutufuranosidase de Aureobasidium sp 771-1
apresentou atividade relativa residual de 33,43% e 7,41% nas concentragées de
1mM e 10mM, respectivamente. A B-frutufuranosidase intracelular purificada (P-
2) de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii, 1991), B-
frutufuranosidase intracelular purificada de Aspergillus japonicus MU-2 e B-
frutufuranosidase extracelular purficada de Artthrobacter sp K-1 (FUJITA et ali,
1990b) também foram inibidas pelo ion Ag", mostrando atividades relativas de
44%, 48% e 0,9%, respectivamente, nas concentragées de 1 mM. Os demais ions
constantes da Tabela 5 ndo demonstraram um efeito inibitério significativo na
atividade enzimatica da B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp 771-1, estando,
portanto, em conformidade com o perfil inibitério apresentado pelos ions
metalicos nas concentragdes de 1mM sobre a atividade enzimatica das B-
frutofuranosidases, obtidas de diversas linhagens microbianas, citadas por
HIRAYAMA et alii, 1989; FUJITA et alii, 1990b; LEE et alii, 1992; HAYASHI et
alii, 1992c,e, 1993, 1994a; DUAN et alii, 1993; CHANG et alii, 1994.

A Tabela 5 ainda revela que os ions Ca?*; K*; Co?** e Al* foram

estimulantes da atividade enzimatica da B-frutofuranosidase, nas concentragoes

de 1mM.

Segundo HAYASHI et alit (1991c), o ion Ca%, na concentragio de 1mM,
estimula a atividade das B-frutofuranosidases intracelulares purificadas (P1 e P2)
de Aureobasidium sp ATCC 20524. HAYASHI et alii (1992c), também,
detectaram um aumento de 108% na atividade relativa da B-frutofuranosidase
intracelular de Aspergillus japonicus MU-2, ocasionado pelo CaClz, na
concentra¢do de 1mM. Deve-se ressaltar que os ions metalicos podem interferir

nas atividades das enzimas glicose-oxidase e peroxidase, utilizadas na
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determinacdo da atividade enzimatic

metodologia descrita no item 3.2.10.6.

Tabela 5 - Efeito de ions metalicos
extracelular purificada

a da B-frutofuranosidase, conforme

na atividade da ﬁ-frutofuranosidase
de Aureobasidium sp.77 1-1

fON METALICO ATIVIDADE RELATIVA (%)

1mM 10mM
Todo 1,31 4,16
HgCle 2,26 2,87
AgNOs3 33,43 7,41
Pb(OAC) 53,29 106,0
MnSOs 78,77 73,54
FeSO4 75,96 8,32
CuSO0s4 100,20 18,41
BaCls 90,77 96,0
FeCls 87,48 10,11
ZnS04 93,21 8,13
MgSO04 85,74 37,34
KCl 113,72 71,80
CoClz 105,21 19,0
CaCle 104,53 61,76
AlCls 111,25 3,42
Controle 100,00

Quando a B-frutofuranosidase extracelular de Aureobasidium sp 771-1 fo1

tratada com reagentes especificos para determinados
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verificou-se que a enzima foi inativada pela N-bromosuccinimida (Tabela 6) e sais
de iodo (Tabela 5), que sdo especificos para triptofano e tirosina, respectivamente,
sugerindo que grupos indol e fenol facam parte do sitio ativo da enzima ou
estejam localizados proximos a ele (LEE et alii, 1992 e CHANG et alii, 1994). Pré-
incubando a enzima com p-hidroximercuribenzoato, que apresenta reatividade
especifica com grupos sulfidrila (FARFAN, 1990), observou-se que a enzima nao
foi significativamente afetada por esse reagente na concentragdo de 1mM, mas foi
inibida a 10mM (Tabela 6). A B-frutofuranosidase extracelular apresentou
atividade relativa de 88,77% e 91,55%, quando em contato com o agente quelante
EDTA, nas concentragoes de 1mM e 10 mM, respectivamente, indicando que 08
metais ndo sdo essenciais para agdo de transferéncia dessa enzima (HIRAYAMA
et alii, 1989; LEE et alii, 1992; CHANG et alii, 1994)). Os demais reagentes,

constantes da Tabela 6, tiveram pouco efeito na atividade da enzima.
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Tabela 6 - Efeito de inibidores na atividade da B-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp. 771-1

ATIVIDADE RELATIVA (%)
REAGENTES 1mM 10mM
Bromosuccinimida 20,00 6,0
Arseniato 45,35 16,60
Anilina 44,67 52,61
p-Cloromercuribenzoato 52,81 69,46
Mercaptoetanol 62,14 62,31
Dietilditiocarbamato de 57,55 1,33
sodio
Cisteina 71,40 58,42
Oxalato de sodio 82,88 80,80
Bissulfito de sodio 81,71 33,17
Azida sodica 84,92 66,50
EDTA 88,77 91,55
p-Hidroximercuribenzoato 84,77 0,84
Controle 100,0

4.7.7. DETERMINACAO DOS VALORES DE K, E V., DA
B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR PURIFICADA
DE Aureobasidium sp 771-1

Os valores de Km e Vmax da B-frutofuranosidase extracelular purificada de

Aureobasidium sp 771, para o substrato sacarose, determinados pelo grafico de
Lineweaver-Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934), mostrados na Figura 22 e
determinados conforme metodologia descrita no item 3.2.10.7., foram,
respectivamente, 0,36 M e 6,3 pmol/mV/min. Tais resultados sdo semelhantes aos

obtidos por HAYASHI et alii (1992e), para as p-frutofuranosidases extracelulares
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purificadas de Aureobasidium sp ATCC 20524, tendo a sacarose como substrato e
cujos valores de Kn para E-1 e E-2 foram, respectivamente, 0,34 e 0,28 M,
enquanto para Vimax de E-1 e E-2, corresponderam a 6,66 e 8,70 pmol/ml/min.
Também, HAYASHI et alii (1991¢c) encontraram para B-frutofuranosidases
intracelulares purificadas (P-1 e P-2) de Aureobasidium sp ATCC 20524, os
valores de Km, para P-1 e P-2, de 0,47 e 0,65 M, respectivamente. As Vmax para P-
1 e P-2 foram 6,84 ¢ 8,73 pmol/ml/min.

LEE et alii (1992) observaram que 2 frutosiltransferase intracelular de
Aureobasidium pullulans apresentou um K. de 0,43 mM para 0 substrato

sacarose.

Segundo HIRAYAMA et alii (1989), FUJITA et alit (1990b) e CHANG et
alit (1994) as B-frutofuranosidases extracelulares purificadas de Aspergillus niger
ATCC 20611, Arthrobacter sp. K-1 e Aspergillus oryzae ATCC 76080
apresentaram, respectivamente, 08 seguintes valores de Kn para sacarose.
0,29M, 9,1 mM, e 0,53M. HAYASHI et alii (1992c) relataram que a B-
frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus japonicus MU-2,
mostrou valores de Km e Vmax para a sacarose, de 210 mM e 0,65 pumol/ml/min,
respectivamente, enquanto as B-ﬁ'utofuranosidases intracelulares purificadas (P-
1 e P-2) de Fusarium oxysporum apresentaram valores de Km, de 4,4 mM e 2,1

mM, respectivamente, para P-1e P-2 (NISHIZAWA et alii, 1980).
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Figura 22: Determinagao do Kn € Vimax de PB-frutofuranosidase
extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1

Comparando-se os dados de K € Viax, obtidos nesse experimento, com os
valores citados na literatura, verifica-se que a B-frutofuranosidase extracelular
purificada de Aureobasidium sp 771-1 apresenta K, maiores que as J-
frutofuranosidases de Aspergillus niger ATCC 20611, Arthrobacter sp K-1,
Aspergillus japonicus MU-2 e Fusarium oxysporum, porém similares aos valores

de K € Vimax de Aureobasidium sp ATCC 20524.
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4.4.8. APLICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE
EXTRACELULAR PURIFICADA DE Aureobasidium sp 771-1,
NA PRODUCAO DE F RUTOOLIGOSSACARIDEOS

A produgio de frutooligossacarideos, a partir de solugdes 30% e 50% de
sacarose, catalisada pela B-frutofuranosidase, foi testada a 55°C, conforme

metodologia descrita no item 3.2.11.

A conversdo de sacarose a frutooligossacarideos pela B-frutofuranosidase

de Aureobasidium sp 771-1, estd ilustrada nas Figuras 23a e 23b e Tabela 7.

Verifica-se, na Tabela 7, que 57% dos frutooligossacarideos produzidos
durante 24 horas de fermentagdo, em solu¢do de sacarose 30%, eram constituidos

de 30% de 1-kestose; 24% de nistose e 3% de frutofuranosil nistose.

Quando foi utilizada solugdo 50% de sacarose como substrato, foram
obtidos 61% de frutooligossacarideos, com formagdo de 38% de 1-kestose, 20% de

nistose e 3% de frutofuranosil nistose.
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Tabela 7 - Conversdo de sacarose a frutooligossacarideos através da
B-frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1

Sacarose como substrato
Acgtcares 30% 50%
1-Kestose (GF9) 30,0% 38,0%
Nistose (GF3) 24,0% 20,0%
Frutofuranosilnistose(GF4) 3,0% 3,0%
Glicose 31,0% 25,0%
Frutose 2,0% 2,0%
Sacarose 10,0% 12,0%
Total FOS 57% 61,0%

Tempo da reagdo enzimatica: 24 horas

Esses resultados indicam que a atividade de transferéncia da pB-
frutofuranosidase, com consequente formagao de frutooligossacarideos, foi menor,
ou seja, 57%, em concentragoes mais baixas de sacarose (30%), e maior, 61%, em
teores elevados de sacarose (50%); estando, portanto, em conformidade com os
dados citados na literatura (HIDAKA et alii, 1988; HIRAYAMA et alii, 1989;
HAYASHI et alii, 1993; CHANG et alii, 1994), que afirmam que em altas
concentragdes de sacarose, ha uma capacidade maior de transfrutosilagao para
essa enzima, e que a produgdo de frutooligossacarideos aumenta a medida em

que ha uma elevagdo na concentragao do substrato.

Os principais frutooligossacarideos produzidos pela B-frutofuranosidase de
Aureobasidium sp 771-1 foram 1-kestose e nistose, destacando-se a 1-kestose cuja
produgio foi de 38% e 30%, a partir de concentracdes de sacarose de 50% e 30%,
respectivamente. Também, verificou-se que em 50% de sacarose, houve uma

menor produgdo de nistose, apés 24 horas de reacdo a 55°C (Tabela 7). O 4pice de
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formacdo da 1-kestose foi com 16 e 12 h de reacdo, utilizando-se 30 e 50% de
sacarose, respectivamente, porém o teor de 1-kestose foi declinando,
provavelmente, em virtude de a 1-kestose estar sendo convertida mais
rapidamente a nistose e frutofuranosil nistose. Durante essa reagdo de
transfrutosilagio, a sacarose foi rapidamente convertida a GF2 , havendo um
decréscimo no decorrer do periodo de incubagéo, enquanto os teores de GFs e GF4

aumentaram, conforme demonstram as Figuras 23a e 23b.

As Figuras 23a, 23b e Tabela 7 ilustram a formacdo de glicose e frutose
como subprodutos. O consumo de sacarose foi interrompido em cerca de 10-12%
do total de sacarideos, obtendo-se uma conversao maxima de sacarose a
frutooligossacarideos de 57 a 61%, através da acdo enzimatica da -
frutofuranosidase, em 24 h de reagéo. Segundo YUN et alii (1990, 1994a) e YUN
& SONG (1993), a glicose liberada, durante a reacdo enzimatica, age como
inibidor competitivo da enzima, limitando a conversio de sacarose a
frutooligossacarideos em, aproximadamente, 55-60%. DUAN et alii (1994)
relataram que a glicose, também, inibe competitivamente a 1-kestose e nistose
como substratos. HIDAKA et alii (1988) e DUAN et alii (1993) constataram que 0
consumo de sacarose foi interrompido em, aproximadamente, 10% do total de

acgucares.

102



Composigéo de Aglcares (mg/ml)

. —
0 4 8 12 16 20 24

Tempo de Reagéo Enzimatica (h)

Fig. 23a: Conversdo da sacarose a frutooligossacarideos por pB-

frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp
771-1 (30% de sacarose)
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Fig. 23b: Conversiao da sacarose a frutooligossacarideos por B-

frutofuranosidase extracelular purificada de Aureobasidium sp.
771-1 (50% de sacarose)
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As caracteristicas da produgdo de frutooligossacarideos, através da
transfrutosilagdo enzimatica da B-frutofuranosidase, foram muito similares entre
o8 microrganismos: Aspergillus niger ATCC 20611 (HIDAKA et alii, 1988);
Aureobasidium sp (YUN et alii, 1990 e 1992a); Aspergillus japonicus TIT-KJ1
(DUAN et alii, 1993).

A produgdo maxima de 1-kestose e demais frutooligossacarideos pelo
Aspergillus niger ATCC 20611, Aureobasidium pullulans KFCC 10524 e
Aspergillus foetidus NRRL 337 foram 60% 58% e 57%, respectivamente (HIDAKA
et alii, 1988, YUN & SONG, 1993; YUN et alii, 1994a; HANG et alii, 1995 e
HANG & WOODMAS, 1995). Neste experimento, a produgdo de

frutooligossacarideos foi de 61% a partir de 50% de sacarose.
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5. CONCLUSOES

1. Foram isoladas 1752 linhagens de microrganismos provenientes de
polen de flores, mel, solo, folhas e caule de vegetais, sendo a sua maioria
leveduras osmofilicas. Deste total, 52 linhagens foram produtoras de
frutooligossacarideos, 409 hidrolisaram sacarose a glicose e frutose, 54 foram

produtoras de polidis e outros agticares nio identificados.

2. As 52 linhagens produtoras de frutooligossacarideos transformaram
sacarose a frutooligossacarideos, através das B-frutofuranosidases, que possuem
maior atividade de transferéncia do que atividade de hidrélise, enquanto que as
409 linhagens que realizaram a inversio da sacarose a glicose e frutose,
catalisadas pela mesma enzima B-frutofuranosidase, apresentaram maior

atividade hidrolitica do que de transferéncia.

3. Dentre as 52 linhagens produtoras de B-frutofuranosidase com atividade
de transferéncia, foi selecionada uma levedura osmofilica n.o 77 1-1, por

apresentar maior atividade de transferéncia, em relagdo as demais.

A linhagem n.° 771-1 é produtora de B-frutofuranosidase extracelular e
intracelular, e possui atividade enziméitica maior na forma extracelular que
intracelular. A linhagem n.°c 771-1 foi identificada como Aureobasidium sp (De
Bary), de acordo com a descri¢do de COOKE (1962).

A B-frutofuranosidase extracelular purificada apresentou as seguintes
caracteristicas enzimaticas: pH e temperatura étima de atividade de 5,5 e 55°C,
respectivamente, estabilidade em temperaturas inferiores a 55°C, peso molecular
de 200.000 daltons, valores de Km e Vamx de 0,36M e 6,3 pnol/ml/min.,
respectivamente para o substrato sacarose, sendo inibida pelos ions Hg*, el e
também pelos reagentes bromosuccinimida e p-hidroximercuribenzoato nas

concentragoes de 1 e 10 mM.
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4. Na conversdo de solucdo 50% de sacarose pela B-frutofuranosidase em
pH 5,5 a 55°C, durante 24 horas, foram produzidos 61% de frutooligossacarideos
constituidos de: 38% de 1-kestose, 20% de nistose e 3% de frutofuranosil nistose.

Conclui-se, a partir dos resultados deste estudo, que a preparacgio
enzimatica de B-frutofuranosidase de Aureobsidium sp 771-1 é uma fonte
potencial para a produgdo de frutooligossacarideos, pois apresenta certas
caracteristicas favoraveis: sdo osmofilicas e termoestaveis. Altas temperaturas
em combinagio com altas concentra¢ées de substrato previnem a contaminagio
microbiana do meio. Deve-se ressaltar, ainda, que a produgdo comercial de
frutooligossacarideos é realizada em concentracées superiores a 30% (p/v) de
sacarose, e, no caso especifico da B-frutofuranosidase produzida por essa
linhagem, houve maior formacédo de frutooligossacarideos em solugdes a 50% de

sacarose.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS:

Produgéo continua de frutooligossacarideos através da imobilizagdo da B-

frutofuranosidase.

Estudar um sistema misto constituido das enzimas B-frutofuranosidase e

glicose-oxidase visando uma maior produg¢io de frutooligossacarideos.

Considerando que a linhagem de Aureobasidium sp 771-1 é potencialmente
viavel para ser utilizada a nivel industrial, determinar a condi¢des 6timas de
produgdo da B-frutofuranosidase e de frutooligossacarideos para essa ampliacdo

de escala.

Sele¢io de linhagens mutantes com maior capacidade de conversio de

sacarose em frutooligossacarideos.
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