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RESUMO

Frutooligossacarideos, ou Neosugar, sdo oligbmeros de sacarose,
constituidos de uma molécula de glicose unida com 2, 3 ou 4 unidades de fiatose por
ligacdo B-2,1, resultando em estruturas designadas como 1-kestose (GF,), nistose (GFs) e
1%-frutofuranosil nistose (GF,), respectivamente. Sabe-se que os frutooligossacarideos
existem naturalmente em 1nuitos tipos de plantas. Podem também ser obtidos a partir de
sacarose através da transfrutosilagio catalisada pela enzima B-frutofuranosidase (E.C.
3.2.1.26) de microrganismos.

Frutooligossacarideos tém-se tornado de grande interesse por estimular o
crescimento de bifidobactérias benéficas do wato digestivo, diminuir o teor do colesterol
total e lipideos no soro sanguineo, reduzir a constipagiio intestinal, e em geral melhorar a
salide humana. Neosugar é nma mistura de fratooligossacarideos, 1-kestose (GF,), nistose
{GF3) & 1% .frutofuranosil nistose (GFy) e é comercialmente produzido a partir de sacarose
usando a f-frutofuranosidase obtida de A. niger.

O objetivo deste trabalho foi induzir um mutante de Aspergillus niger,
utilizando o reagente N-Metil N'-Nitro N-Nitrosoguanidina (M.N.N.G.) ¢ raios ultravioleta
(UV), que produzisse uma B-frutofuranosidase com maior atividade de transfrutosilagio
para producdo de frutooligossacarideos do que a linhagem parental e comparar as
caracteristicas das duas enzimas.

Uma linhagem mutante (n° 12) de A. niger, obtida pelo tratamento com
M.NN.G.-UV, foi selecionada por apresentar mais que o dobro da atividade B-
frutofuranosidase que a linhagem parental. Esta linhagem mutante produziu menos conidea
em PDA e mostrou-se morfologicamente diferente apresentando coldnias bege.

A P-fratofuranosidase extracelular da linhagem mutante foi purificada cerca
de 15,8 vezes em relagfio a enzima bruta sendo obtido 39,2 % de rendimento. A enzima
purificada apresentou atividade especifica de 4,26 unidades/mg de proteina, A enzima
apresentou pH ¢ temperatura Gtima de atividade na faixa de 5,5-6,0 ¢ 50-35 °C,
respectivamente. A enzima mostrou-se estdvel na faixa de pH 5,0 a 6,0 ¢ a temperaturas

inferiores a 55 °C. Os valores de K, e Vi da B-frutofuranosidase para sacarose foram
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0,47 M e 1,02 ymol/mi/min, respectivamente. A atividade enzimdtica foi intbida com 1
mM de N-bromosuccinimida, B-mercaptoetanol, HgCly e I, e com 10 mM de AgNO;, apés
30 minutos a 55°C.

A B-frutofuranosidase extracelular da linhagem mutante foi purificada cerca
de 15,4 vezes em relacio a enzima bruta sendo obtido 31,7 % de rendimento. A enzima
purificada apresentou atividade especifica de 1,66 unidades/mg de proteina. A enzima
apresentou pH e temperatura 6tima de atividade na faixa de 5,0-6,0 e 50-35 °C,
respectivamente. A enzima mostrou-se estdvel na faixa de pH 5,0 a 6,0 ¢ a temperaturas
inferiores a 55 °C. Os valores de Kp, © Vi da B-fratofuranosidase para sacarose foram
0,37 M e 1,12 ymol/ml/min, respectivamente. A atividade enzimdtica foi inibida com 1
M de N-bromosuccinimida, B-mercaptoetanol, HgCl; e I, € com 10 mM de AgNO;, apds
30 minutos & 55°C.

0 maior rendimento de frutooligossacarideos (54,41%) em relagfio aos
aglicares totais foi obtido utilizando-se P-frutofuranosidase e 30% substrato sacarose em
tampéo citrato-fosfato pH 5,5 ap6s 6 horas de incubagio a 55 °C. A concentragdo de
substrato e o tempo de incubag@io sdo importantes para obter a proporgio de GF»/GEF3/GEy

desejada,
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SUMMARY

Fructooligosaccharides (or Neosugar) are sncrose oligomers, which are
composed of glucose attached via a f(2-1) linkage to 2, 3 or 4 fructose units. The resulting
structures are designated as 1-kestose (GF,), nystose (GFi) and 1" fructofuranosylnystose
(GF.), respectively. It is known that fructooligosaccharides exist naturally in many kinds of
plants. They can also be prepared from sucrose through the transfructosylating action of
enzyme P-fructofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) obtained from microorganisms.

Fructooligosaccharides have become of major interest due to their growth
stirmulation of beneficial bifidobacteria in the digestive tract, decrease of total cholesterol
and lipid in the serum, relief of constipation, and general improvement of human health.
Neosugar is a mixture of the fructooligosaccharides, 1-kestose (GF), nystose (GF3) and
1“fructofuranosylnystose (GFy), and is commercially produced from sucrose using the
enzyme B-frutofuranosidase enzyme obtained from A. niger ATCC 20611,

The objective of this work was to induce a mutant of Aspergillus niger,
using M-Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidine (MN.N.G.) and ultraviolet ligth (UV)
producing higher B-fructofuranosidase activity for the production of fructocligosaccharides
than the parent strain and to study the characteristics of the enzyme.

A mutant strain(n® 12) of A. niger, obtained by treatment with M.N.N.G.-
UV, was selected, producing 100% more B-fructofuranosidase than the parent strain, The
mutant produced less conidia on PDA and was morphologically different: brownish white
colonies.

The extracellular B-fructofuranosidase of the mutant strain was purified
about 15.8-fold (40.2% yield) with respect to the crude enzyme preparation, showing a
specific activity of 4.26 units/mg protein. It was found that the optimum pH and
temperature for activity were 5.5-6.0 and 50-55 °C, respectively. The enzyme was stable
from pH 5.0 to 6.0 and at temperatures below 55 °C. The K, and Vg, values of the B-
fructofuranosidase for sucrose were 0.47 M and 1.02 umol/ml/min., respectively. The
activity of the enzyme was inhibited by 1 mM by N-bromosuccinimide, §-mercaptoethanol,

HgCl, and I, and by 10 mM AgNOs after 30 minutes at 55°C.
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The extracellular B-fructofuranosidase parent strain was purified about 15.4-
fold (38.6 % vield) with respect to the crude enzyme preparation showing a specific
activity of 1.66 units/mg protein, It was fouond that the optimum pH and temperature for
activity were 5.0-6.0 and 50-55 °C, respectively. The enzyme was stable from pH 5.0 t0 6.0
and at temperatures below 55°C. The enzyme was stable from pH 5.0 to 6.0 and at
temperatures below 55 °C. The Km and Vmax values of the B-fructofuranosidase for
sucrose were 0.37 M and 1.12 umol/ml/min., respectively. The activity of the enzyme was
inhibited by 1 mM by N-bromosuccinimide, -mercaptoethanol, HgCl, and 1, and by 10
mM AgNO; after 30 minutes at 55°C.

Maximum conversion yeld from sacarose to fructo-oligosaccharides
(54.419%) was obtained when added B-frutofuranosidase in 30% sucrose, at 33 °C and pH
5,5, for 6 hrs incubation. The production efficienceis of GF/GF:/GFy depending on

sucrose conceniration and the reaction time.



1. INTRODUCAO

Com as mudancas de hdbito que esto ocorrendo na populagio nas iltimas
décadas a nivel mundial, entre elas viver em grandes centros urbanos, alimentar-se cada
vez mais de produtos pré-industrializados ou industrializados de fdcil absorgdo, nio
exercitar o corpo fisicamente, juntamente com problemas sociais atuais, como mé
distribuiciio de renda, viver sobre pressio (estresse) e precariedade do setor de sadde, vem
confribuindo para gue uma determinada parte da populagio se alimente de forma
inadequada e, consequentemente, esteja acima do peso corpéreo ¢ em condigdes propicias

a determinadas doengas (infarto, diabetes, hipertensio, etc).

As indiistrias de alimentos tém-se preocupado mais em melhorar o
alimento quanto ao sabor, cor e propriedades fisico-quimicas, visando, simplesmente,
torns-los mais atraentes aos consumidores. Conseqiientemente, observou-se um aumento
no consumo de alimentos industrializados, promovido em boa parte pela modificacdo de
suas caracterfsticas, principalmente sabor e textura, que aliado aos problemas da vida
moderna promoveu o aparecimento de intimeros distdrbios na sade humana. Assim, com
intuito de prevenir doengas. e promover a safde, vem ganhando em importincia no
contexto atual os alimentos que apresentam determinados componentes ou susbstincias
que exercam uma fungdo biolégica, além da nutricional e reoldgica. Estes alimentos sdo
denominados alimentos funcionais, ou seja, alimentos que t8m uma fungio fisioldgica ou

bio-moduladora, além das nutricionais e sensoriais (CHILDS, 1994; ARAI, 1996).

A produgio de alimentos funcionais vem crescendo significativamente em
paises como Japdo, E.U.A. e na Conunidade Européia, pois atiam na preven¢ao de
patologias e, portanto, promovem o bem-estar do individuo. Estima-se um crescimento no
mercado internacional de US$ 8 bilhdes em 1994 para 500 bilhdes até o ano 2010
{(GHERTY, citado por PITT, 1994).



No Brasil, em junho de 1993 foi assinado um convénio entre a
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e a usina agucareira Da Barra S.A. |
visando a producdo de frutooligossacarideos de cadeia curta (GF,, GF; ¢ GF,} em escala

industrial. Entretanto, até os dias de hoje este produto ainda nio estd no mercado.

Alternativas de novos agficares disponiveis ao consumidor, como os
frutooligossacarideos (JUNG er alii, 1987 ¢ 1989; YUN er alii, 1992a, 1993, 19943 ¢
1995), palatinose (CHEETHAM ez alii, 1985 ¢ YUN et alii, 1992b), ciclodextrinas
(PSZCZOLA, 1988), isomaltooligossacarideos (KOBMOTO er alii, 1991 ¢ YUN et alii,
1994b) e galactooligossacarideos (ONISHI er alii, 1995), vem promovendo um impacto
significativo na inddstria de agicares, devido as suas excelenies vantagens como
alimentos funcionais (OKU er alii, 1984; McKELLAR & MODLER, 1989; SPIEGEL et
alii, 1994).

Os frutooligossacarideos (FOS) de cadeia curta apresentam 20 a 40% do
poder dulcor da sacarose, so de baixo valor calérico (1,5 Kcal/g FOS), néo cariogénicos,
estimulantes da flora microbiana intestinal, ndo digerfveis no intestino delgado, sendo
seletivamente utilizados pelas bactérias do célon, especialmente as bifidobactérias.
Estudos recemtes indicam que os frutooligossacarideos tém  efeito favordvel no
metabolismo de c.arboi.drams e lipidios, semelhante &s fibras na dieta. Outros beneffcios
associados com a ingestio de FOS na microflora intestinal, sfo: a diminui¢io do pH
intestinal, restricfio no crescimento de bactérias patégenas e putrefativas, redugdo da
constipagio intestinal e decréscimo nos niveis de triglicerfdeos e colesterol do soro
sanguineo (OKU et alii, 1984; HIDAKA e alii, 1986; MODLER er afii, 1990b;
MURAMATSU et alii, 1992; MURAMATSU ez alii, 1993; CARLSSON et alii, 1992;
SPIEGEL et alii, 1994; MODLER, 1994).

Salientando que hi dificuldade em atender o aumento na demanda mundial
de frutooligossacarideos, e que a sua produtividade € obviamente o fator critico (YUN ez
alli, 1995), a produciio de enzimas B-frutofuranosidases microbiana vem sendo um dos
alvos de intensas pesquisas cientificas, tanto no aspecto da otimizagio do processo, como

no methoramento genético de microrganismos para aumentar a sintese da enzima



(GRAEL & MENEZES, 1989). DALE (1983) relatou que o principal objetivo da genética
microbiana, no campo da biotecnologia, tem sido alterar geneticamente os
microrganismos industrialmente importantes para aumentar a eficiéncia do processo no

qual ele € utilizado.

Diante das observagdes constatadas por KRESLING & STERN (1935)
citado por SILVA (1997), de que a técnica de induzir mutactes, seguida da sele¢iio de
mutantes mais apropriados haver sido utilizada com sucesso; que a linhagem de
Aspergillus niger ter sido objetivo de estudos através da utilizagdo de agentes
mutagénicos, visando o melhoramento da atividade de diversas enzimas, exceto a f-
frutofuranosidase, e, finalmente, considerando a necessidade de anmentar a produtividade
na obtengio de frutooligossacarfdeos (YUN et alii, 1995; GRAAL & MENEZES, 1991),
procurou-se selecionar um mutante induzido por MUN.N.G. e U.V. que produzisse §-
-frutofurancsidase extracelular com maior atividade de transfrutosila¢iio em relaciio a

lichagem parental.

Os objetivos deste trabalho foram induzir um mutante de Aspergillus niger
a produzir B-frutofuranosidase extracelular com maior atividade de transferéncia que a
linhagem parental; determinar as diferencas morfoldgicas entre as linhagens mutante ¢
parental; estudar as caracteristicas bioguimicas das P-frutofuranosidases bruta e
purificada das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger, determinar os
parfmetros cinéticos (K ¢ Vs da enzima purificada, a influéncia de fons metidlicos e
inibidores na atividade enzimitica e a aplicacfo das B-frutofuranosidases extracelulares

bruta na producéo de frutooligossacarideos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

Frutooligossacarideos (FOS) sfo polimeros de D-frutose unidos através de
ligacBes §-{2-»1) com uma molécula de sacarose terminal. O grau de polimerizacdo pode
variar de 2 a 35 unidades. Os firutooligossacarideos de cadeia curta, comumente

denominados “neosugar”, sdo oligbmeros de 1F-(1-Bﬁfrut0furanosil)n*; sacarose, onde n

pode variar de 2 a 4, sendo que quando n=2, tem-se 1-kestose (GFp); quando n=3, a

ntstose (GF3) e quando n=4, a 1F~B»frutcfuranosil nistose {GF4) (OKU et alii, 1984).

Polfmeros de frutose com grau de polimerizacio maior que 35 sio chamados de inulina,
H4 diversas fontes naturais de frutooligossacarideos, entre elas vegetais como chicoria,
alcachofra-de-jerusalém, ddlia, triticale, cevada, centeio e aspargo, ¢ em alimentos
utilizados cotidianamente pelos brasileiros, como banana, alho, mel, cebola, tomate,
tubéreulos e trigo (BACON & EDELMAN, 1951; EDELMAN & BACON, 1951;
HENDERSON ¢z alii, 1959; SAUNDERS & WALKER, 1969; SHIOMI ef alii, 1976 ¢
1979; HENRY & DARBYSHIRE, 1980; FISHBEIN et alii, 1988; LEE et alii, 1992;
SPIEGEL ef alii, 1994).

A gquantidade de frutooligossacarideos ¢ o seu grau de polimerizagho
variam grandemente com a sua fonte. Assim, bulbo de dédlia, chicdria e tubérculos de
alcachofra-de-jerusalém apresentam quantidade significativa deste carboidrato de reserva,
mas com graus de polimerizacfio diferentes, sendo 18 para chicéria, acima de 18 para
bulbo de délia e inferior a 18 para tubérculos de alcachofra-de-jerusalém. Cereais como
trigo e centeio apresentam frutooligossacarideos com grau de polimerizagdo de 2 2 7, mas
a maioria das frutanas sido do tipo ramificada com ligagBes glicosidicas B-2,6 (BACON &
EDELMAN, 1951; EDELMAN & BACON, 1951; EDELMAN, 1956, EDELMAN &
JEFFORD, 1968: CARPITA er alii, 1989; HOUSLEY e: alii, 1989; MODLER, 1994).



Estudos conduzidos por SPIEGEL et alii (1994) e MODLER (1994)
constataram que apesar dos alimentos natorais conterem frutooligossacarideos e
considerando os hdbitos alimentares usnais, torna-se dificil a ingestdo da dose didria
recomendada de oligossacaridens a partir de alimentos naturais, que ¢ de
aproximadamente 0,8g/dia/60 Kg de peso corpéreo. Portanto, a ingestdo suplementar de
oligossacarfdeos pode ser benéfico para criangas, idosos, pessoas gue ocupam cargos

estressantes & para as gue desejam manter o sistema digestivo sandavel.

2.2. BENEFICIOS DOS FRUTOOLIGOSSACARIDEOS A SAUDE

Os fruteoligossacarideos agem como fonte de carboidrato para a flora
intestinal, principalmente as bifidobactérias, tendo-se observado que 65% dos
frutooligossacarfdeos siio convertidos a dcidos graxos voldteis, ¢ estes sio absorvidos pela
mucosa do ceco e ¢dlon, ¢ metabolizados para produzir energia ao hospedeiro, que

equivaleria a 1,5 keal/gFOS. (SPIEGEL et alii, 1994; TOMOMATSU, 1994).

As bifidobactérias exercem um importante papel no contrele do pH
intestinal, através da liberagio dos dcidos ldtico e acético. Estes dcidos 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, € possfvel limitar a produgfo de substincias nocivas, tais como: fendis,
aminas vasoconstritoras (histamina, tiramina, cadaverina ¢ agmatina), p-cresol, amdnia,
indol, escatol, metabélitos derivados de esterdides e toxinas bacterianas (HIDAKA et ali,

1986; MODLER et alii, 1990a,b; MURAMATSU et alii, 1992, 1993; MODLER, 1994).

Assim, os frutooligossacarideos tém sido recomendados como fatores
bifidogénicos, A adiciio desses aglicares na dieta humana, no minimoe por 15 dias,
aumenta em torno de dez vezes a populaciio das bifidobactérias no intestino grosso.
Poucas informagdes sdo disponiveis com relagio aos efeitos fisioldgicos dos fatores

bifidogénicos em seres humanos, mas foi demonstrada uma reducio nos niveis de



colesterol, triglicerideos, glicose, dcidos graxos livres e pressio sangninea de pacientes
alimentados com 22,5 g de frutooligossacarideos por dia (YAMASHITA ef alii, 1984;
MODLER et alii, 1990b; MODLER, 1994).

Estudos “in vive” e “in viro” em ratos demonstram gue 08
frutooligossacarideos ndo sfo hidrolisados pelas enzimas digestivas da mucosa intestinal
e pincreas. Quando injetados por via endovenosa, sdo rapidamente excretados na urina
sem degradacio, indicando, portanto, nenhuma decomposicio pelas enzimas hidroliticas
de G6rgios intermos. Ratos, gquando alimentados com wma dicta contendo
frutooligossacarideos, por um periodo prolongado, apresentam um ammento significativo
10 bolo fecal e na excrechio de dcidos graxos voldteis, bem como uma reducgio no irinsito
gastrintestinal e nos niveis de triacilglicerdis (OKU et alii, 1984; TOKUNAGA et alii,
1986 ¢ 1989; McKELLAR & MODLER, 1989; MODLER et afii, 1990b; MODLER,
1994; SPIEGEL et afii, 1994).

Segundo HIDAKA er alii (1986) e HIDAKA & HIRAYAMA (1991), a
administragio de frutooligossacarideos a pacientes senis, durante duas semanas na
quantidade de 8g/dia, resulton num aumento significativo do ndmero de bifidobactérias
nas fezes, sem que houvesse uma elevago das bactérias putrefativas. A média do nimero
das bifidobactérias por grama de fezes aumentou cerca de 10 vezes, apos 14 diag de
administracio de frutooligossacarideos. Esses resultados sugerem que as bifidobactérias
ptilizam frutooligossacarideos mais rapidamente que as espécies do grupo Bacteroides

fragilis, que sio as dominantes no intestino humano, ou de outras espécies “in vivo”.

Em um trabalho realizado por MODLER (1994), o autor verificou que a
adicdo de “neosugars™ 2 dieta humana (15g/dia) causou um acréscimo de 10 vezes na
populacio de bifidobactérias do intestino grosso. Ao mesmo tempo, houve uma redugio
de 0,3 unidades po pH intestinal e também um decréscimo na contagem de
Enterobacteriaceae. HIDAKA et alii (1986) conduziram estudos semelhantes ¢
observaram um aumento na producio de dcidos graxos voldteis, quando 8 gramas de

“neosugar’” foram administrados diariamente.



MODLER (1994) também relatou gue a maioria das dietas para animais e
humanos parece ser deficiente em fatores bifidogénicos, mas, suplementos contendo
frutooligossacarideos e lactulose estio agora  disponiveis no  mercado.
Frutooligossacarideos de cadeta curta, cujo grau de polimerizagio ¢ menor gue 6 ¢ sfo
comumente referidos como neosugars, sic metabolizados pelas bifidobactérias em
velocidade mais reduzida que a lactulose, mas, estes agicares t8m vantagem sobre a
lactulose, uma vez que clostridios e E.coli ndo crescem, ou se desenvolvem lentamente,
em meio contendo frutooligossacarfdeos. A aplicagAo de fatores bifidogénicos na
alimentagio animal é menos problemdtica do que na humana, pois as linhagens de
bifidobactérias de origern animal podem metabolizar frutooligossacarideos de cadeias
longas, cujo grau de polimerizagio é maior que 6 (McKELLAR & MODLER, 1989).

A administracdo de frutooligossacarideos em lugar da ingestdo de
bifidobactérias vivas apresenta as vantagens de ndo serem hidrolisados pelas enzimas
digestivas do trato gastrointestinal, estimulam o crescimento das bifidobactérias nativas
do intestino humano e também nfio necessitarem de algum ambiente especifico para
serem comercializadas como os microrganismos requerem. As bifidobactérias inibem o
crescimento de bactérias do género Clostridium, Salmonella, Shigelia, Listeria e E. coli
(MODLER, 1994; GIBSON ef alii, 1994 3, b), mas apresentam baixa tolerncia 4 acidez ¢
sio anaerébias (ISHIBASHI & SHIMAMURA, 1993). Estes fatos sugerem que uma dieta
suplementada com fatores bifidogénicos deve ser implementada, porém, evidéncias
definitivas da eficdcia desses compostos s#o necessdrias, visto que estudos “in vive™ ¢ “in

vitra” sdo varidveis.

Os efeitos benéficos 2 saide promovido pela ingestio de
frutooligossacarideos assemelham-se aqueles atribuidos 2 fibra, pois aumentam o bolo
fecal, reduzem o trdnsito gastrintestinal, aumentam o volume no limen intestinal e podem
suprimir a digestdio e absorgdo de nutrientes po intestino, além de exercerem um efeiio
modulador da flora intestinal (OKU er alii, 1984; TOKUNAGA ez alii, 1986 ¢ 1989,
McKELLAR & MODLER, 1989; MODLER et alii, 1990b; MODLER, 1994; SPIEGEL
et alif, 1994; TOMOMATSU, 1994). Contudo, os fmtooligossacaﬁdeos 7nA0 possuem os
efeitos fisicos da fibra, tais como: aumento na viscosidade, ligagio com a dgua e efeiios

espessantes. A contribuicdo dos frutooligossacarideos & sadde € devido, principalmente,



as spas caracterisiticas de atuar como fator de crescimento das bifidobactérias. As fibras,
especialmente as soldveis em dgua, parecem, também, contribuir para a safide humana,
através da fermentacdio. Contudo, até o presente, a falta de estudos detalbados sobre a
fermentacdo das fibras torna dificil a comparagdo com os frutooligossacarideos, como
fator de crescimento das bifidobactérias. As vantagens dos frutooligossacarideos sobre as
fibras sfio: menor requerimento didrio de fruiooligossacarideos (3g/dia); ndo causam
diarréia nas doses recomendadas; sfo levemente adocicadas, apresentam melhor textura e
sabor, sio totalmente soldveis em dgua, ndo sfo viscosos, ndo se ligam a minerais, s&o
estdveis e mais faceis de serem incorporados em bebidas ¢ alimentos processados.
Algumas publicacdes relatam os efeitos anticancerigenos das bifidobactérias em testes
com pequenos animais. Estes efeitos anticAncer sfio devidos a0 asvmento na imumdade
causada pelos componentes da parede celular e componentes extracelulares das

bifidobactérias (TOMOMATSU, 1994).

Em um artigo publicado por SPIEGEL ez alii (1994), os autores relataram
que a dose efetiva didria de frutooligossacarfdeos (forma pura) € de 3.0 g, sendo que a
dose mfnima requerida de frutooligossacarideos para induzir diarréia € de 44 g para o
homem e 49 g para mulher, enquanto que HIDAKA et alii (1986) estipularam que a
quantidade eficaz de frutooligossacarideos necessdria para adultos ¢ de cerca de 5 g/dia.

Portanto, esses agticares poderiam ser incorporados como aditivo em determinados

alimentos consumidos diariamente pela populagfio, como pées, iogurtes, geléias, ete.

2.3-- PRODUCAO DE FRUTGOLIGOSSACARIDEOS A PARTIR DA
SACAROSE

Prutooligossacarideos podem ser produzidos a partir da sacarose pela agdo
das enzimas microbianas §-frutofuranosidase (B-D-frutofuranosideo frutohidrolase) (E.C.
3.2.1.26) ou p-frutosiltransferase (B-D-frutofuranosideo frutosiltransferase) (H.C. 2.4.1.9).
O produto final formado serd: kestose (GFp), mistose (GF3) ¢ frutofuranosil nistose

(GF4), ou seja, uma, duas ou trés unidades de frutosila sdo unidas através de ligaches



glicosidicas $-2,1 a unidade de frutose da sacarose, respectivamente (BINKLEY &
ALTENBURG, 1965; DZIEZAK, 1986; FISHBEIN er alii, 1988; LEE et alii, 1992; YUN
& SONG, 1993). Cada B-frutofuranosidase oritinda de um microrganisme apresenta um
peso molecular diferente de outra espécie microbiana (OHTSUKA er alii, 1992;
BARTHOMEUF & POURRAT, 1993).

Segundo SHINOHARA (1986), CHEETHAM et alii (1989), FUMTA et
alii (1990a,b; 1994) € DUAN er alii, (1994), a P-frutofuranosidase € uma enzima gue
catalisa a transfrutosilagio a partir da sacarose, além de possuir também uma acho
hidrolitica. A especificidade do aceptor para a transfrutosilagio e as estruturas dos
produtos transfrutosilades variam, dependendo da fonte da enzima e das condigbes de
reacdes. Os doadores ¢ aceptores do grupo frutosila podem ser a sacarose ou outros
frutooligossacarideos, além de outros sacarideos como a rafinose, meleziiose,
esteviosideo, lactose, ete; sendo essencial gue a glicose e a frutose estejam ligadas atraves

de ligacBes glicosidicas a-1,2.

Em 1953 e 1954 diversos trabalhos foram publicados por diferentes autores
a respeito da obtengio de frutooligossacaridecs. SHEFFIELD (citado por BACON &
BELL, 1953) relatou que a takadiastase, transfrutosidase, invertase de funge ou
glucosacarase, que sdo preparagdes enzimdticas obtidas de fungo, agiam transferindo
radicais B-frutofuranosil da sacarose tanto para aceptores organicos adequados {sacarose)
quanio para 4dgua. Resultados semelhantes também foram obtidos por BACON (1934)

utilizando invertase de levedura.

Para EDELMAN (1954), o termo invertase foi associado & simples
hidrélise da sacarose a glicose e frutose, mas, foi sugerido que o termo sacarase seria mais
apropriado, em virtude dos muitos tipos de reagOes que estas preparag0es SG0 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), tende sido

ohservada a inibicio de algumas sacarases pela glicose ¢ frutose.



ALBON et alii (1953) obtiveram trissacarideos Kkestose, um dos
oligossacarfdeos sintetizados durante a agSo da invertase de levedura em solugbes
concentradas de sacarose, sendo composto de dois radicais de D-frutose e um de D-
glicose. Andlises feitas nos produtos da clivagem do agticar metilado mostraram que sua
estrutura  era  um  O-a-D-glicopiranosil  (1-52)0O-f-D-frutofuranosil(6—22) B-D-
frutofuranosideo. No sentido de se estabelecer uma nomenclatura iinica aos trés isdmeros
de kestose, GROSS ¢t alif (1954) sugeriram que a substincia Gy o—f-2-Fraf 1—-2-
Fruf fosse denominada como I-kestose; G, o—B-2-Fru{ 6—f-2-Fruf como 6-kestose, ¢
o trissacarideo nfo redutor O-B-D-frutofuranosil(2—>6)-a-D-glucopiranosil(1—>2)-D-
frutofuranosideo como neokestose. Sabe-se que os tr€s trissacarideos isbmeros,
identificados hoje como I-kestose (1'-B-frutosilsacarose), 6-kestose (6" -p-
frutosilsacarose) € neokestose (6G-B-fmtosilsacarose), sdo potenciais interredidrios na

sintese de oligo e polifrutanas.

A formacfo de frutooligossacarideos, via sacarose, foi relatada por JUNG
et alii (1989) como realizada a partir de reages consecutivas desproporcienais (GE, +
GF, — GFyh; + GFuy). Quando a sacarose (GF) era utilizada como substrato, somente
glicose () e 1-kestose (GF) eram produzidos inicialmente. A molécula de sacarose agia
tanto como doadora ou aceptora da frutose, assim 1 mol de glicose ¢ 1 mol de 1-kestose
eram formados, simultancamente, a partir de 2 moles de sacarose: 2GF — GF; + G
Reaches similares foram obtidas com outros substratos como: 1-kestose € nistose (GFs),
produzindo: 2GF; —GF; + GF e 2GF; — GFy +GF,, respectivamente, em que GF,
representa a 17 frutofuranosil nistose. 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.
Entretanto, a formaciio de mais de quatro unidades de frutose, a partir de extratos de

fungo agindo sobre a sacarose, nfo foi observada.

A presenca de glicofrutosanas de baixo peso molecular (GF), GF3 ¢ GFyg)

em meio de cultura inoculado com Fusarium oxysporum foi relatado por GUPTA &
BHATIA (1980). Tais agficares também foram observados em meios inoculados com

outros fungos. Estes autores postularam que a agio da invertase ¢ da frutosiitransferase,
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na sacarose, poderia ser primeiramente devido 3 necessidade de glicose para o
crescimento do Fusarium oxysporum, e que a sintese de glucofrutosanas poderia ser
somente wma outra via da reagfio, que seria utilizada como fonte de energia, quando o
suprimento de sacarose do meio fosse inadequado. Com base nesses dados os autores
conclufram que a frutosilransferase ¢ a invertase eram enzimas diferentes, e gue

glicofrutosanas sfo sintetizadas, principalmente, pela acfio da frutosiitransferase.

As caracterfsticas da producdio de frutooligossacarideos afravés da
transfrutosilagiio enzimética da B-frutofuranosidase sdo muito similares para Aspergillus
Jjaponicus, Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans. A enzima catalisa a transferéncia
de um resfduo frutosil para um aceptor que tenha 2-B-D frutofuranose, tais como:
sacarose, 1-kestose ou nistose. Os principais oligossacarideos produzidos sie 1-kestose ¢
nistose. A B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-1 catalisou a3 hidr6lise e transferéncia
da sacarose para produzir 1-kestose como principal produto de transfrutosilagio (FUITA
et alii, 1990a). Ao contrdrio da sacarose, 1-kestose e nistose nfio foram aceptores efetivos
para residuos frutosila da enzima de Arthrobacter sp K-1. As f-fratofuranosidases de
Aspergillus awamori ¢ Penicillium 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-6" ¢ OH-6%) da sacarose,
produzindo 1-kestose, 6-kestose ¢ neokesiose, respectivamente. Além disso, a 4dgua e
substratos competem para serem aceptores do residuo frutosila no sistema de reagiic. A
produgiio de frutooligossacarideos aumenta quando a concentragio de sacarose se eleva
(STRAATHOF et alii, 1986; HIRAYAMA et alii, 1989, FUIITA et alii, 1990a; DUAN ¢
alii, 1993).

Apesar da reacio de transfrutosilagio ocorrer em vdrios microrganismos,
esta atividade de transferéncia é quantitativamente diferente entre as diferentes linhagens
microbianas. Em geral, as B-frutofuranosidases possuem as atividades de transfrutosilaggo
(U e de hidrélise (Uy). A relagfo entre U/Uy, indica a capacidade de transfratosilagio de
cada linhagem. Para a produgdo eficiente de frutooligossacarfdeos deve haver uma alta
proporcio de UJUy e alta atividade enzimitica. A transfrutosilaglo € maior com o

aumento na concentragio de sacarose, havendo uma competiglio entre a dgua e outros
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subsiratos pela iransferéncia de radicais frutosil nas reaghes catalisadas pelas B-
frutofuranosidases (HIDAKA er alii, 1988; HIRAYAMA et giii, 1989; CHANG et alii,
1994). A atividade desta enzima ¢ fortemente inibida pela glicose que € gerada como
subproduto, conseqlentemente, newm todas as moléculas de sacarose sdo convertidas em
frutooligossacarideos pela B-frutofurancsidase. A maioria dos frutooligossacarideos
produzidos industrialmente a partir da sacarose contém, no mdximo, 35-60% de

frutooligossacarideos, € o restante por sacarose, glicose ¢ frutose.

2.4. MICRORGANISMOS PRODUTORES DE S-FRUTOFURANQOSIDASE

Os frutooligossacarideos (GF,, GF; e GF,), sio produzidos a partir da
sacarose através da aco das B-frutofuranosidases microbianas obtidas de Arthrobacter sp
(FUIITA et alii, 1990a,b), Aspergillus japonicus (HAY ASHI er alii, 1992b,c; DUAN et
alii, 1993; CHEN, I.996),.:\::""Aspergillus niger (HIDAKA et alii, 198%; PARK &
ALMEIDA, 1991), Aspergilius oryzae (PAZUR, 1952; CHANG e alil, 1994),
Aspergillus syduwi (MURAMATSU e alii, 1988), Aureobasidium pullulans (JUNG et
alii, 1987, HAYASHI et alii, 1989 ¢ LEE er alii, 1992), Candida sp. (PARK er alii,
1993), Candida krusei (EDELMAN, 1954), Claviceps purpurea (DICKERSON, 1972),
Fusarium oxysporum (GUPTA & BHATIA, 1980; NISHIZAWA et alif, 1980),
Penicillium frequentans (USAMI er alii, 1991), Penicillium oxalicum (YASUDA et alii,
1986), Penicillium spinulosum (BEALING, 1953), Phytophora parasitica (HANKIN &
MCINTYRE, 1977), Streptococcus mutans (WENHAM et alii, 1979).

As B-frutofuranosidases de fungos, especificamente, Penicillium oxalicum
(YASUDA e alii, 1986), ﬁspergiﬂuﬁ niger ATCC 20611 (HIDAKA er glif, 1988),
Aspergilius syduwi (MURAMATSU et alii, 1988), Aurecbasidium sp 20524 (HAYASHI
et alii, 1991c), Aspergillus japonicus MU-2 (HAYASHI er alif, 1992bc ¢ 1993) ¢
Aspergillus oryzae ATCC 76080 (CHANG et alii, 1994) apresentaram alta atividade de

transfrutosilagio.
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Entretanto, as caracteristicas bioquimicas da enzima B-frutofuranosidase,
como temperatura ¢ pH Otirno de atividade, temperatura e pH de estabilidade, peso
molecular, efeito de fons metdlicos e efeito de inibidores guimicos na atividade, variam
em fungio da linhagem microbiana. UHM et alii (1987) constataram que rés subunidades
da B-frutofuranosidase de Aspergillus niger M-T79 eram glicoprotefnas com teores de 33,
40 e 20% de carboidratos, respectivamente. HIDAKA et alii (1988) e HIRAYAMA et alii
£1989) demonstraram que P-frutofuranosidases de diferentes linhagens microbianas

revelaram especificidades relativas diferentes para os trés receptores alcodlicos primdrios
da sacarose (OH-17, OH-6" ¢ OH-6%).

A B-frotofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus niger ATCC
20611 foi estudada por HIRAYAMA er alii (1989), sendo constatado que seu peso
molecuiar determinado por filtragio em gel Sephadex G-200 foi de 340.000 Daltons (Da).
Entretanto, por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, a enzima apresentou uma
Gnica banda, cujo peso molecular foi estimado em 100,000 Da; tal diferenca sugere a
presenca de subunidades na sua estrutura, A P-frutofuranosidase apresentou atividade
dtima em pH 5,0-6,0 e a 50-60 °C, mostrou-se estivel em pH de 4,5 a 10,0, apds 30
minutos de incubagfo a 40 °C, mantendo-se com 81% de sua atividade em temperaturas
inferiores a 50 °C, apés 30 minutos de reacio. No estudoe da influéncia dos fons metdlicos
Mg*, Fe¥, Mn®, 7Zn*, Co®, Pb*, Ag', Cu®) e das substincias quimicas (p-
cloromercuribenzoato, anilina e EDTA) na atividade enzimatica foi verificado que
somenie o {on mercﬁrio na concentragiio de 1mM inativou a enzima, e os demais ndo
afetaram a atividade:%?ﬁRK & ALMEIDA (1991) observaram que a transirutosilase
extracelular de Aspergillus niger apresentou pH Gtimo de atividade e estabilidade na faixa
de 5.5 2 6.0, sendo a temperatura 6tima de atividade 55 °C.

Para a espécie de Aspergillus japonicus, HAYASHI et alif (1992b)
também relataram que a B-frutofuranosidase bruta de Aspergillus japonicus MU-2
apresentou pH e temperatira Otima de atividade entre 5,0 e 55 ¢ 60 ¢ 65 °C,
respectivamente. A enzima manteve-se estdvel na faixa de pH 4.0 a 9,0, retendo 90% de
sua atividade, apos incubacio de 15 minutos. Em temperaturas inferiores a 50 °C e 15
minutos de incubaciio, a B-frutofuranosidase manteve-se estdvel, retendo 36% da

atividade a 60 °C, sendo, porém, completamente inativada a 70 °C.
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Apb6s purificaciio da f-frutofuranosidase intracelular purificada de
Aspergillus japoricus MU-2, HAYASHI ef alii (1992¢ ¢ 1993) relataram que a enzima
apresentou pH e temperatura 6tima de atividade na faixa de 5,5 a 6,0 e 60 a 65 °C,
respectivamente,. A enzima mostrou-se estdvel em temperaturas inferiores a 60 °C,
retendo 94% de sua atividade entre as temperaturas de 50 ¢ 60 °C, apés 15 minutos de
incubagio, havendo uma reducio de 33% em relagdo & atividade mdxima a 70 "C. A
enzima apresentou-se estdvel na faixa de pH 4,0 a 9,0, ap6s 3 horas de incubagio. Os
parAmetros cinéticos de Ky, ¢ Vg para a sacarose, determinados através de grifico de
Lineweaver-Burk, foram, respectivamente, 210 mM e 0,65 pmolVml/min. O peso
molecular da B-frutofurancsidase intracelular purificada foi de 304.000 Da, determinado
por filtragho em gel Sephadex G-200, embora guando em gel de poliacrilamida a
preparagiio nativa tenha apresentado trés bandas com pesos moleculares de 95.000,
65.000 e 37.000 Da, respectivamente, apés tratamento com 2-mercaptoetancl. A
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, mostrou uma Gnica banda para a enzima
nativa. HAYASHI er alii (1993) ao estudarem o efeito de fons metdlicos na atividade da
B-frutofuranosidase intracelular purificada de Aspergillus japonicus MU-2, constataram
gue a enzima apresentou atividade relativa de 48%, 7%, 2%, 0%, 32% ¢ 0% , na presenca

de 1 mM dos fons Ag’, Pb?, Fe*, Cu™", Zn*, Hg', respectivamente.

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 Da, determinados por filtragio em gel Sephacryl S5-300. 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 Da, respectivamente. O pHea
termperatura Gtima de atividade da enzima foram, respectivamente, 5.4 ¢ 60 °C. A B-
frutofuranosidase mostrou-se estdvel em temperaturas inferiores a 56 °C, apés 20 minutos
de incubacio e na faixa de pH 7,0 a 8,5, ap6s 2 horas de incubagfio a 37 °C. O estudo da
influéncia de fons metdlicos e substAncias gufmicas na atividade enzimdtica
demonstraram que a enzima foi completamente inativada pelos fons Ag’ e Hg", nas
concentragdes de SmM, enquanto os fons Mg”, Na*, Fe™, Mn™", K*, Za®, Co™, Ca™,
Cu¥, Ba®, Pb®", Cd*" e p-cloromercuribenzoato no produziram nenhum efeito na

atividade enzimdtica na concentragdo de SmM.
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Em relagdo a cultura de Aspergillus oryzae, em 1952 PAZUR isolou uma
linhagem gue produzia uma enzima de transferéncia de carboidratos: ransfrutosidase. A
acio dessa enzima diferia daquela transfrutosidase de extrato de alcachofra caracterizada
por EDELMAN & BACON (1951). A principal diferenga era quanio a especificidade do
substrato. Sacarose e rafinose atuavam como substratos para a enzima do A, oryzae, mas,
ndo para a enzima da alcachofra. Por outro lado, a inulina atuava como substrato para a
transfritosidase de alcachofra, mas, nfo para a de A oryzae. Diferencas menores
gxistiram em relaciio 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 acio da transfrutosidase foi representada por
duas etapas: na primeira, o mecanismo envolvia a colisdo da enzima com as moléculas de
substrato, formando um complexo frutosil-enzima (FR.E.), relativamente estdvel com
liberagiio tanto de glicose quanto de melibiose. A segunda etapa envolvia a aproximacio
do complexo frutosil-enzima com a molécula do co-substrato e a transferéncia de
unidades de frutose ao co-substrato com a dissociacdo de novos oligossacarideos do
complexo, Portanto, o mecanismo de agio da transfrutosidase consistia na transferéncia
de unidades frutosil, da sacarose ou rafinose, para compostos frutosil, como frutose,
sacarose, 1-imilobiosil-D-glucose ou rafinose. Estes compostos frutosil atuariam como

co-substratos para a enzima.

CHANG et alii (1994) observaram que a B-frutofuranosidase extracelular
purificada de Aspergillus oryzae ATCC 76080 apresentou pH e temperatura Stima de 5-6
e 50 °C, respectivamente, pH de estabilidade entre 5 a 8, apés incubagfio por 30 minutos a
temperatura ambiente, Ky, de 0,53 M para o substrato sacarose e peso molecular de
87.000 Da, determinado por filtragdo em gel. A atividade enzimdtica foi
significativamente  inibida por mercirio, p-hidroximercuribenzoato e N-

bromosuccninmida, nas concentracdes de 0,25 mM, 0,25 mM e 0,5 mM, respectivamente.

Com relagdio a linhagem de Aurecbasidium sp ATCC 20524, as fragbes P-1
e P-2 da B-frutofuranosidase intracelular purificada foram estudadas quanto as suas
caracteristicas enzimdticas, em diversos trabathos por HAYASHI ¢ alii (1991a, 1992a,
1992¢, 1992, 1994a). As fraces P-1 ¢ P-2 apresentaram peso molecular de 318.000 ¢
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346.000 D, respectivamente, estimado por filtragdo em gel Sephadex G-200. O pH 6timo
de atividade das B-frutofuranosidases P-1 e P-2 foram 4,5-5,5 ¢ 4,5-6,0, respectivamente,
¢ a temperatura Otima de atividade para ambas as fragbes foi de 50-35 °C. As §-
frutofuraneosidases intracelulares purificadas P-1 e P-2 mostraram-se estdveis na faixa de
pH 4 a 9, apds incubaciio por 3 horas ¢ também apresentaram estdveis em temperaturas
inferiores a 50 °C apds submetidas ao tratamento térmico por 15 minutos, porém, foram
inativadas 4 70 °C. Os valores de Ky, & Vs para sacarose, de P-1 e P-2 obtidos através do
grifico de Lineweaver-Burk foram 047 M e 6,84 pmol/mi/min ¢ (,65M ¢ 8,73
pmol/mi/min., respectivamente. As atividades de P-1 e P-2 foram estimuladas pelos fons
Ba®* ¢ Ca®, em concentragdes de 1mM e inibidas pelo p-cloromercuribenzoato na
concentracio de I mM. A fragfio P-1 apresentou atividade residual de 26%, 44%, 12% ¢
6%, respectivamente, em solugbes de 1 mM de AgNO3, ZnSO4, Pb{OAc); e CuSU0;.

Ap6s a purificacdo da B-frutofuranosidase extracelular de Aurecbasidium
sp ATCC 20524, HAYASHI et alii (1992¢) obtiveram duas fragdes E-1 e E-2, cujos
pesos moleculares foram de 304.000 e 315.000 Da, respectivamente, determinado por
filtragfo em gel Sephadex G-200. O pH e a temperatura Stima de atividade para ambas as
fragBes foram de 5,0-55 e S0-55 °C, respectivamente. As f-frutofuranosidases
extracelulares purificadas E-1 e E-2 mostraram-se estdveis na faixa de pH 4 a B, e
também apresentaram estdveis em temperaturas inferiores a 50 °C apds submetidas ao
tratamento térmico por 15 minutos, porém, foram inativadas & 70 °C. Os valores de K, ¢
Vimax de B-1 e E-2 para sacarose, determinados pelo gréfico de Lineweaver-Burk, foram
de 0,34 M e 6,66 umol/mi/min. e 0,28 M e 8,70 pmol/mi/min., respectivamente. As
atividades enzimiticas de E-1 e E-2 foram inibidas por fons merctrio, cobre, e p-

cloromercuribenzoato nas concentragdes de 1 mM.

HAYASHI et alii (1992d.f) estudaram o efeito da deglicosilag@o nas
propriedades da B-frutofuranosidase de Aureobasidium sp ATCC 20524. A remogdo do
carboidrato da enzima foi realizada pela endo-B-N-acetilglucosaminidase F, com redugéo
1o teor de carboidrato de 53% (p/p) para 15% (p/p). A estabilidade da B-frutofuranosidase

deglicosilada em pH 4 a 7 e na temperatura de 40 a 50 °C foi diminuida, e o valor de K,
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para a sacarose fol aumentado de 0,65 para 143 M. Os astores conclufram gque o
carboidrato protege a enzima da protedlise, além de exercer um papel fundamental na

estabilizacio das enzimas,

Ac  estudarem a  frutosiliransferase  extracelular purificada de
Aureobasidivm pullulans C-23, LEE et alii (1991) relataram que o peso molecular da
enzima foi de 170.000 Da, determinados por eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS, sendo seu K, de 0,74 mM, para a sacarose. A enzima foi completamente inibida
pelo fon Hg™, ndo sendo significativamente afetada pelos cdtions Mg™, Na’, Fe®*, Mn™",
K*, Zn™, Co™, Ca*", Cu** e nem por EDTA, na concentragio de 5mM, mas mostrou-se
inativa apds tratamento com N-bromosuccinimida nas concentragées de 3, 20 ¢ S0 mM e
iodo a S0 mM. A enzima apresentou atividade residual de 76 € 41%, em solugido de iodo a

5 e 20 mM, respectivamente.

Posteriomente, LEE et alii (1992) relataram que a frotosiltransferase
intracelular da linhagem Aureobasidium pullulans C-23 apresentou peso molecular de
190.000 Da, determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, e Ky, de
0,43 mM para sacarose. Apresentou pH e temperatura 6tima de atividade de 5,0 e 60 °C,
respectivamente, mantendo-se estdvel em pH de 2,5 a 12, apés 48 horas de incubagéo a 4
°C ¢ em temnperaturas inferiores a 53 °C, apds tratamento térmico de 30 minutos, sendo
completamente inativada a partir de 70 °C. Quanto ao efeito dos cétions Mg, Na*, Fe™,
Mn®*, K*, Zn%*, Co™, Ca™, Cu®, na concentragio de 5 mM, 0s autores observaram pouco
ou nenhum efeito inibitor sobre a frutosiliransferase, mas, constataram que a enzima foi
totalmente inibida pelo fon Hg™. A enzima foi também inativada pelo reagente N-
bromosuccinimida nas concentragdes de 5, 20 ¢ 50 mM e iodo a 530 mM, apresentando
atividade residual de 76 e 41%, em solugfo de iodo a 5 e 20 mM, respectivamente, nio

sendo significativamente afetada por p-cloromercuribenzoato.

JUNG et alii (1989) e HAYASHI er alii (1990) constataram que 2
frutosiltransferase extracelular bruta de Aureobasidium pullulans KFCC 10245 e a §-
frutofuranosidase intracelular bruta de Awreobasidium sp ATCC 20524 apresentaram,

respectivamente, atividade 6tima a 55 °C em pH 5,5 e a 50 °C em pH 5-6. Quanto ao pHe
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temperatura de estabilidade, a B-frutofuranosidase intracelular bruta de Aureobasidium sp
ATCC 20524 manteve-se estdvel em pH 5 a 6, retendo 90% de sua atividade apés 3 horas

de incubagdo, e com retengfo de 95% em sua atividade étima em temperaturas inferiores

a 50 °C.

Uma nova linhagem de Awreobasidium sp 771-1 produtora de B-fruto-
furanosidase foi isolada por OLIVEIRA (1997), A enzima purificada apresentou pH e
temperatura étima de 5,5 e 55 °C, respectivamente, mostrando-se estivel na faixa de pH
4,5 2 6,0 em temperaturas inferiores a 55 °C, sendo inibida pelo fon Hg" e 1; e, também,
pelos reagentes bromosuccinimida e p-hidroximercuribenzoato, nas concentragfes de 1 e
10 mM, apés 30 minutos de incubagfo a 55 °C. Quanto aos parmetros cinéticos de K
Vs 8 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
Da, através de filtracdo em gel Sephadex G-200. A enzima converteu 61% da sacarose
(50% piv) para frutooligossacarideos, sendo obtidos 38% de 1-kestose, 20% de nistose e

3% de frutofuranosil nistose.

FUIITA 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 por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e filtrag@io em Ultragel
AcA 44, respectivamente. O pH e a temperatura Gtima de atividade foram de 6,5-6,8 ¢ 35
°C, respectivamente. A enzima mostrou-se estdvel, apés 2 horas de incubagfio, na faixa de
pH 5,5 a 10,0 a 40 °C. A B-frutofuranosidase apresentou estabilidade térmica, apos 30
minutos de incubacfo, em temperaturas inferiores a 43 °C, a pH 6,5, e manteve cerca de
729% de sua atividade original apds incubaciio a 60 °C. Quanto ao efeito de {ons metdlicos
¢ outros reagentes na atividade da B-frutofuranosidase, em concentragBes de 1 mM, os
referidos autores observaram que a enzima fol quase completamente inativada pelos fons
Cu2+, Ag’, € ng““, cujas atividades relativas foram de 1,1%, 09% e 0,5%,
respectivamente,. Os fons Zn”", Sn*" ¢ Pb*, também inibiram consideravelmente a [3-
frutofuranosidase, onde as atividades relativas foram 18,3%, 22,2% e 33,9%,

respectivamente.
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Com o intuito de estudar a suscetibilidade do substrato a essa reagdo
enzimdtica, FUMTA e alii (1990b) mediram a velocidade de hidrdlise de virios
oligossacarideos, na concentraciio de 10 mM, pela B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp
K-1. A B-frutofuranosidase catalisou somente reacdo hidrolitica, e ndo de transferéncia. A
sacarose foi a mais suscetivel. Erlose, rafinose, frutosilxilosideo, neokestose,
lactosilfrutosideo ¢ estaquiose também foram suscetivels nesta ordem. Os aglcares 1-
kestose, nistose, levanbiose e turanose foram hidrolisados com dificuldade. No caso da
clivagem de neokestose, a sacarose ndo foi produzida. Hste resultade indicou que a
enzima hidrolisava somente a ligac#o §-2,1 da neokestose. Palatinose, inulobiose, maltose
e celobiose nio foram decompostos pela B-frutofuranosidase. Comparande-se com a agéo
hidrolitica das B-frutofuranosidases de Penicillium oxalicum, os autores cbservaram que a
velocidade de hidrdlise da 1-kestose era igual 2 da rafinose. Quanto 3 B-frutofuranosidase
de Aspergillus niger ¢ Aureobasidium pullulans , a enzima hidrolisou 1-kestose mais
rapidamente do que a rafinose, ao contrdrio, portanto, da B-frutofuranosidase de
Arthrobacter sp X-1. Este trabatho permitiu concluir que as propriedades enzimiticas das

f-frutofuranosidases sdo diferentes, em fungfo da origem da enzima.

Segundo HIRAYAMA et alii (1989), a B-frutofuranosidase de Aspergillus
niger ATCC 20611 é uma glicoproteina que contém cerca de 20% (p/p) de carboidratos.
As B-frutofuranosidases de Arthrobacter sp K-1, Aureobasidium sp ATCC 20524
Aspergillus japonicus MU-2 apresentaram teores de 2,4%, 20% e 30-33 % de glicose,
respectivamente (FUIITA ez alii, 1990b; HAYASHI er alii, 1991c; HAYASHI et alii,
1992c).

NISHIZAWA et alii (1980) ao caracterizarem parcialmente a B-
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 (estdgio inicial de crescimento) e na fase conidial {estdgio final
de crescimento), cujos pesos moleculares variaram em fungfio do tipo da metodologia
empregada e da temperatura utilizada durante a sua determinag@io. Assim, 0s pesos
moleculares das fracdes P-1 e P-2 que foram estimados a 4°C foram de 295.000 e 266.000
Da, respectivamente, por filtragio em gel Sephadex G-200. J4 a 25 °C, os pesos
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moleculares de P-1 e P-2 foram 224.000 ¢ 158.000 Da, respectivamente, também por
filtragdo em gel Sephadex (G-200, indicando que as enzimas apresentavam sobunidades
estruturais e que a associacio e dissociacfo dessas subunidades eram dependentes da
temperatura. A enzima P-2 ao ser submetida a filtracio em gel de Sepharcse 4B-
Guanidina-HCI, 4 temperatura ambiente, revelou uma dnica proteina com peso molecular
de 63.000 Da, sugerindo que P-2 seja wm dimero de 63.000 Da a 25 °C e a 4 °C passaria a
ser um tetrimero. Os pesos moleculares de P-1 e P-2, determinados atraves da
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, foram, respectivamente, 108.000 ¢
84.000 Da, com uma udnica banda para ambas as enzimas. Quando as enzimas foram
submetidas a ligacOes cruzadas com dimetilsuberimidato {DMS), ¢, posteriormente,
sujeitas 2 eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, a isoenzima P-1 apresentou trés
bandas de proteina e P-2, duas bandas, demonstrando que cada enzima tintha uma
subunidade estrutural, composta presumivelmente de subunidades idénticas. Os pesos
moleculares de P-1 e P-2, determinados através de ultracentrifugacfo foram,
respectivamente, 202.000 e 140.000 Da. As isoenzimas P-1 e P-2 apresentaram X, de 4,4

mM e 2,1 mM, respectivamente, utilizando sacarose como substrato.

2.5. PRODUCAQ INDUSTRIAL DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

A produgdo industrial de frutooligossacarideos a partir da sacarose fem
sido realizada através da B-frutofuranosidase microbiana oriunda de Aspergillus niger e
Aureobasidium pullulans (HIRAYAMA et alii, 1989; JUNG et alii, 1989; HAYASHI &7
alit: 1990; YUN et alii, 1990 ¢ 1992a; HAYASHI er alii, 1991c).

A sacarose, sendo um substrato de baixo custo, principalmente no Brasil,
vem sendo utilizada como doadora de frutose na sintese de frutooligossacarideos de
cadeia curta, comumente referidos como “neosugar” (HIDAKA et olii, 1986; HIDAKA et
alii, 1988). Estes agiicares sdo produzidos comercialmente pela Meiji Seika Kaisha Lida
do Japiio, que utiliza a §-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) derivada do Aspergilius niger, ¢

gstdo disponiveis tanto na forma bruta, com 55% de neosugar, quanio na forma
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purificada, com 100% de neosugar (HIDAKA ef alii, 1988). Como a forma purificada €
obtida através de separacfio em colunas cromatogréficas de troca tdnica, métodos mais
econdmicos de produgio de frutooligossacarideos com alto teor de kestose e mstose vém
sendo pesquisados, entre eles a utilizacfo das enzimas glicose oxidase e glicose isomerase
para reduzir ou eliminar o teor de glicose livre, pois em concentrages acima de 10% a
glicose inibe a atividade da B-frutofuranosidase (CPC INTERNATIONAL INC. 1981;
JUNG er aqlii, 1993; YUN et alii, 1993 e 1994a). Se direcionarmos os
frutooligossacarideos como alimentos funcionais ¢ ndo como adogante, eles podem ser

comercializados na forma bruta como aditivos em alimentos.

Recentemente, BARTHOMEUF & POURRAT (1995} isolaram uma
linhagem de Penicillium ruguloswm que possuia um sisterna enzimdtico misto constituido
de frotostitransferase ¢ uma glicosidase que produziram altos teores de
frotooligossacarideos a partir da sacarose. Em 10 horas de fermentagio foram produzidos
53,15% de nistose, 22,80% de frutofuranosil nistose e 7,87% de 1-kestose, & partir de
solugiio de sacarose a 65%. HANG er alii (1995) também selecionaram uma oufra
linhagem, Aspergillus foetidus, que cultivada em meio semi-solido de residuo de maga era
capaz de converter sacarose em um xarope de frutooligossacarideos contendo mais de
50% de kestose. Segundo YUN et alii (1990 e 1992a), a produtividade méxima de
frutooligossacarideos foi atingida com f-frutofuranosidase de Aureobasidium puliulans,
utilizando-se concentracbes de 770 a 850 gllitro de sacarose. CHANG er alii {1994),
FUIITA ez alii (1990a) ¢ HIRAYAMA ef alii (1989) obtiveram alta capacidade de
transfrutosilagio em concentragbes de 50% de sacarose com B-frutofuranosidases de

Aspergillus oryzae, Arthrobacter sp. K-1 e Aspergillus niger, respectivamente.

Frutooligossacarideos com vérios graus de polimerizacio estdo sendo
produzidos através da hidrdlise parcial da inulina da chicéria pela Warcoing 5.A ¢
Raffinerie Tirlemontoise S.A. da Bélgica, sob os nomes comerciais de fibruline ¢ raftilose
(L60, L85, L.95 e P95), respectivamente. A Suiker Unie, da Holanda, iniciou também a
produgio de fibruline (FUCHS, 1991). MANLEY-HARRIS & RICHARDS (1991),
relataram a termélise a 100 °C da sacarose amorfa através da agfio de um catalisador deido

(dcido citrice), com a formagfio de trés kestoses e seus a-frutofuranosil andmeros.
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Comparando a obtencéio de frutooligossacarideos a partir da sacarose, via
enzimas microbianas, com os de origem vegetal, como os de chicéria, os obtidos por
sacdrose apresentam viarios fatores a seu favor, como a sua producdo poder crescer
ekpressivamente ano a ano devido a facilidade de se encontrar o substrato, a metodologia
empregada ser relativamente simples, os frutooligossacarfdeos (GF;, GF; e GFy) ndo sio
hidrolisado pelas enzimas do intestino humano, e s@io considerados como fatores

bifidogénicos, ou seja, sdo alimentos funcionais (LEE ez alii, 1992, YUN er alii, 1994a).

A producio de frutooligossacarideos utilizando-se B-frutofuranosidase
fingica apresenta o problema de inibi¢o da enzima pela ghicose gerada como subproduto
(JUNG er alii, 1989 e 1993), interrompendo a reagio enzimdtica e deixando cerca de 10%
de sacarose sem ser convertida, Portanto, o teor mdximo em base seca de
frutooligossacarideos nos produtos comerciais € de 55 a 60% (YUN er alii, 1990). H4
dificuldade em atender ao aumento na demanda por frutooligossacarideos devido aos
processos utilizados na sua producdio, ou seja: o sisterna em batelada com enzima solivel
apresenta baixa produtividade, enquanto o sisterna continuo com enzimas imobilizadas
possui baixa operacionalidade, resultado de uma restrigdo difusional na matriz do gel,
além dos aspectos de preparacio ¢ descarte apés inativagdio (YUN er alif, 1995).
Refletindo esta situagfio, deve-se salientar que a produtividade € obviamente o fator
critico para produgfio comercial de frutooligossacarideos. Para superar este problema,
vérios pesquisadores tém tentado imobilizar a frutosiliransferase solivel em diversos
suportes, tals como: vidro poroso (HAYASHI er alii, 1991a,b); silica (HAYASHI er alii,
1992a, 1993); DEAE-celulose (HAYASHI er alii, 1994a); alginato (HAYASHI er alii,
1994b); trocadores idnicos de alta porosidade (YUN er alii, 1995). Contudo, um sistema

prético que atenda s exigéneias industriais ndo foi relatado até o presente.

2.6 MUTACAO EM Aspergillus niger

A produgiio de enzimas em grande escala, em nivel industrial, a partir de
células vegetais ou animals eucariGticas superiores €, em muitos casos, pouco vidvel,

mesmo através de téenicas de cultura de tecido. Pela utilizagio das novas tecnologias,
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principalmente as de genética, torma-se possivel produzir essas enzimas a partir de
cultivos de microrganismos, onde eles proprios jd produzem a enzima ou entdo faz-se a
insercio do gene responsdvel pela produciio da enzima num microrganismo (AZEVEDO,
1985).

Segundo AZEVEDQ, a biotecnologia pode ser enfendida como a utilizaco
de sistemas celulares para a obtencho de produtos ou para desenvolvimento de processos
indnstriais. Entretanto, a biotecnologia é mais ampla e visa, isto sim, a otimizagio de
seres vivos por técmicas especials que, pelo menos teoricamente, seriam exgemamente
dificeis de ocorrerem naturalmente. Em outras palavras, além de utilizar 08 processos
normais de variacio e cruzamentos naturais, ela deixa essa passividade para ser ativa ¢

busca empregar processos de manipulacio genética de laboratério (AZEVEDO, 1985).

As técnicas de genética disponiveis hoje permitem modificar o patrimdnio
genético de um microrganismo para que ele possa ser utilizado mais eficienternente, ou
ainda, para fabricar determinados produtos que ndo podiam ser obtidos por fermentagdo.
Producio de enzimas, antibidticos, protefnas, aminodcidos, entre outros, servem para
ilustrar as enormes potencialidades do melhoramento genético e da engepharia genética

como ferramentas valiosissimas para a inddstria de fermentacbes (MENEZES, 1989).

A idéia de tratar microrganisinos com agentes mutagénicos ¢ ensalar entre
os sobreviventies aqueles que aumentam sua capacidade de produglie de dcido citrico foi
adotado por KRESLING & STERN (1935) citado por SILVA (1997), os guais
verificaram pela primeira vez que mutantes de A. niger obtidos por tratamentos com loz
ultravioleta produziram consideravelmente mais 4cido citrico que a linhagem parental.
DILLER et alii (1946) verificaram que o mutante (por raios X) de A. niger mostrou-s¢
mais eficiente na produgdio de 4cido citrico que a linhagem parental, embora crescesse
mais lenfamente e produzisse menor quantidade de micélio. GARDNER ef alii (1956},
ptilizando mutante de A. miger induzidos por irradiaciio com rajos X e luz utravioleta,
também obtiveram uma maior producio de 4cido citrico e um desenvolvimento mais
lento da colénia pela linhagem mutante. Entretanto, GERHARDT er alii (1946),
utilizaram o mesmo processo de selecio e dentre vinte isolados monospdricos de A. niger

produtores de dcido citrico, nenhum deles apresentou aumento na produgdo. ILCZUK
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(1968) citado por CALH. {1987), estudando as caracteristicas morfoldgicas quanto 3
coloracdo das coldnias nos mutantes de A. riger (luz ultravioleta), verificou que nenhuma
correlacio foi encontrada entre a cor dos conideos ¢ a habilidade para produgio de deido

citrico.

PARK & SANTI (1977), usando nitrosoguanidina como agente
mutagénico, isolaram wm mutante de Aspergillus awamori que produzia o dobro da
quantidade de amiloglicosidase que a linhagem parental. IVANOVA & IROKHINA
(1983} citado por CALIL (1987), usando o mutagénico nitrosoguanidina (M.N.N.G.) na
selecio de mwmiantes desreprimidos para maltose, isolaram linhagem de A. niger com

produgdio de amiloglicosidase duas vezes e meia mator que 4 linhagem parental.

DAS (1972) em um trabatho de revisdo da literatura referente a processos
utilizados para selecio de linhagens produtoras de 4cido citrico, sugeriu tratamentos
combinados de mutagénicos tanto fisicos como guimicos, BANIK (1974) utilizou
tratamentos combinados de etilenoimina e luz vliravioleta para obtenclo de mutantes de
A. niger e encontrou wm mutante que apresentava aumento na produgfo de 4cido citrico
em relaciio a linhagem parental. NEVALAINEN (1981), usando nitrosoguanidina ¢ raios
gama, isolou um mutante de A. niger com produgio de trés a quatro vezes maior de B-
galactosidase que a finhagem parental. HAYASHIDA & FLOR (1981), utilizando os
mutagénicos nitrosoguanidina e Iuz ultravioleta para isolar mutantes de Aspergiilus
awamori com menor producio de protease, obtiveram um mutante com baixa produgio
de protease entre os 110 clones testados, Também encontraram um mutante que

apresentou aumento na produgfio de 4cido citrico em relagdo a linhagem parental.

Com a dificuldade de s obter antibidticos através de linhagens selvagens e
a necessidade de ser produzido em grande escala, foi, logo apds a i Guerra Mundial, que
pela primeira vez aplicou-se intencionalmente agentes mutagénicos com a finalidade de
alterar a constituicio genética visando aumentar o rendimento em nivel indusirial.
Posteriormente, com o advento de outros produtos, como aminodcidos e nucleotideos, os
quais, como os antibidticos, ndo podiam ser produzidos economicamente ¢om as
tinhagens selvagens, outras técnicas de manipulagio genética, além da indugho, passaram

a ser aplicadas, como a recombinagio ¢ transformagio (MENEZES, 1989).
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Um processo industrial para ser eficiente, deve produzir 0o méximo, no
minimo periodo de tempo e no menor espaco, ¢ portanto, com mator economia
(AZEVEDOQ, 1985). Por isso, os novos instrumentos de recombinacdo ¢ mutagfio vieram
dar uma amplitude extra aos sistemas biol6gicos. Estes instrumentos sfio a8 recentes
tecnologias de aumento de variabilidade e manipulacfio artificial de seres vivos, gue
permitem a “construgfio” de organismos com capacidades novas ou alteradas
(AZEVEDQO, 1985).

A sintese da enzima ¢ regulada normalmente por genes presentes no
cromossomo. Este mmaterial genético € constituido quimicamente pelo  dcido
desoxirribonucléico (DNA), que € wma molécula relativamente estdvel e apresenta uma
replicacdo bastante fiel, sujeita a pequenas alteragles (ue ocorrem espontancamente
durante o crescimento da cultura. Estas alteracSes, denominadas de mutacles, podem ser
benéficas do ponto de vista biotecnoldgico, mas ocorrem numa frequéncia muito baixa (1

em 10° a 10'° células por geragio) (GRAEL & MENEZES, 1989).

Para aumentar a frequéncia de mutacSes utilizam-se diversos agentes que
vio induzir alteragdes no material genético como, por exemplo: agentes fisicos como as
radiacdes ionizantes (raios X) e nio ionizantes (luz ultravioleta); agentes quimicos (N-
metil N’-nitro N-nitrosoguanidina, dcido nitroso, hidroxilamina), insergio e delegio de

fragmentos de DNA (GRAEL & MENEZES, 1989; HENRIQUES & QUEROL, 1987).

A radiacfo ultravioleta & absorvida por diversas substincias celulares, mas
de modo mais significativo pelos dcidos nucléicos, induzindo a formagcio de dimeros de
piridina e hidratos de pirimidina. Estes hidratos formados possibilitam um pareamento
alterado sendo, provavelmente, o responsdvel pela mutagénese (GRAEL & MENEZES,
1989). Nitrosoguanidina age preferencialmente na guanina (alquilagéo), acarretando um
erro na replicacdo da fita de DNA e, cousequentemente, tende a alterar a sequéncia da
fita, Esta nova ordem de bases nitrogenadas, causada por UV ou MN.N.G., pode
conduzir a mudanga de aminodcidos gue constituem a proteina, & consequentements, nas
propriedades enzimiticas, podendo levar a alteragbes nas caracterfsticas biologicas do
individuo. Sabe-se que as mutacdes espontineas sdo raras, embora se saiba que exista a

variabilidade genética dentro da espécie (GURGEL, 19835).
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Os problemas principais na mutagénese sdo: avaliacfio da dose Gtima, do
mutagénico a ser usado e a manutengio da viabilidade deste novo material bioldgico. O
desejdvel € que a mutagfio resulte somente em aumento da produg@io do metabdlito
desejado sem alterar as caracteristicas do microrganismeo, como exemplo, eliminar a

atuagdo do repressor no processo desejado (BALL, 1985).

As tentativas de incrementar o rendimento de processos devem ser feifas
em ambos sentidos: melhoramento genético ¢ otimizagfo das condigdes ambientais de
producio (nutrientes, aeracfio, pH e temperatura) (MENEZES, 1989; DALE, 1983). Hd
muitas outras gualidades que nfo se referem simplesmente A alta produtividade
enzimdtica e que podem auxiliar na reducdo dos custos do processo, como indculo vidvel,
taxa de crescimento alta do microrganismo, substrato de baixo custo a ser utilizado na

fermentacio, facilidade e simplicidade da separaciio do produto desejado (BALL, 1985).

Aplicagio dos conhecimentos de fisiologia de microrganismo aos trabalhos
de otimizagio das condigbes ambientais de produgfio permitem que se obtenha
produtividade mdxima, conforme o patriménio genético da linhagem utilizada, mas
somente alterando este patrimOmio pode-se esperar rendimentos mais elevados

(MENEZES, 1989).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SELECAO DE MUTANTES PRODUTORES DE $-FRUTO-
FURANOSIBASE

3.1.1. MUTACAO COM N-METIL N*-NITRO N-NITROSO-
GUANIDINA (MLN.N.G.)

Esporos da linhagem de A. niger produtora de B-frutofuranosidase, isolada
no Laboratério de Bioquimica de Alimentos - FEA, foram inoculados em tubos de ensaio
estéril contendo o meio de cultura YMA, constitido por 10 g de glicose, 5 g de peptona,
3 g de extrato de malte, 3 g de extrato de levedura, 20 g de agar ¢ 1000ml de dgua, e
incubados a 30°C (estufa Fanem) por 72 horas. Em seguida, dgna destilada estéril foi
adicionada para obter uma suspensdo de esporos (107 esporos/ml}. Vinte mililitros desta
suspensdo de esporos foram misturados com 20 mi da solugio de N-metil N’ -nitro N-
nitrosoguanidina (M.N.N.G.)}, na concentracéo de 4,0 mg/mi de tamp@o citrato 0,2 M pH
5,0, por 10 minutos em tubo de centrifuga esterilizado e centrifugado imediatamente
(centrffuga Beckman - modelo J2-21) para remover o sobrenadante. O precipitado de
esporos foi lavado uma vez com dgua destilada estéril e transferido para 10 ml de melo
minimo, constituido por 40 g de glicose, 3 g de NaNOs, 1 g de K;HPO,, 0,5 g de KCL, 0,2
g de Mg8G0,.7H,0, 0,01 g de FeS80,.7H,0 e 1000ml de dgua destilada, ¢ agitado a 130
rpm {agitador New Brunswich Scientific - série 25), a 30 °C por 24 horas. Micélios foram
separados em 13 de vidro estéril, e aliquotas de 0,1 mi do filtrado foram plaqueadas em
batata-dextrose-agar (PIDA) e incubadas a 30 °C. Cada colbnia desenvolvida nas placas de
Petri foi transferida para tubo de ensaio contendo PDA, e apss crescimento satisfatdrio a

30 °C no tubo foi armazenada em geladeira,
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3.1.2. SELECAO DA LINHAGEM MUTANTE PRODUTORA DE
B-FRUTOFURANOSIDASE

Cada linhagem mutante isolada de acordo com o ftem 3.1.1. foi inoculada
em frascos de Erlenmeyer contendo 10 ml de meio sacarose, constituido por 100 g de
sacarose, 5 g de extrato de levedura, 1 g de uréia e 1000 ml de dgua destilada. Os frascos
permaneceram em um agitador rotatério a 200 rpm, 30 °C, por 72 horas. Apds esse
periodo, o meio fermentado foi centrifugado a 11.000 xg, 4 °C por 1¢ minutos. A
atividade enzimdtica de P-frutofuranosidase no sobrenadante do meio de cultura foi
determinada como descrito no ftem 3.1.2.1. e os frutooligossacarideos foram estirnados
como descrito no ftem 3,1.2.2., através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A linhagem mutante que apresentou maior atividade de B-frutofuranosidase fot
selecionada, £ com intuito de certificar que a mutagio era permanente, ou seja, era
estivel, a linhagem selecionada fol submetida a 10 crescimentos consecutivos em meio
sacarose Mguido e em cada crescimento foi determinada a atividade de (-
Frutofuranosidase extracelular pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no item

3.1.2.1.
Apbs certificar a eficdcia da mutacio, a linhagem mutante selecionada fol

atilizada para dar andamento no trabalho. As demats foram descartadas.

3.1.2.1. DETERMINACAOC DA ATIVIDADE DA $-FRUTO-
FURANOSIDASE PELO TESTE DE GLICOSE OXIDASE

A atividade enzimdtica foi determinada através da quantificacfio de glicose
na mistura de reacio pelo teste de glicose oxidase.

Para determinacdo da atividade enzimdtica da f-frutofuranosidase,
adicionou-se em um tubo de ensaio com rosca 0,9 ml da solucdo de sacarose em tampéo
citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5, sendo a concentragio final de sacarose na reagiio igual a
10%. Apés equilibrado na temperatura de 55 °C, adicionou-se no tubo de ensaio com
rosca 0,1 ml da solucio enzimdtica contendo a B-frutofuranosidase. Os tubos de ensaio

com rosca, contendo a mistura da reagdo, foram incubados em banho de dgua
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termostatizado na temperatura de 55 °C por 30 minutos. Imediatamente, os tubos de
ensaio com rosca foram transferidos para um banho com dgua em ebuligio, para
interromper a reacfio enzimdtica, ¢ ap6s 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A
atividade enzimdtica foi determinada pelo teste de glicose oxidase. Em todos os ensaios
deste experimento, o valor obfido foi subtraido do seu respectivo tubo branco de reagiio, e
convertido em pumol de glicose/minuto/ml.

Tubo brance de reacfo: foi preparado um segundo fubo para cada amostra,
contendo 0,9 ml do substrato sacarose ¢ 0,1 ml da enzima que imediatamente foi
incubado no banhe com dgua em ebulicdio, & apds 5 minutos foram resfriados em banho
de gelo.

A concentragio de glicose foi determinada pelo teste de glicose-
oxidase/peroxidase (Kit CELM): adicionou-se 20 ul da reagfio enzimdtica em 2,0 ml da
solugfio reativa, incubou-se por 10 minutos a 37 °C. Os tbos foram resfriados a 15-20
°C. Em seguida, a absorbéncia foi medida a 525 nm (espectrofotdmetro Beckman, modelo
DU-70}.

Uma unidade de atividade de transfrutosilaciio da $-frutofuranosidase fot
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formaciio de 1 pmol de

glicose/minuto/mi (JUNG et alii, 1987 ¢ 1989; PARK & ALMEIDA, 1991).

3.1.2.2. DETERMINACAO QUANTITATIVA DE ACUCARES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

A andlise quantitativa dos agiicares glicose, frutose, sacarose, GF,, GF; ¢
GF, fol realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, de acordo com
HIDAKA et alli (1988) e JUNG et alii (1989), em cromatdgrafo CG 480 C, acoplado a
um detector refratométrico diferencial IR-CG-410 e coluna YMC poliamina M, nas
seguintes condictes: fluxo de 1 ml/min; presséio de 50 kg/em? » temperatura de 35 °C na
coluna e no detector, acetonitrila/igua como eluente na proporgio de 75:25 de v/v,

respectivamente, ¢ tendo-se como padres: frutose, glicose, sacarose, 1-kestose, nistose,
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P-frutofuranosil nistose. Amostras ¢ padroes antes de serem injetados no cromatégrafo,
foram filtrados em membrana éster de celulose, com porosidade de 0,45 pm.

A atividade de B-frutofuranosidase por CLAE foi determinada através da
quantificacdo de glicose na mistura de reacio. Uma unidade de atividade de transferncia
da B-frutofuranosidase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacio

de 1 umol de glicose/minuto/ml (HIDAKA et alli, 1988; JUNG ez alii, 1989).

3.1.3. MUTACAOPOR RAIOS ULTRAVIOLETA (UV)

Para o tratamento com irradiacfo ultravioleta, preparow-se suspensfio de
esporos da linhagem mutante selecionada no ftem 3.1.2., e aliguotas de § mi foram
transferidas para placas de Petri vazias previamente esterilizadas. As placas de Petri
foram expostas a luz ultravioleta (aparelho UVP - model UVGL-58, A= 254 nm, 18
Watts) a uma distincia de 16 cm. As placas foram retiradas em intervalos de 3 minutos ,
até 15 minutos, ¢ aliquotas de 0,1 mi de cada amostragem foram espalhadas com alga de
Drigalski no meio minimo, conforme descrito no ftem 3.1.1., acrescido de agar 2%. Apds
48 horas de incubagiio a 30 °C, as colbnias isoladas nas placas de Petri foram fransferidas
para tubos de ensaio contendo PDA e apds desenvolvidas, foram armazenadas em
geladeira. Quando a porcentagem de sobreviventes da amostragem foi superior a 0,1%,
todas as coldnias da amostragem foram descartadas.

Cada linhagem mutante isolada foi analisada quantitativamente guanto a
atividade de B-frutofuranosidase através do teste de glicose oxidase, conforme descrito no
ftem 3.1.2.1., e por CLAE para a linhagem que apresentou maior atividade enzimdtica B-
frutofuranosidase, conforme descrite no ftem 3.1.2.2. Para certificar a estabilidade das
mutagdes, as linhagens n® 12 e 15 foram inoculadas em meio de sacarose por 10 vezes
consecutivas, € em cada crescimento a atividade de B-Frutofuranosidase fol monitorada
pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no ftem 3.1.2.1. Dentre estas duas
linhagens mutantes, a gue apresentou maior atividade enzimdtica de fransferéncia ¢ que
manteve-se estdvel quanto a produgdo de enzima, foi escolhida para dar andamento no

trabalfio. As demais foram descartadas.
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3.2. ESTUDO DA PRODUCAQO DE B-FRUTOFURANOSIDASES PELAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A.niger

3.2.1. SELECAO DE MEIOS DE CULTURA PARA PRODUCAQ DE
B-FRUTOFURANOSIDASES PELAS LINHAGENS MUTANTE
E PARENTAL DE A.niger

A linhagem mutante selecionada no ftem 3.1.3. e a parental foram
inoculadas em 3 diferentes meios de cultura propicios para producdo de f-
frutofuranosidase, conforme indicado na literatura. Os meios selecionados foram: a) meio
1 constitufdo por 100 g de sacarose, 5 g de extrato de levedura, 1 g de urédia ¢ 1000 ml de
dgua, utilizado pelo laboratdrio de Biogufmica de Alimentos (FEA) para microrganismos
osmofilicos; b) meio 2 constituido por 50 g de sacarose, 10 g de peptona, 10 g de extrato
de levedura, 3 g de NaCl e 1000 ml de dgua, utilizado por.'.’PARK & ALMEIDA (1991)
para espécie A. niger produtora de B-Frutofuranosidase; ¢) meio 3 constituido por 30 g de
sacarose, 10 g de peptona, 10 g de extrato de malte, 3 g de NaCl e 1000 ml de 4gua,
atilizado por HAYASHI er alii (1989) para a espécie de Aureobasidium produtora de f3-
Frutofuranosidase.

Aliguota de 1 ml da suspensfio de esporos das linhagens mutante e
parental foi inoculada em frascos de Erlenmeyer contendo 10 mi de meio 1, 2 ou 3. Os
frascos permaneceram em um agitador rotatério a 200 rpm, 30 °C, por 72 horas. Apés
esse perfodo, o meio fermentado foi centrifugado a 11.000 xg, 4 °C por 10 minutos. A
atividade enzimdtica de P-frutofuranosidase no sobrenadante do meio de cultura foi

determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no {tem 3.1.2.1.
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3.2.2. ESTUDO DA RELACAO DA PRODUCAQO DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES E ALTERACAO DO pH DO MEIO EM
FUNCAO DO TEMPO DE FERMENTACAO DAS LINHAGENS
MUTANTE E PARENTAL DE A.niger

Uma aliquota de 120 ml da suspensdo contendo 107/ml de esporos de A.
aiger foi adicionada no fermentador {(New Brunswick Scientific - modelo Bioflo II)
contendo 800 ml de meio 2, conforme descrito no item 3.2.1. O desenvolvimento do
fungo foi realizado a 28 °C, sob agitacic de 200 rpm e aeracdo de 1,5 litros/minuto.

Em intervalos de tempo, durante um perfodo de 92 horas, foram retiradas
amostras do meio fermentado para determinaciio do pH e atividade da B-frutofuranosidase
extracelular. A atividade da PB-frutofuranosidase no sobrenadante do meio de cultura foi

determinada de acordo com o item 3.1.2.1.

3.3. PRODUCAQ DAS B-FRUTOFURANOSIDASES BRUTAS A PARTIR
DE LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Alfguotas de 1,5 m} da suspensdo celular de cada linhagem, mutante e
parental, foram inoculadas em 20 frascos de Erlenmeyer (para cada linhagem) contendo
11 mi de meio 2, conforme descrito no item 3.2.1. Os frascos de Erlenmeyer foram
incubados em agitador rotatério a 200 rpm, temperatura de 30 ©C por 30 horas. Apos esse
perfodo, o meio de cultive foi centrifugado a 4 °C, 11.000 xg por 10 minutos. O
sobrenadante foi distribuido em frascos e congelado para o estudo das caracteristicas
bioquimicas da B-frutofuranosidase bruta, como descrito no ftem 3.4, & uma aliquota de
75 ml do sobrenadante foi utilizada para a purificacdo da enzima, conforme descrito no

fterre 3.5.



3.4. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DAS §-FRUTO
FURANOSHIASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O estudo das caracteristicas bioquimicas das [-frutofuranosidases briitas
das linhagens mutante e parental de A. niger em relaco ao efeito do pH e da temperatura
na atividade da enzima, e ao efeito do pH e temperatura na estabilidade da enzima foram

realizados com o sobrenadante obtido de acordo com o {tem 3.3,

3.41. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DAS 8-FRUTO-
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAIL DE A. niger

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimadtica das P-
frutofuranosidases das linhagens muiante ¢ parental de A. niger, adicionou-se em wn
tubo de ensaio com rosca 0,9 ml de solugdio de sacarose em diferentes tampdes, sendo a
concentragio final de sacarose na reagfo igual a 10%. Os sistemas tampdo foram usados
dentro dos limites de sua acfio tamponante: citrato-fosfato 0,1 M (pH 3,0, 4,0, 4,5, 5,0,
5,3, 60 ¢ 7,0) e TRIS 0,1 M (pH 8,0 ¢ 9,0). Apés equilibrado a temperatura de 55 °C,
adicionou-se nos tubos de ensaio com rosca 0,1 mi da B-frotofuranosidase bruta, obtida de
acordo com o itern 3.3. Os twbos de ensaio com rosca, contendo a mistura da reagao,
foram incubados a 55 °C em banho de 4gua termostatizado por 30 minutos.
Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram transferidos para wm banho com &gua
em ebuligiio, para interromper a reagio enzimdtica, e apés 5 minutos foram restriados em
banho de gelo. A atividade enzimadtica foi determinada pelo teste de glicose oxidase,

conforme descrito no ftem 3.1.2.1., e expressas em porcentagem da ativdade relativa.
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3.4.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DAS 8-FRUTO-
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade das enzimas B-
frutofuranosidases das linhagens mutante e parental de A. niger, adicionou-se em tubos
de ensaio com rosca 0,1 ml da B-frutofuranosidase extraceiular bruta, obtida no ftem 3.3,
¢ 0,2 ml de diferentes tampdes. Os sistemas tamp#io foram usados dentro dos limites de
sua acdo tamponante: citrato-fosfato 0,1 M (pH 3.0, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 7,0) ¢ TRIS
{pH 8,0 ¢ 9,0). Os tubos de ensaio com rosca, contendo a mistura, foram pré-incubados a
55 °C' em banho de dgua termostatizado por 30 minutos, e em seguida foram resiriados
em banho de gelo. Para determinar a atividade residual da enzima, adicionou-se, nos
tubos de ensaio com rosca, 0,7 ml da solucdio de sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,1 M
pH 5,5 a 55 °C, sendo a concentragfio final de sacarose na reagfio igual 2 10%. Os twbos
de ensaio com rosca, contendo a mistura da reagiio, foram incubados a 35 °C em banho de
4gua termostatizado por 30 minutos. Imedistamente, os tubos de ensaio com rosca foram
transferidos para um banho com dgua em ebuligiio, para interromper a reag@o enzimética,
¢ apds 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A atividade enzimdtica foi
determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no ftem 3.1.2.1., e expressos

em porcentagem de ativadade relativa.

3.4.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DAS B-FRUTQ
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica das §-fruto-
furanosidases das linhagens mutante e parental de A. niger, adicionou-se em tubos de
ensaio com rosca 0,9 ml de solugdo de sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 5.5,
sendo a concentracio final de sacarose na reacio igual a 10%. Apés equilibrado nas
temperaturas de: 40, 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C, adicionou-se nos tubos de ensaio com

rosca 0,1 mil da B-fruto-furanosidase bruta, obtida de acordo com o item 3.3, Os tubos de
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ensaio com rosca, contendo a mistura da reagfo, foram incubados em banho de dgua
termostatizado nas respectivas temperaturas por 30 minutos. Decorrido este tempo, os
tubos de ensaio com rosca foram transferidos para um banho com dgua em ebulicio, para
interromper a reacdo enzimditica, € ap6s 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A
atividade enzimdtica foi determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no

ftem 3.1.2.1., ¢ expressas em porcentagem de ativadade relativa,

3.4.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DAS
B-FRUTOFURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS
MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito da temperatara na estabilidade das enzimas $-fruto-
furanosidases das linhagens mutante e parental de A. niger, adicionou-se em um tubo de
ensaio com rosca 0,1 ml da B-frutofuranosidase extracelular bruta, obtida no item 3.3. Os
wtbos de ensaio com rosca, contendo a enzima, foram pré-incubados em banho de dgua
termostatizado nas temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C por 30 minutos, ¢ em
seguida foram resfriados em banho de gelo.

Para determinar a atividade residual da enzima, adicionou-se nos tubos de
ensaio com rosca 0.9 ml da solugiio de sacarose em tampio citrato-fosfato 0,1 MpH 3,5 a
55 °C, sendo a concentracio final de sacarose na reagdo igual a 10%. Os tubos de ensaio
com rosca, contendo a mistura da reagiio, foram incubados a 55 °C em banho de dgua
termostatizado por 30 minutos. Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram
transferidos para um banho com dgua em ebulico, para interromper a reagéo enzimdtica,
e ap6s 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A atividade enzimdtica foi
determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no ftem 3.1.2.1,, e expressas

em porcentagem de atividade relativa .
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3.5. PURIFICACAO PARCIAL DAS B-FRUTOFURANOSIDASES
EXTRACELULARES DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL
DE A. niger

As preparagbes das B-frutofuranosidases extracelulares brutas das
linhagens mutante e parental de A. niger, obtidas conforme item 3.3., foram purificadas

parcialmente através de cromatografia em coluna de DEAE-Celulose.

3.5.1. PREPARACAO DAS ENZIMAS EXTRACELULARES DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger '

Para a purificagdo parcial das B-frutofuranosidases extracelulares das
linhagens mutante ¢ parental de A. niger, uma amostra de 75 ml de sobrenadante do
meio, conforme descrito no item 3.3., foi concentrada cinco vezes (ultrafiltragic Amicon,
modelo TCF2A) em membrana de 50.000 Da para obtenglio de 15 ml de enzima

concentrada. Os concentrados foram congelados em seguida.

3.5.2. PURIFICACAQ PARCIAL DAS B-FRUTOFURANOSIDASES
DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger,
ATRAVES DE CROMATOGRAFIA EM COLUNA DEAE-
CELULOSE

A resina DEAB-Celulose foi ativada pelo tratamento com HCl 0,1 N por
20 minutos, lavada vérias vezes com dgua destilada para remoco do HCL Em seguida,
adicionou-se na resina NaOH 0,1N. Ap6s 20 minutos, Javou-se a resina varias vezes com
dgua destilada para remogdio do NaOH, e finalmente, adicionou-se na resina o tampdo
citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5. A resina ativada foi empacotada em colunas de 40 cm de
comprimento por 2,5 cm de difmetro.

O concentrado enzimdtico, obtido de acordo com o itemn 3.5.1., foi aplicado

A coluna de DEAE-Celulose, na proporgio equivalente a 3% do volume da resina
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empacotada, sendo coletadas fragdes com volume de 5 ml a cada 30 munutos. Durante a
¢luicdo, adicionou-se na resina tampdo citrato-fostato 0,05 M pH 3,5 contendo Na(l nas
seguintes concentragbes: 0,1; 0,2; 0.3; 0.4;0,5;0,75¢ 1 M.

O curso de eluigiio das protefnas foi acompanhado através da medida da
absorbincia a 280 nm (WARBURG & CHRISTIAN, 1941), seguide da determpinaclo da
atividade da B-frutofuranosidase, de acordo com o item 3.1.2.1., nas fragles que
apresentarem picos de absorbincia nesse comprimento de onda.

As fragbes contendo maior atividade enzimdtica foram reunidas e
submetidas & didlise contra dgua deionizada a 7 °C durante 24 horas, ¢ em seguida,
equilibradas com tampdo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,5. A concentragéo de protefnas foi
determinada pela metodologia de LOWRY er alii (1951) e a atividade da f-

frutofuranosidase, conforme ftem 3.1.2.1.

3.5.3 OBTENCAO DAS ENZIMAS PURIFICADAS PARCIALMENTE

O eluato obtido conforme item 3.5.2. foi distribuido em vdrios frascos e

congelado, onde posteriormente foram realizados varios estndos sobre as enzimas.

3.6. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES EXTRACELULARES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE
A. niger

O estudo das caracterfsticas bioquimicas das B-frutofuranosidases
extracelulares purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental de A. niger com
relaciio a0 efeito do pH e da temperatura na atividade da enzima, ao efeito do pH ¢ da
temperatura na estabilidade da enzima, ao efeito de fons metdlicos ¢ inibidores na
atividade enzimética, e na determinacfio dos parfimetros cinéticos de K € Ving, foram
realizados com o concentrade enzimdtico purificado parcialmente, conforme descrito no

ftem 3.5.3.
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3.6.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimdtica das B-
frutofuranosidases das linhagens mutante e parental de A. niger, adicionou-se em tubos
de ensaio com rosca 0,9 ml de solugdo de sacarose em diferentes tampdes, sendo a
concentracio final de sacarose na reagdo igual a 10%. Os sistemas tampéo foram usados
dentro dos limites de sua acgfio tamponante: citrato-fosfato 0,1 M (pH 3,0, 4,0, 4,3, 5,0,
5,5, 60e 7,00 e TRIS 0,1 M (pH 8,0 ¢ 9,0). Apds equilibrado a temperatura de 35 °C,
adicionou-se nos tubos de ensaio com rosca 0,1 ml da P-frutofuranosidase purificada
parcialmente, obtida de acordo com o item 3.5.3, Os tubos de ensaio com rosca, contendo
a mistura da reagfo, foram incubados a 55 °C em banho de dgna termostatizado por 30
minutos. Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram transferidos para um banho
com 4gua em ebuliciio, para interromper a reagdo enzimdtica, e apds 5 minutos foram
resfriados em banho de gelo. A atividade enzimdtica foi determinada pelo teste de glicose
oxidase, conforme descrite no item 3.1.2.1., e expressas em porcentagem de atividade

relativa .

3.6.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito do pH na estabilidade das enzimas B-
frutofuranosidases das linhagens mutante ¢ parental de A, niger, adicionou-se em tubos
de ensaip com rosca 0,1 ml das P-frutofuranosidases extracelulares purificadas
parcialmente, obtida no ftem 3.5.3., e 0,2 ml de diferentes tampdes. Os sistemas tampao
foram usados dentro dos Iimites de sua agio tamponante: citrato-fosfato 0,1 M (pH 3,0,
40,45, 50,35, 60¢ 7.0) e TRIS (pH 8,0 ¢ 9,0). Os tubos de ensaio com rosca foram
pré-incubados a 55 °C em banho de dgua termostatizado por 30 minutos, ¢ em seguida

foram resfriados em banho de gelo. Para determinar a atividade residual da enzima,
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adicionou-se, nos tubos de ensaio com rosca gue contém a mistura, 0,7 ml da solugio de
sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5 a 55 °C, sendo a concentracdo final de
sacarose na reagio igual a 10%. Os tubos de ensaio com rosca, contendo a mistura da
reacio, foram incubados a 55 °C em banho de dgua termostatizado por 30 minutos.
Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram transferidos para um banho com dgua
em ebuliciio, para interromper a reaco enzimética, e apds 5 minutos foram resfriados em
banho de gelo. A atividade enzimdtica fol determinada pelo teste de glicose oxidase,

conforme descrito no ftem 3.1.2.1., e expressos em porcentagem de atividade relativa.

3.6.3. EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DAS §-FRUTO
FURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimitica das f-fruto-
furanosidases das linhagens mutante e parental de A. miger, adicionou-se em tubos de
ensaio com rosca 0,9 mi de solugfio de sacarose em tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5,
sendo a concentragio final de sacarose na reacfio igual a 10%. Apés equilibrado nas
temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C, adicionon-se nos tubos de ensaio com
rosca 0,1 ml da B-fruto-sfuranosidase purificada parcialmente, obtida de acordo com o
item 3.5.3. Os tubos de ensaio com rosea, contendo a mistura da reacdo, foram incubados
em banho de 4dgua termostatizado nas respectivas temperaturas por 30 minatos.
Fmediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram transferidos para um banho com dgua
em ebulicfio, para interromper a reagfo enzimdética, e apds 5 minutos foram resfriados em
banho de gelo. A atividade enzimatica fol determinada pelo teste de glicose oxidase,

conforme descrito no ftem 3,1.2.1., e expressas em porcentagem de atividade relativa.
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3.6.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DAS
B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE
DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Para o estudo do efeito da terperatura na estabilidade das enzimas -
frutofuranosidases das linhagens mutante ¢ parental de A. niger, adicionou-se em tubos
de ensaio com rosca 0,1 mi da B-frutofuranosidase extracelular purificada parcialmente,
obtida no ftem 3.5.3. Os tubos de ensaio com rosca foram pré-incubados em banho de
4gua termostatizado nas temperaturas de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 °C por 30 minutos, €
em seguida foram resfriados em banho de gelo.

Para determinar a atividade residual da enzima, adicionou-se nos tubos de
ensaio com rosca 0,9 ml da solugfio de sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,1 MpH 5,5 a
55 °C, sendo a concentragio final de sacarose na reagdo igual a 10%. Os tubos de ensaio
com rosea, contendo a mistura da reagfio, foram incubados a 55 °C em banho de dgua
termostatizado por 30 minutos. Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram
transferidos para um banho com dgua em ebuli¢lo, para interromper 2 reac3o enzirndtica,
e apés 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A atividade enzimdtica foi
determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no ftem 3.1.2.1,, e expressas

em porcentagem de atividade relativa .

3.6.5 EFEITO DE [ONS METALICOS E DE INIBIDORES NA
ATIVIDADE DAS B-FRUTO FURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

Foi testado o efeito de diferentes substidncias inibidoras (arseniato, N-
bromo-succinimida,  p-cloromercuribenzoato, EDTA, p-hidroximercuribenzoato,
. . . oy + 2+, 2, 2, 2+,
jodoacetamida, e B-mercaptoetanol) e dos fons metdlicos (Ag™ ; Ca™ ; Co™ s Cu™™  Fe™
He® : L ; K Mg™; Mn®" : Zn*" ) na atividade enzimética das B-frutofuranosidases

purificadas parcialmente das linhagens mutante ¢ parental de Aspergillus niger.
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Em tubos de ensaie com rosca adicionou-se: 0,5 ml da solug@io de fons ou
de inibidores qufmnicos nas concentragdes de 1 e 10 mM, 0,4 ml de soluciio de sacarose
em tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5, sendo a concentraco final de sacarose na reagiio
igual a 10%. Apds equilibrado a temperatura de 55 °C, adicionou-se nos tubos de ensaio
com rosca 0,1 ml da B-frutofuranosidase purificada parcialmente, obtida de acordo com o
item 3.5.3. Os tubos de ensaio com rosca, contendo a mistura da reacéo, foram incubados
a 55 °C em banho de dgua termostatizado por 30 minutos. Decorrido o tempo, os tubos de
ensaio com rosca foram transferidos para um banho com 4dgua em ebulicdo, para
interromper a reagio enzimdtica, ¢ ap6s 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. No
tubo controle 86 ndio se adicionou o inibidor ou fon. A atividade enzimdtica foi
determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no item 3.1.2.1., ¢ expressas

em porcentagem de atividade relativa .

3.6.6 DETERMINACAC DOS PARAMETROS CINETICOS: KyE
Vumix DAS B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O efeito da concentraciio de sacarose (0.1, 0.2, 0,4, 0,6, 0,8 ¢ 1 Molar) na
atividade das p-frutofuranosidases purificadas parcialmente foi investigado.

Em tubos de ensaio com rosca adicionou-se 0,9 mi da solugdo de sacarose
{0,1,0.2, 0.4, 0,6, 0,8 ¢ 1 M) em tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 3,5. Ap6s equilibrado a
temperatura de 55 °C, adicionou-se nos tubos de ensaio com rosca ,1 ml da B-
frutofuranosidase purificada parcialmente, obtida de acordo com o ftem 3.5.3. Os tubos de
ensaio com rosca, contendo a mistura da reagfio, foram incubados a 55 °C em banho de
dgua termostatizado por 30 minutos. Imediatamente, os tubos de ensaio com rosca foram
transferidos para um banho com 4gua em ebuligio, para interromper a reago enzimdtica,
e ap6s 5 minutos foram resfriados em banho de gelo. A atividade enzimitica foi
determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no item 3.1.2.1., e expressos
em porcentagem de atividade relativa Os valores de K, ¢ Ve foram determinados

utilizando-se o grafico de Augustinsson (WHITAKER, 1972).
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3.7. APLICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE EXTRACELULAR
BRUTA DA LINHAGEM MUTANTE DE A. niger NA PRODUCAQ
DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

A producdo de frutooligossacarideos foi testada a partir de solugdes de
sacarose utilizando B-frutofuranosidase bruta da linhagem mutante de A. niger contendo
9,02 unidades/ml de enzima, conforme descrito no ftem 3.5.3.

Fm tubos de ensaio com rosca adicionou-s¢ 4 mi da solugiio de diferentes
concentracdes de sacarose, em, em tampdo citrato-fosfato 0,1 M pH 5,5, sendo a
concentragiio final de sacarose na mistura de reagfo igual a 10, 30, 40 e 50 %. Apods
equilibrio dos tubos na temperatura de 55 °C, adicionou-se nos tubos de ensaio com rosca
1 ml da B-frutofuranosidase. Os tubos de ensaio com rosca foram incubados a 55 °C em
banho de 4gua termostatizado, e no perfodo de tempo zero e apds 2, 6, 12 e 24 horas de
reacdo, aliquotas de 0,5 ml foram transferidos para um outro tubo de ensaio com rosca.
As aliguotas retiradas foram imediatamente incubadas em banho com dgua em ebuligio
para interromper a reagiio enzimatica. Apés 5 minutos, os tubos foram resfriados em
banho de gelo. O curso da reacfo enzimdtica foi monitorado através da andlise dos

aclicares produzidos por CLAE, conforme descrito no item 3.1.2.2.
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4, RESULTADOS E DISCUSSACQ

4.1. SELECAO DE MUTANTES PRODUTORES B-FRUTO-
FURANOSIDASE

4.1.1. MUTACAO COM N-METIL N’-NITRO N-NITROSO-
GUANIDINA (MLN.N.G.)

A tabela 1 ilustra a taxa de sobrevivéncia dos esporos da linhagem A.
niger, produtora de B-frutofuranosidase (FFO), ap6s tratamento com agente mutagénico
N-Metil N’-Nitro N-Nitrosoguanidina (M.N.N.G.), como descrito no ftem 3.1.1
Observou-se o surgimento de linhagens matantes, num total de 300 unidades formadoras
de coldnias (UFC), onde a taxa de sobrevivéncia foi de 0,003%. Todas estas novas
coldnias foram cultivadas isoladamente em tubos de ensaio contendo o mesmo meio de

cultura ¢ armazenadas em geladeira.

Tabela 1: Taxa de sobrevivéncia de esporos quando expostos ao mutagénico M.IN.N.G.

Inducdo a mutagao Quantidade de Tipo de mutante Sobrevivenies
por MMN.N.G. esporos (%)
{ml)
Antes da exposicdo 107 - 100
Apds exposigio 300* tipo M:  31% 0,003
tipo P: 269%

* Unidade Formadora de Coldnias (UFC)
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Notou-s¢ que apés a exposicio ao agente matagénico, as UFC
apresentaram duas caracteristicas morfolégicas distintas de coldnias: aj tipo P (preta): 269
colbnias com coloragdo negra, como a célula-mie, tipica de Aspergillus niger, b) tipo B
(bege): 31 colbmas com coloragiio bege, atipica de A. niger.

Como o objetivo deste trabalho fol selecionar um mutante de Aspergiilus
niger que produzisse f-Frutofuranosidase extracelular com alta atividade de transferéncia
e baixa atividade hidrolftica, todas as linhagens que sobreviveram ao tratamento com
M.N.N.G. , tanto tipo B como P, foram cultivadas em meio de sacarose conforme descrito
no {tem 3.1, e os seus sobrenadantes foram analisados guanto a atividade da enzima $-
frutofuranosidase pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no ftem 3.1.2.1. As §
linhagens que apresentaram maior atividade enzimdtica também tiveram as suas reagbes
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para confirmar a alta
atividade de transferéncia. Dentre as selecionadas, uma linhagem do tipo B {coloragho
bege) se destacou como produtora de f-Frutofuranosidase extracelular com alta atividade
enzimédtica por ambos os métodos empregados. Certificou-se que a mutagio desta
linhagem selecionada era estdvel pelo valor do coeficiente de variagfo da atividade
enzimdtica durante os 10 crescimentos consecutivos ter sido em forno de 13 %. Em geral,
as células de fungos sdo eucaridticas, sem plasmideos, o que facilita a indugdo de
mutantes permanentes.

Os esporos da linhagem mutante selecionada, cuja colbnias apresentam
coloracio bege, ¢ os da linhagem parental de A. niger, cuja colbnias apresentam coloracio
preta, como demonstra as figuras 1 e 2, foram analisados morfologicamente por
microscopia 6tica e verificou-se que os esporos também apresentavam estruiura diferente
quanto ao tamanho e numero, sendo que as linhagens do tipo B possuiam menor
quantidade de esporos que as do tipo P, além do seu tamanho ser bem inferior, como
demonstra as figuras 3 e 4. Devido a grande quantidade de esporos produzidos pelos
fungos, recobrinde toda a sua superficie, a coloragio da colénia de fungos € fortemente
influenciada pela cor dos seus esporos, portanto, pode-se a priori justificar que 2
coloragio bege apresentada pelas linhagens do tipo B de Aspergillus niger foi decorrente

da diminui¢io do ndmero e do tamanho dos esporos.
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Figura 2: Cultivo das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger em meio semi-

s6lido de farelo de trigo

45



Figura 3: Caracteristicas morfolGgicas dos esporos da linhagem mutante selecionada de

Aspergillus niger cultivados em meio PDA (250 X)

Figura 4: Caracteristicas morfoldgicas dos esporos da linhagem parental de Aspergillus

niger cultivados em meio PDA (125 X)

46



4.1.2. MUTACAO POR RAIOS ULTRAVIOLETA (UV)

A tabela 2 representa as unidades formadoras de coldnias (UFC) apds os
esporos da linhagem mutante selecionada no ftem 4.1.1. serem submetidos aos raios
nltravioleta, conforme descrito no ftem 3.1.3. Observa-se gue nos tempos de exposi¢io 12
e 15 minutos ndo houve sobreviventes. O tempo 3 minutos de exposigio foi descartado

por apresentar uma taxa de sobrevivéncia maior que 0,1%.

Tabela 2: Taxa de sobrevivéncia de esporos apds irradiagio com raios ultravioleta

Tempo de exposigdo nos Quantidade de Unidades Sobrevivenies
raios ultravioleta Formadoras de Colénias {9}
{rminutos) (UFC)
controle 30.000 106
3 130 0,434
6 25 0,084
9 12 0,040
12 | 0 :
15 0 -

Todas as linhagens que sobreviveram 2 exposicdo dos raios ultravioletas
por 6 e 9 minutos apresentaram suas colonias com coloracic bege, como o controle.
Neste processo mutagénico ndo foi detectado visnalmente nenhuma alteracio morfoldgica
nas coldnias, como ocorrido no item 4.1.1. Estas novas colOnias foram analisadas quanto
a sua atividade de B-fratofuranosidase, pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito

no ftem 3.1.2.1. Duas linhagens mutantes, as de nimero 12 e 15, se destacaram quanto a
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atividade de f-frutofuranosidase, e visando a producglo de frutoohgossacarideos, as
atividades enzimadticas de ambas também foram analisadas por CLAE, conforme descrito
no ftem 3.1.2.2., onde confirmaram que eram produtoras de frutooligossacarfdeos.

Ambas linhagens apresentaram um coeficiente de variaciio menor que 10%
na suas atividades enzimdtica, certificando assim qgue os mutantes sdo vidveis, Foi
selecionada a linhagem n® 12 por apresentar maior atividade enzimdtica extracelular,
cerca de 30%, na produgio de frutooligossacarideos de cadeia curta (GF,, GF; ¢ GFy}.

A linhagem mutante selecionada n° 12, que apresenta coloragfio bege, foi
denominada de linhagem mutante (M) e a linhagem made, que nio sofreu gualquer
processo mutagénico, de parental (P). Quando crescidas em meio de sacarose, a linhagem
mutante apresentou mais que o dobro de atividade de B-Frutofuranosidase que a parental,
9.02 e 4,37 U, respectivamente, conforme tabela 3. Ambas atividades foram determinadas

pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no item 3.1.2.1.

Tabela 3: Atividades das B-frutofuranosidases das linhagens mutante ¢ parental de

Aspergillus niger.
Linhagens Atividade de P-frutofuranocsidase
{umol glicose/min/mi}
Mutante 9,02
Parental 4,37
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4.2. ESTUDO DA PRODUCAO DE B-FRUTOFURANOSIDASES PELAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

4.2.1. SELECAQ DOS MEIOS DE CULTURA PARA PRODUCAQ DE
B-FRUTOFURANOSIDASES PELAS LINHAGENS MUTANTE
E PARENTAL DE A. niger

A producdo de B-frutofuranosidase pelas linhagens mutante e parental de
A. niger em diferentes meio de cultura especificamente selecionados para produgio desta
enzima, conforme ftem 3.3., estio representados na figura 5. Venfica-se que 0 meio 2,
contendo sacarose 5%, peptona 1%, extrato de levedura 1% e NaCl 0,3%, apresentou uma
maior atividade enzimdtica para ambas linhagens em comparagdo aos outros meios, tanto
para 18 guanto para 27 horas de incubagdo, por isso, este foi o meio selecionado a sex
usado ao longo do trabalho. Este resultado confirma o que PARK & ALMEIDA (1991)
relataramn sobre o efeito da fonte de carbono na produclio da enzima, onde os aufores
verificaram uma maior atividade da B-Frutofuranosidase extracelular quando sacarose ou
rafinose foi utilizada como dnica fonte de carbono no meio de cultura. Os autores também
relataram que B-Frutofuranosidase € uma enzima induzida.

Comparando-se a produgfio de enzima apés 18 horas ¢ 27 horas de
incubagfio, verificou-se que apés 27 horas de incubagiio ocorren, em todos os trés meios
testados, um aumento pa atividade enzimdtica nas duas linhagens. Especificamente no
meio selecionado 1° 2, neste intervalo de tempo a atividade enzimatica apresentou um
agmentou em torno de 4,1 vezes (de 2,81 para 11,43 U), j4 a linhagem parental aumentou
cerca de 1,9 vezes {de 3,07 para 5,71 U).

49



diferentes meios

[ 18 hors
B 27 horas

(=]

— —
o N
S PP

Atividade Enzimatica
{umolGli/min/mil)
E-3 ()]

meios

figura 5: Estudo de diferentes meios de cultura quanto a produgao de B-frutofuranosidases
das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger em dois diferentes tempos
de fermentacdo. No eixo X, os nimeros correspondem aos meios de cultura (1=
meio 1; 2= meio 2; e 3= meio 3) e as letras as linhagens (p= parental; m=

mutante).

42.2. ESTUDO DA RELACAO DA PRODUCAO DE B-FRUTO-
FURANOSIDASES E ALTERACAO DO pH DO MEIO EM FUNCAO DO
TEMPO DE FERMENTACAO DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O meio de cultura selecionado n° 2, descrito no item 3.2.1., foi utilizado no
estudo da relagdo da producdo das enzimas B-frutofuranosidases ¢ alteragdo do pH do

meio em funcdo do tempo de fermentag@o das linhagens mutante e parental de A. niger.

Os respectivos valores estio representados nas figuras 6 e 7 para as linhagens mutante e

parental, respectivamente.
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figura 6: Estudo da relagdio entre o tempo de fermentagdo, produgdo de B-

frutofuranosidase e alteracdo do pH da linhagem mutante de Aspergillus niger.

Verifica-se pela figura 6 que a atividade da P-frutofuranosidase da
linhagem mutante, determinada pelo teste de glicose oxidase, conforme descrito no item
3.1.2.1., apresentou um aumento nas 6 primeiras horas, elevando intensamente entre 6e
20 horas, ocorrendo um aumento moderado durante o periodo 20-25 horas, onde a 25
horas de fermentagio apresentou a maior atividade enzimdtica (5,72 U), decaindo
levemente no intervalo de 25-31 horas de fermentagdo, e fortemente de 31 a 44 horas. No
intervalo de 44 a 92 horas de fermentacdo, a atividade enzimética permaneceu baixa.

Nio foi possivel obter os dados de massa celular ao longo do tempo devido
a cultura das linhagens mutante e parental de A. niger apresentarem-se €m forma de
“pellets”, e estes serem bem maiores que o didmetro interno do cano coletor de amostras
do fermentador.

A figura 7 ilustra a produgio de B-frutofuranosidase pela linhagem parental
ao longo de 92 horas de fermentagdo. Nota-se que o periodo de producdo de enzima foi
similar a linhagem mutante, porém com atividade enzimatica méxima sendo inferior a 50

% em relacao a da mutante.
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Figura 7: Estudo da relacdo entre o tempo de fermentagdo, producido de B-

frutofuranosidase e alteracdo do pH da linhagem parental de Aspergillus niger.

Nota-se na figura 7 que houve um aumento nas primeiras 25 horas, sendo
acentuado entre 6 e 20 horas, atingindo atividade méxima de 2,73 U a 25 horas de
fermentagdo. Em seguida, a atividade enzimitica apresentou um declinio até 44 horas,
onde apresentava uma baixissima atividade, permanecendo constante até o fim do
experimento, 92 horas de fermentacao.

Estes dois grficos sdo tipicos aos apresentados na literatura por
microrganismos produtores de B-frutofuranosidase, onde a atividade enzimdtica inicia-se
ap6s 15 horas de fermentagdo, atinge o dpice entre 20 e 30 horas e em seguida comega a
decair até 42 horas, e ap6s 42 horas permanece baixa. O fato dos valores da atividade
enzimatica serem menores neste ensaio pode ser explicado devido as condigdes para o
crescimento da cultura utilizando-se um fermentador com capacidade para 1,5 litros ser
diferente dos frascos de Erlenmeyer de 50 ml em agitador rotatério que foram usados
anteriormente, e segundo DUAN et alii (1994) a aeragdo e a agitagao nos fermentadores

alteram significativamente a produgao da enzima B-frutofuranosidase.
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4.3. PRODUCAO DAS 8-FRUTOFURANOSIDASES BRUTAS A PARTIR
DE LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

A produciio das f-frutofuranosidases brutas das linhagens mutanie e
parental de Aspergillus niger foi realizada como descrito no ftem 3.3. e foram utilizadas
nos ftens 4.4., 4.5, ¢ 4.6. O sobrenadante do meio de cuitura das linhagens mutante ¢
parental utilizados como preparacio bruta de f-frutofuranosidases apresentaram

respectivamente 11,4 pmolglicose/mi/min e 5,71 umolglicose/ml/min.

4.4. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

4.4.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DAS §-FRUTO-
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O grifico da figura 8 representa o efeito do pH nas atividades enzimaticas
das B-frutofuranosidases brutas das linhagens mutante e parental de A. miger, expressas
em % de atividade relativa, conforme descrito no ftem 3.4.1.

Nota-se¢ que ambas enzimas tiveram comportamento semelhante em
relagio ao efeito do pH na atividade enzimatica, sendo que a 8-frutofuranosidase das
linhagens mutante e parental apresentaram methor atividade quando incubadas no pH 5.5.
As duas enzimas apresentaram boa atividade relativa, acima de 80 %, na faixa de pH 5.0-
6,0. Em pH inferior a 40 e a pH 9,0, ambas apresentaram baizissima atividade
enzimatica.

Fstes valores coincidem com os relatados na literatura, ndio sé para as p-
frutofuranosidases oriundas das espécies de Aspergillus como para as demais produtoras

de frutooligossacarideos, entre elas, enzimas brutas de Aureobasidium pullulans KPCC
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Figura 8: Efeito do pH nas atividades das B-frutofuranosidases bruta das linhagens

mutantes e parental de Aspergillus niger.

10245 e Aureobasidium sp ATCC 20524, que apresentaram pH 6timo de atividade na
faixa de 5,0-6,0, JUNG et alii, 1989, HAYASHI er alii, 1990, respectivamente);
Aspergillus japonicus, na faixa de 5,0-5,5 (HAYASHI et alii, 1992b); Aureobasidium sp
771-1, pH 6timo em 5,3 (OLIVEIRA, 1997). A PB-frutofuranosidase de Scopulariopsis
brevicaulis apresentou pH 6timo na faixa de 6,5-7,5 (TAKEDA et alii, 1994).

Neste experimento, foi observado que na faixa de pH 3,0-4,5 ocorreu
hidrélise na molécula de sacarose provocada pelo efeito do pH (hidrolise quimica), €
consequentemente superestimando os valores obtidos quando determinados pelo teste de
glicose oxidase. Para eliminar este inconveniente, incluiu para cada amostra um tubo
controle, onde s6 ndo se adicionou o extrato enzimatico. O valor apresentado no tubo

controle foi subtraido do tubo amostra.
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4.4.2. EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O efeito do pH na estabilidade das enzimas B-frutofuranosidases brutas de
ambas linhagens mutante e parental de A. niger, expressas em % de atividade relativa,
conforme descrito no item 3.4.2., estdo registrados nos graficos da figura 9. Observa-se
que as duas enzimas oriundas de linhagens diferentes (mutante e parental) apresentaram
praticamente os mesmos resultados quanto ao efeito do pH sobre a enzima, sendo ambas
enzimas estdveis na faixa de pH 4,5-6,0 (atividade acima de 80 %), e a melhor
estabilidade para ambas foi registrado no pH 5,5. Quando expostas aos pH 3,0 e 9,0 as

enzimas apresentaram suas atividades fortemente reduzidas.
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Figura 9: Efeito do pH na estabilidade das B-frutofuranosidases brutas das linhagens

mutantes e parental de Aspergillus niger.
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HAYASHI et alii (1992b) relataram que a B-frutofuranosidase bruta de
Aspergillus japonicus mostrou-se estivel na faixa de pH 4,0-9,0, retendo 90% de sua
atividade apés 15 minutos de agfio do pH sobre a enzima. As enzimas B-frutofuranosidase
bruta intracelular de Awreobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI er afii, 1990) ¢
extracelular de Awureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997) {ambém apresentaram
estabilidade na faixa de pH 5,0-6,0. Vale ressaltar que o efeito de hidrolise dcida sobre o
substrato foi observado nos pH 3,0, 4,0 e 4,5, e o mesmo procedimento utilizado no {tem

4.4.1, para eliminar este interferente foi também adotado neste ftem.

4.4.3, EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DAS 8-

FRUTOFURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS
MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

A fignra 10 representa os gréficos referente ac estudo do efeite da
temperatura na atividade enzimadtica das B-frutofuranosidases das linhagens mutante €
parental de A. niger, expresso em % de atividade relativa, conforme descrito no ftem
3.4.3, Verifica-se, como ji ocorrido com pH 6timo e de estabilidade, conforme os itens
44.1. e 44.2. respectivamente, que ambas enzimas apresentaram as mesmas
caracteristicas quanto a0 efeiic da temperatura na agio das enzimas, apresentando uma
atividade 6tima na faixa de 50-55 °C. Na temperatura de 60 °C, ambas enzimas
apresentaram atividade relativa de 90%, mas a 70 °C foi obtido apenas 10% de atividade
relativa.

Estes dados conferem com os da literatura, onde a faixa Otima de
temperatura para as diferentes p-frutofuranosidases brutas microbianas situaram em torno
de 50-60 °C, como em Aureobasidium pullulans KFCC 10245 (JUNG et alii, 1989),
Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii, 1990), Aspergillus japonicis
(HAYASHI et alii, 1992b), Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997), entretanto, a B-
frutofuranosidase de Seopulariopsis brevicaulis apresentou temperatura 6timsa na faixa de

25-30 °C (TAKEDA e alii, 1994,
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Figura 10: Efeito da temperatura na atividade das B-frutofuranosidases brutas das

linhagens mutantes e parental de Aspergillus niger.

4.4.4. EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DAS
B-FRUTOFURANOSIDASES BRUTAS DAS LINHAGENS
MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

No grifico da figura 11, que expressa o efeito da temperatura na
estabilidade das enzimas B-frutofuranosidases das linhagens mutante e parental de A.
niger, conforme descrito no item 3.4.4. Nota-se que ambas enzimas apresentaram as
mesmas caracteristicas quanto ao efeito da temperatura sobre a enzima, sendo que na
faixa de 40 a 60 °C a enzima quase nio foi afetada pela temperatura quando exposta por

30 minutos, entretanto, foram praticamente inativadas a 70 °C.
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Figura 11: Efeito da temperatura na estabilidade das B-frutofuranosidases brutas das

linhagens mutantes e parental de Aspergillus niger.

Estes valores coincidem com os apresentados pelas P-frutofuranosidases

brutas de Aureobasidium sp ATCC 20524, Aspergillus japonicus e Aureobasidium sp
771-1, relatadas por HAYASHI et alii (1990), HAYASHI et alii (1992b) e OLIVEIRA
(1997), respectivamente, as quais mostraram-se estdveis em temperaturas inferiores a
60 °C apresentando valores de atividade relativa superiores a 80%, e foram praticamente
inativadas quando expostas a temperatura de 70 °C.

Nota-se que as preparagdes brutas das B-frutofuranosidases obtidas a partir
das linhagens mutante e parental, ndo apresentaram nenhuma diferenciagdo entre si
quanto ao pH e temperatura Gtima para reagdo, e também quanto a estabilidade das

enzimas frente a variag¢do de pH e temperatura.
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4.5 PRODUCAO E PURIFICACAO PARCIAL DAS B-FRUTO-
FURANOSIDASES EXTRACELULARES DAS LINHAGENS
MUTANTE E PARENTAL DE A, niger

A producio e purificacio das P-frutofuranosidases extracelulares das
linhagens mutante e parental de A. niger foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita nos ftens 3.5.1. ¢ 3.5.2. O fluxograma de producdio e purificacio das enzimas €

ilustrado na tabela 4.

Tabela 4: Fluxograma da obtengdo das enzimas B-frutofuranosidases extracelulares
purificadas parcialmente produzidas pelas linhagens mutante e parental de
Aspergillus niger

Fermentagio do microrganismo em agitador rotatério a 30°C, por 30 horas a 200 rpm

+
Separagio da enzima extracelular (11.000g) por 10 minutos 2 4°C

2

Sobrenadante
~L
Concentragio por ultrafiltragio (membrana com porosidade de 50.000 Da) a 9°C

\

Fracionamento em coluna de DEAE-Celirlose

d
didlise
d

B-frutofuranosidase extracelular purificada armazenada a 9°C
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4.5.1 PRODUCAO DAS ENZIMAS EXTRACELULARES DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

Os sobrenadantes contendo as enzimas B-frutofuranosidases extracelulares
das linhagens mutante e parental de A. niger, conforme descrito no item 3.3, foram
concentradas cerca de 5 vezes por ultrafiltraggo, utilizando membrana com porosidade de
50.000 Da, o volume final foi 18 ml para linhagem mutante, e 15 ml para a parental. A
atividade enzimdtica do extrato da p-frutofuranosidase da linhagens mutante aumentou de
11,4 U/ml para 48,6 U/ml e da linhagem parental 5,71 U/ml para 24,35 U/ml.

4.5.2. PURIFICACAO PARCIAL DAS B-FRUTOFURANOSIDASES
DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger,
ATRAVES DE CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE DEAE-
CELULOSE

A purificacdo parcial das p-frutofuranosidases das linhagens mutante e
parental, representadas nas figuras 12 e 13, foi realizada como descrito no ftem 3.5.2. A
figura 12 ilustra a purificagdo parcial da B-frutofuranosidase da linhagem mutante de
Aspergillus niger em coluna DEAE-Celulose. Observa-se que a enzima [-
frutofuranosidase da linhagem mutante foi eluida na presenga de 0,1 M de NaCl. Os

demais picos de elui¢do proteica ndo apresentaram atividade de p-frutofuranosidase.




14 +
—— Atividade enzimética

proteinas (\

12 —— NaCl

Atividade enzimatica
{umolGli/fmin/ml)
Absorbéancia (280 nm)
NaCl (Molar)

1 3 61 91 121 151 181 211

fragoes

Figura 12: Cromatografia da B-frutofuranosidase da linhagem mutante de Aspergillus

niger em coluna de DEAE-Celulose

A figura 10 ilustra que na purificagdo da enzima da linhagem parental de
Aspergillus niger em coluna de DEAE-Celulose, essa foi eluida com tampao contendo 0,2

M de NaCl. Os demais picos de eluigio proteica nfo apresentaram atividade de p-

frutofuranosidase.
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—— Atividade enzimatica
proteinas + 0,9

=
(=]

©
NacCl (Molar)

[+)]

Atividade Enzimatica
(umolGli/min/ml)
Absorbancia (280 nm)

E=

Fracoes

Figura 13: Cromatografia da B-frutofuranosidase da linhagem parental de Aspergillus

niger em coluna de DEAE-Celulose

As tabelas 5 e 6 mostram as etapas de purificagdo parcial das -
frutofuranosidases das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger. A preparagdo
enzimética de B-frutofuranosidase da linhagem parental de Aspergillus niger obtida ap0s
purificagio em coluna de DEAE-Celulose e didlise apresentou 15,4 unidades/ml enquanto
que a da linhagem mutante apresentou 15,8 unidades/ml. Ambas apresentaram uma perda

de 50% na sua atividade durante a etapa de cromatografia em DEAE-Celulose.
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4.6. ESTUDO DAS CARACTERISTICAS DAS -

FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE DAS
LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

4.6.1. DETERMINACAO DO pH OTIMO DE ATIVIDADE DAS
B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE
DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

A figura 14 ilustra o efeito do pH na atividade enzimdtica das -fruto-
furanosidases purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental de  A. niger,
expressas em % de atividade relativa. As P-fratofuranosidases purificadas das linhagens
mutante e da parental apresentaram atividade 6tima na faixa de pH 5,5-6,0 ¢ pk 5,0-6,0,
respectivamente. No pH 6,5 ambas enzimas apresentaram atividade acima de 80 % da
tima. Em pH 3,0 ¢ nos acima de pH 8,0 a atividade relativa de B-frutofuranosidase a 55
°C foi inferior a 20% da 6tima, sendo praticamente inativadas em pH 9,0. Como jd
esperado, na faixa de pH 3,0-4,5 ocorreu hidrélise quitnica da sacarase, como comentado
no ftem 4.4.1.

Nesta faixa de pH 350-60 em que as enzimas B-frutofuranosidases
purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental de A. niger apresentaram
atividade 6tima, as B-frutofuranosidases purificadas oriundas de outros microrganismos
também apresentaram atividade &tima nesta mesma faixa {(pH 5,0-6,0), como 2a
intracelular de Aspergillus niger ATCC 20611 (HIRAYAMA et alii, 1989), extracelular
de Aspergillus niger (PARK & ALMEIDA, 1991), intracelular de Aspergillus japonicus
MU-2 (HAYASHI ¢ alii, 1992¢), intra e extracclular de Aureobasidium sp ATCC 20524
(HAYASHI er alif, 1992a ¢ 1992e, respectivamente), intracelular de Awureobasidium
pullulans C-23 (LEE et alii, 1992), Aspergillus oryzae ATCC 76080 (CHANG er alii,
1994) e extracelular de Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997).
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Figural4: Efeito do pH na atividade das B-frutofuranosidases extracelulares purificadas

parcialmente das linhagens mutantes e parental de Aspergillus niger.

4.6.2. DETERMINACAO DO pH DE ESTABILIDADE DAS -
FRUTO-FURANOSIDASES PURIFICADAS PARCIALMENTE
DAS LINHAGENS MUTANTE E PARENTAL DE A. niger

O efeito do pH na atividade das enzimas B-frutofuranosidases purificadas
parcialmente das linhagens mutante e parental de A. niger, expressas em % de atividade
relativa, estdo registrados nos gréficos da figura 15. As B-frutofuranosidases purificadas
das linhagens mutante e parental apresentaram maior estabilidade na faixa de pH 5,0-6,0.

Nos pH 3,0 € 9,0 as enzimas foram inativadas.
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As B-frutofuranosidases apresentam diferente faixa de pH de estabilidade

dependendo da fonte microbiana. A PB-frutofuranosidase intracelular de Aspergillus

Japonicus MU-2 (HAYASHI et alii, 1992c), Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI

et alii, 1992e) e Aureobasidium pullulans (LEE et alii, 1992) apresentaram maior

estabilidade na faixa de pH de 4,0-9,0, enquanto que a enzima extracelular de
Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997) na faixa de 4,5-6,0. As B-frutofuranosidases
extracelulares de Aspergillus niger ATCC 20611 (HIRAYAMA et alii, 1989), Aspergillus
oryzae ATCC 76080 (CHANG et alii, 1994), Aspergillus niger (PARK & ALMEIDA,
1991), Arthrobacter sp K-1 (FUJITA et alii, 1990) e Aspergillus japonicus TIT-KJ1
(DUAN et alii, 1993) mostraram estabilidade nas faixas de 4,5-10,0, 5,0-8,0, 5,5-6,5,

5,5-10,0 e 7,0-8.,5, respectivamente.
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Figura 15: Efeito do pH na estabilidade das B-frutofuranosidases extracelulares

purificadas parcialmente das linhagens mutantes e parental de Aspergillus

niger.
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4.6.3. DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE
ATIVIDADE DAS B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

A figura 16 representa os grificos referentes ao estudo do efeito da
temperatura na atividade enzimdtica das B-frutofuranosidases purificadas parcialmente
das linhagens mutante e parental de A. niger, expresso em % de atividade relativa.
Verifica-se que a temperatura Gtima para ambas enzimas purificadas apresentou-se na
faixa de 50-60 °C, igualmente quando presente na forma bruta, conforme descrito no item

4.4.3.
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o
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=
o
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2 40 -
<
S
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20 —#— FFase-parental
0 | B s = ey =y
30 40 50 60 70 80

temperatura (C)

Figura 16: Efeito da temperatura na atividade das B-frutofuranosidases extracelulares
purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental de Aspergillus

niger.
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As B-frutofuranosidases purificadas oriundas de outros microrganismos
também apresentaram atividade 6tima entre 50 e 60 °C, como as intracelulares de
Aspergiltus niger ATCC 20611 (HIRAYAMA et qlii, 1989), de Aspergillus joponicus
TIT-kil (DUAN et alii, 1993), de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii,
1992a), de Aureobasidium pullulans C-23 (LEE et alii, 1992) e de Aspergillus oryzae
ATCC 76080 (CHANG er alii, 1994), ¢ as extracelulares de Aspergillus niger (PARK &
ALMEIDA, 1991), de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii, 1992¢) e de
Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997).

4.6.4. DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE ESTABILIDADE
DAS B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

Os gréficos da figura 17 expressam o efeito da temperatura na estabilidade
das B-frutofuranosidases purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental de A.
niger. Observa-se que as enzimas permaneceram estdveis em temperaturas inferiores a
55 °C ap6s 30 minutos de tratamento. Apés tratamento durante 30 minutos a 60 °C, as
enzimas apresentavam 80% ou mais da atividade inicial, sendo inativadas na temperatura
de 70°C.

A maioria dos trabalhos publicados revelam gue a enzima B-
frutofuranosidase na forma purificada apresentam mais que 80% da atividade inicial em
temperaturas inferiores a 50 °C, como a intracelular de Aspergillus niger ATCC 20611
(HIRAYAMA er alii, 1989), intra & extracelular de Aureobasidium sp ATCC 20524
(HAYASHI er alii, 1992a e 1992e, respectivamente). Porém, a temperatura de
estabilidade da enzima intracelular de Aspergillus japonicus MU-2 (HAYASHI ez alil,
1992¢) foi inferior a 60 °C; j4 para a de Arthobacter sp K-1 (FUNTA er alil, 1989} foi

inferior a 45 °C.
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Figuré 17: Efeito da temperatura na estabilidade das B-frutofuranosidases extracelulares

purificadas parcialmente das linhagens mutantes e parental de A. niger.

4.6.5. EFEITO DE IONS METALICOS E DE INIBIDORES NA
ATIVIDADE DAS B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O efeito de substincias quimicas inibidoras (arseniato, N-
bromosuccinimida, p-cloromercuribenzoato, EDTA, p-hidroximercuribenzoato,
; g - 21z + 2+, 2+, 2+, 2+,
iodoacetamida, e -mercaptoetanol) e de fons metdlicos (Ag", Ca™; Co™; Cu™; Fe™;
Hg’"; L ; K5 Mg?"; Mn®"; Zn®) na atividade enzimdtica das p-frutofuranosidases
purificadas parcialmente das linhagens mutante e parental estdo expressos, em % de

atividade relativa, nas tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7: Efeito de inibidores (1 e 10 mM) na atividade da $-frutofuranosidase purificada

das linhagens mutante ¢ parental de Aspergillus niger.

ATIVIDADE RELATIVA (%)

INIBIDOR 10 mM 16 mM 1 mM 1 mM
Mutante Parental Mutante Pargntal

arseniate de 564dio 112 82 102 91
MN-bromosuccinimida 3 7 5 20
p-gloromercuribenzoato 96 77 a8 88
EDTA 108 a0 100 83
p-hidroximercuribenzoato 82 69 98 85
indo acetamida 105 78 94 a3
A-mercaptoetanol 1 2 19 10
controle 100 100 100 100

Observa-se

na tfabela 7 que as

B-frutofuranosidases  purificadas

parcialmente de ambas linhagens foram inativadas pelas substancias N-bromosuccinimida

¢ B-mercaptoetanol na concentragio de 10 mM, e fortemente inibidas com 1 mM., Com os

demais inibidores, a atividade enzimdtica foi pouco afetada, principalmente na

conceniracio de 1 mM. A P-frutofurancsidase produzida pela linhagem parental

expressou ser, na maioria dos casos, mais susceptivel a agdo das substincias inibidoras

que a enzima ortunda da linbagem mutante.

Vale ressaltar que a N-bromosuccinimida atua nas cadeias iaterais da

proteina com maior velocidade no grupo sulfidrila, depois no indol, fenol € imidazol, ou

seja, CYS > TRP > TYR > HIS, respectivamente (FARFAN, 1990). p-mercaptoetanol

atua nos grupos ti6is, ou seja, nos residuos de cisteina presentes na proteina,
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Na conceniragio de 0,5 mM, a N-bromosuccinimida inibiu a atividade da
B-frutofuranosidase extracelular e purificada de Aureobasidium pullulans C-23 (LEE et
alii, 1991), de Aurechasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997) e de Aspergillus oryzae
ATCC 76080 (CHANG er alii, 1994).

A tabela 8 mostra que as enzimas foram fortemente afetadas com 10mM de
AgNO3, iodo e HgCly. Este dliimo apresentou ser altamente inibidor para ambas enzimas
na concentragio de 1 mM. O sal AgNO; (10 mM) afetou fortemente a atividade

enzimdtica, mas nio de forma tio dristica quanto o iodo ¢ HgCls.

Tabela 8: Efeito de fons metdlicos (1 ¢ 10 mM) na atividade da P-frutofuranosidase

parificada das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger.

ATIVIDADE RELATIVA (%)
INFBIDOR 10 mM 10 mM 1 mM 1 mM
Mutante Parental Mutante PFarental

AgNG, 12 17 24 39
CaCl; g7 84 113 100
CoCly 109 186 104 97
CuS0y 160 223 107 g8
FaxCly 249 322 183 180
HgCle & 12 5 12
iz 8 5 70 35
Kl 112 886 102 80
MgS0O;, 110 108 108 g6
MnCl 23 123 112 133
ZnS80, 83 110 178 150
controle 100 100 100 100
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B-frutofuranosidases extracelulares de Arthrobacter sp K-1 ¢ Aspergillus
oryzae ATCC 76080 (FUJITA et alii, 1990b), intracelular de Aspergillus japonicus MU-2
(HAYASHI et alii, 1992c) foram inibidas com 1 mM de sais de prata ou mercirio.
Entretanto, a enzima intracelular de Aspergifius japonicus TIT-KI1 (DUAN et alii, 1993)
foi inibida pelos sais de prata ou mercdrio na concentragio de SmM.

Os sais de merciric e o iodo, na concentracio de ImM, imbiram a
atividade da enzima extracelular purificada de Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA,
19973, Na concentracio de 5 mM, os sais de merctrio ¢ o iodo inibiram 2 atividade da
enzima extracelular purificada de Aureobasidium putlulans C-23 (LEE et alii, 1991).

Somente o sal de prata na concentragio de 1 mM inibin a enzima
intracelular purificada de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI e alii, 1992a,
1992¢, 1994a). O sal de merciirio na concentragio de 0,25 ¢ 1 mM inibiram as enzimas de
Aspergillus oryzae (CHANG er alii, 1994) e a extracelular de Aureobasidium ATCC
20524 (HAYASHI er alii, 1992¢).

Observa-se tambdm na tabela 8 que a atividade enzimdtica, das P-
frutofuranosidases das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger, quando
determiandas pelo teste de glicose oxidase,fol maior na presenga dos fons Fe¥, Co™ e

7.

4.6.6. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS: K ¢
Vi DAS B-FRUTOFURANOSIDASES PURIFICADAS
PARCIALMENTE DAS LINHAGENS MUTANTE E
PARENTAL DE A. niger

O efeito da concentragio de sacarose (0,1 a 1M) na atividade das j-
frutofuranosidases purificadas, conforme item 3.1.2.1., estdo representados nos graficos
da figura 18. Os valores de Ky ¢ Vi foram determinados utilizando-s¢ o método de

Augustinsson (WHITAKER, 1972).
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Figura 18: Determinacdo do Ky € Viix de B-frutofuranosidases extracelulares purificadas
das linhagens mutante e parental de Aspergillus niger, pelo método de

Augustinsson.

Os valores de K, € Vg, da B-frutofuranosidase da linhagem mutante para
o substrato sacarose foram respectivamente 0,47 M e 1,02 pmol/ml/min, enquanto que
para a linhagem parental foram respectivamente 0,37 M e 1,12 pmol/ml/min.

As P-frutofuranosidases extracelulares purificadas descritas na literatura
apresentaram valores de K,, utilizando sacarose como substrato, de 0,29 M para
Aspergillus niger ATCC 20611(HIRAYAMA et alii, 1989), 0,0091 M para Arthrobacter
sp K-1 (FUJITA et alii, 1990b), 0,47 e 0,65 M para fragdes intracelulares P-1 e P-2,
respectivamente, de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii, 1991c), 0,21 M
para Aspergillus japonicus MU-2 (HAYASHI et alii, 1992-¢), 0,34 e 0,28 M para fracdes
extracelulares E-1 e E-2, respectivamente, de Aureobasidium sp ATCC 20524
(HAYASHI et alii, 1992¢), 0,43 M para Aureobasidium pullulans (LEE et alii, 1992),
0,53 M para Aspergillus oryzae ATCC 76080 (CHANG et alii, 1994), e 0,36 M para
Aureobasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997).
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Os valores de Vs encontrados na literatura para B-frutofuranosidases
purificadas, utilizando sacarose como substrato, foram: 6,84 ¢ 8,73 pmol/ml/min para
fracbes intracelulares P-1 e P-2, respectivamente, de Aureobasidium sp ATCC 20524
(HAYASHI er alii, 1991¢), 0,65 pmol/mi/min para Aspergilius japonicus MU-2
(HAYASHI et alii, 1992-¢), 6,66 ¢ 8,70 umol/mi/min para fragdes extracehilares E-1 ¢ E-
2, respectivamente, de Aureobasidium sp ATCC 20524 (HAYASHI et alii, 1992¢), ¢ 6,3
umol/ml/min para Aurecbasidium sp 771-1 (OLIVEIRA, 1997).

4.7. APLICACAO DAS B-FRUTOFURANOSIDASES EXTRACELULARES
PURIFICADAS NA PRODUCAO DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

A produciio dos frutooligossacarideos GFa, GF3 e GFy, glicose, frutose ¢
sacarose utilizando-se B-frutofuranosidase de A. niger e solugdes com 10, 30, 40 e 50%
de sacarose, no decorrer de 2, 6, 12 e 24 horas de reaglio e analisadas por CLAE,
conforme descrito no ftem 3.1.2.2., estiio representados nas tabelas 9, 10, 1l e 12 e nas
figuras 19, 20, 21 ¢ 22.

A maior proporgio de frutooligossacarideos (54,21%) em relagdo aos
agficares totais contidos na reaglio ocorreu no substrato sacarose 30% apés 6 horas de
incubacdo (tabelas 9 a 12). Deve-se ressaitar que o GF; e GF3 siio 0s aceptores do grupo
frutosila da sacarose na producio GF; e GF, respectivamente, ou seja, primeiramente
serd produzido a GF,, depois a GF; e por iltimo a GF, consequentemente, 2
concentragio dos substratos e o tempo de incubagio sio importantissimos na proporgao
de OFy/GF3/GF, obtido durante a produgfo.

Verifica-se que a produgio mdxima de GF ocorren em 2 horas de
incubagfo, independente da concentragdo de sacarose, € em seguida comegou a diminuir,
sendo que quanto menor a concentragio de substrato maior o declineo. Observa-se gue
quanto menor a concentraciio de sacarose, maior € 2 taxa de glicose e frutose livre.
DUAN er alii (1993) relatou que a produgio comercial de frutooligossacarideos ocorre

em concentragdes de sacarose acima de 30%.
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Nota-se que neste experimento nfo ocorreu, ou nfo fol detectado pelo
método utilizado, a presenga de GF4 na concentragio de sacarose 10% ao longo de 24
horas de mcubagdo (tabela 9).

Na tabela 9 observa-se claramente gue apds 24 horas de incubagdo ocorreu
um awmento de 50% na concentracio de frutose livie. DUAN et alii (1993} j4 havia
observado que a taxa de hidrélise ¢ maior que a de transferéncia quando a guantidade de
sacarose ou 1-kestose for inferior a 5% dos agtcares. J4 nas outras concentragdes nio foi
detectado esta elevada hidrélise devido a concentracdo de sacarose ndo ser inferior a 5%
(tabelas 10, 11 e 12). '

Analisando as elevadas concentragOes de glicose (tabelas 10 a 12}, as quais
situaram em torno de 35-45%, e visando a comercializacio destes frutooligossacarideos,
este produto torna-se totalmente invidvel aos portadores de diabetes e de hiper-insulismo,
além de ser calérico, obrigando que o produto tenha no minime 90% de

frutooligossacarideos para poder atender a esta faixa de consurnidores.
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Tabela 9: Conversio de sacarose 10% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela -
frutofuranosidase da linhagem mutante de A, niger durante 24horas de reacio.

Tempode Frutose  Glicose  Sacarose GF, GF; GF, FO&s#*
incubagdo (%) (%) (% ) (%) (%) (%) (%)
{horas)
0 0 0 100 0 0 )] 0
2 6,52 35,32 6,79 39,14 12,23 0 51,37
6 12,34 48,1 6,21 1347 19,88 {} 33,35
12 14,66 49,84 5,65 13,0 16,85 0 29,85
24 21.15 51,77 3,37 10,64 13,06 0 237

¥ FOS = GF + GF: + GF;

Tabela 10; Conversio de sacarose 30% em fratooligossacarideos, glicose e frutose pela B-
frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagiio.

Tempo de Frutose  Glicose  Sacarose GF, G, GF; FOS#*
mcubagio (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(horas)
0 0 0 100 0 0 0 0
2 1,89 33,59 16,15 38,47 9.9 0 48,36
6 2.8 33,21 7,78 34,79 18,19 1,43 54,41
12 4.6 41,66 6,84 23,65 20,82 2,41 46,88
24 5,29 46,71 5,19 14,12 20,55 3,13 42.8

* FOS = GF; + GF3 + Gy
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Tabela 11: Conversiio de sacarose 40% em frutooligossacarideos, glicose ¢ frutose pela B-
frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagio.

Tempo de Frutose  Glicose  Sacarose GF; GF, GF, FOS#*

incubagio (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%}
{horas)
0 0 0 100 0 0 0 0
2 1,12 31,82 19,05 40,22 7.8 L} 48,02
6 1,98 39,55 1,35 31,19 18,09 1.57 51,25
iz 2,69 43,04 6,49 22,58 23,11 2,09 47,78
24 3,85 45,78 6,26 13,91 24,0 6,2 44,11

* FOR = GF, + GF,; + Gy

Tabela 12: Conversio de sacarose 50% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela B-
frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reacao.

Tempo de  Frutose  Glicose Sacarose GF, GF; GF, FOS*

incubagio (%) (%) (%) (% ) (%) (%} (%)
(horas)
0 0 0 100 0 0 0 0
2 0,82 27,98 24,08 37,17 9,95 0 47,12
6 1,64 38,86 851 35,16 15,53 0,3 50,99
12 1,9 41,88 6,86 25,75 21,67 1,94 49,36
24 2,66 44,58 5,63 15,44 26,93 4,75 47,12

* FOS = GF, + GF; + GFy

78



% Conversédo

100

80

SACAROSE 10%

10 15
Tempo (horas)

20

25

frutose“ 1

—— glicose
sacarose

—GF2

—GF3

Figura 19: Conversio de sacarose 10% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela p-
frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagao.
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Figura 20: Conversdo de sacarose 30% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela -
frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagao.

79



% Converséo

SACAROSE 40%

frutose

——glicose
sacarose

——GF2

——GF3

GF4

10 15

Tempo (horas)

20

25

Figura 21: Conversdo de sacarose 40% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela B3-

% Conversao

SACAROSE 50%

frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagao.

= frutose 1

—— glicose
sacarose

——GF2

— GF3

Tempo (horas)

Figura 22: Conversio de sacarose 50% em frutooligossacarideos, glicose e frutose pela f3-

80

frutofuranosidase da linhagem mutante de A. niger durante 24horas de reagao.



6. CONCLUSOES

1) Foram isoladas ¢ testadas, quanto a produgio de B-frutofuranosidase extracelalar, 300
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) obtidas apds tratamento dos esporos da
linhagem de A. niger com agente mutag€nico N-metil N’-nitto N-nitrosoguanidina

(M.NN.G.).

2) As coldnias mutantes apresentaram duas caracteristicas morfologicas distintas: Tipo P
{preta): 269 colénias com coloraco negra, tipica A. niger; Tipo B (bege): 31 coldnias
com coloragiio bege, atipica de A, niger, que apresentou esporos de menor tamanho e

em menor quantidade do que os da linhagem parental.

3) Uma linhagem mutante (M.N.N.G.) do tipo B (bege) se destacou por ter apresentando
quase que o dobro de atividade de -frutofuranosidase extracelular, quando comparada
com a linhagem parental. Esporos desta linhagem mutante foram submetidos 2
radiacio ultravioleta e 37 novas UFC sobreviveram ao iratamento, todas comn
coloracio bege. Uma linhagem, a de n° 12, se destacou por apresentar maior atividade
de B-frutofuranosidase extracelular com atividade de transferéncia (9,02 U) do que a

linhagem parental (4,37 U).

4) As B-frutofuranosidases extracelulares brutas das limhagens mutante ¢ parental
apresentaram atividade 6tima em pH e temperatura semelhantes, 5,5 ¢ 50-55 °C,
respectivamente, e estabilidade na faixa de pH 4,5-6,0 ¢ em temperaturas inferiores a

60 °C, apds 30 minutos de tratamento.
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3 A B-frutofuranosidase extracelular parcialmente purificada das linhagens mutante ¢
parenial de A. niger apresentaram afividade 6tima na faixa de temperatara 50-35 °C,
estabilidade na faixa de pH 5,5-60 ¢ em temperaturas inferiores 4 55 °C, mas
diferiram quanto ao pH étimo, sendo na faixa de 5,5-6,0 para a linhagem mutanie e de

5,0-6,0 para a parental.

&) Os valores de Ky, das p-frutofuranosidases extracelulares purificadas parcialmente das
linhagens mutante e parental de A. niger foram respectivamente 0,47 ¢ 0,37 M para o
substrato sacarose, ¢ os valores de Vg foram 1,02 e 1,12 pmolglicose/mi/minuto,

respectivamente.

7) As atividades de B-frutofuranosidases extracelulares purificadas parcialmente das
linhagens mutante ¢ parental de A. niger foram inibidas na concentragiio de 1 mM de
N-bromosuccinimida, B-mercaptoetanol, HgCl, ¢ iodo , e na concentragiio de 10 mM

de AgNOs.

8) O maior rendimento de frutooligossacarideos (34,41%) em relagdo aos aglicares totais
foi obtido utilizando-se B-frutofuranosidase e 30% substrato sacarose em tampdo
citrato-fosfato pH 5,5 apés 6 horas de incubagiio a 55 °C. A concentragio de substrato
e o tempo de incubagfio sdo importantes para obter a proporgdo de GFy/GF/GFy

desejada.
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