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B-FRUTOFURANOSIDASE DE Cunninghamella echinulata PA3S12MM:
PURIFICACAO, CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E APLICACAO NA
PRODUCAO DE ACUCAR INVERTIDO

RESUMO

Nos mais diversos setores industriais, o uso de enzimas tem sido cada vez mais
requerido, substituindo diversos processos quimicos convencionais. Embora sejam
cada vez mais empregadas, o elevado custo de enzimas comerciais muitas vezes
acaba encarecendo etapas essenciais, tornando necessaria a busca por novas fontes
enzimaticas. Neste contexto, os fungos se destacam como microrganismos
promissores, uma vez que sao grandes produtores de diversas enzimas de alto valor
agregado. Dentre as enzimas produzidas por estes organismos, encontra-se a
B-frutofuranosidase (B-FFase), que catalisa a hidrdlise da ligacdo glicosidica a1<2f3
da sacarose. Esta enzima apresenta aplicagcbes em diversos setores industriais, como
na producdo de acucar invertido, mistura equimolar de glicose e frutose. Obtido a partir
de um processo conhecido como inversdo, o agUcar invertido possui propriedades
adocantes superiores a da sacarose, assim como melhor solubilidade e maior
resisténcia a cristalizagdo e ao crescimento de microrganismos, sendo utilizado na
fabricacdo de bolos, pées, sorvetes, geleias e bombons de recheio pastoso. A
producdo de acucar invertido atraves da enzima pB-FFase, embora origine um produto
de elevada qualidade, apresenta custos consideraveis, sendo de fundamental
importancia a busca por novas fontes e metodologias que viabilizem a catélise
enzimatica. Deste modo, 0s objetivos deste trabalho consistiram no screening
enzimatico, otimizacdo, purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo da B-FFase de
Cunninghamella echinulata PA3S12MM na producéo de agucar invertido. A partir dos
ensaios de screening enzimatico, verificou-se que o fungo C. echinulata produz as
enzimas poligalacturonase (20,8 e 16,06 U mL!) e B-FFase (133,65 e 194,31 U mL™?)
nos extratos extra e intracelular, respectivamente. A maior producéo de B-FFase foi
verificada em meio Vogel e as condicbes de cultivo foram otimizadas através do
delineamento composto central rotacional, onde a méaxima producéo desta enzima foi
alcancada quando o fungo foi cultivado por 8 dias a 28 °C e suplementado com 1%
de casca de macd, alcangando 1054,85 U mL?. As melhores condicdes para pH e
temperatura da enzima presente no extrato bruto foram pH 5,0 e 60 °C. A B-FFase foi
purificada através de colunas de troca ibnica e exclusdao molecular e apresentou
massa molecular relativa de 89,2 kDa, atividade maxima em pH 6,0 e temperatura de
60 °C, além de apresentar estabilidade em pHs alcalinos e termoativacéo a 50 °C. Foi
verificado que a enzima é multifuncional, uma vez que hidrolisou diferentes substratos,
e sua atividade aumentou na presenca de Mn?* e DTT. Os valores aparentes de Km,
Vmax € Kcat para hidrélise da sacarose foram 173,8 mmol L%, 908,7 mmol Lt mint e
1388,79 s, respectivamente. O contelido de carboidratos da enzima purificada foi de
83,13% e a anadlise dos produtos de hidrolise e transfrutosilacdo indicaram que a
enzima foi eficaz na producdo de glicose e frutose, mas néo apresentou atividade
frutosiltransferase. A enzima imobilizada em alginato de calcio exibiu bons resultados
na conversao da sacarose, mostrando-se promissora para aplicagdes industriais. Os
resultados sugerem que C. echinulata PA3S12MM é um excelente produtor de
B-FFase, com elevada atividade catalitica, estabilidade em pHs alcalinos, carater
multifuncional, além de exibir bons resultados na inversdo da sacarose.

PALAVRAS-CHAVE: invertase; enzima multifuncional; hidrélise da sacarose;

imobilizagdo em alginato de calcio; delineamento composto central rotacional,
screening enzimatico.
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B-FRUCTOFURANOSIDASE FROM Cunninghamella echinulata PA3S12MM:
PURIFICATION, BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND APPLICATION ON
INVERTED SUGAR PRODUCTION

ABSTRACT

In the most diverse industrial sectors, the use of enzymes has been increasingly
required, replacing several conventional chemical processes. Although they are
increasingly used, the high cost of commercial enzymes often ends up making
essential steps more expensive, making it necessary to search for new enzyme
sources. In this context, fungi stand out as promising microorganisms, since they are
major producers of several enzymes with high added value. Among the enzymes
produced by these organisms, there is [B-fructofuranosidase (B-FFase), which
catalyzes the hydrolysis of the a1-2f glycosidic link in sucrose. This enzyme has
applications in several industrial sectors, such as in the production of inverted sugar,
equimolar mixture of glucose and fructose. Obtained from a process known as
inversion, inverted sugar has greater sweetening properties than sucrose, as well as
better solubility and greater resistance to crystallization and the growth of
microorganisms, being used in the manufacture of cakes, breads, ice cream, jams and
soft-centered candies. The production of inverted sugar through the enzyme B-FFase,
although it originates a high quality product, presents considerable costs, being of
fundamental importance the search for new sources and methodologies that make
enzymatic catalysis feasible. Thus, the objectives of this work consisted of enzymatic
screening, optimization, purification, characterization and application of
Cunninghamella echinulata PA3S12MM B-FFase in inverted sugar production. From
enzymatic screening assays, it was found that the fungus C. echinulata produces the
enzymes polygalacturonase (20.8 and 16.06 U mL!) and B-FFase (133.65 and 194.31
U mL?) in extra and intracellular extracts, respectively. The highest production of
B-FFase was verified in Vogel medium and the cultivation conditions were optimized
through the central rotational compound design, where the maximum production of this
enzyme was achieved when the fungus was cultivated for 8 days at 28 ° C and
supplemented with 1% apple peel, reaching 1054.85 U mL™. The best conditions for
pH and temperature of the enzyme present in the crude extract were pH 5.0 and 60
°C. The B-FFase was purified through ion exchange and molecular exclusion columns
and presented a relative molecular mass of 89.2 kDa, maximum activity at pH 6.0 and
temperature of 60 °C, in addition to presenting stability in alkaline pH and
thermoactivation at 50 °C. It was found that the enzyme is multifunctional, since it
hydrolyzed different substrates, and its activity increased in the presence of Mn?* and
DTT. The apparent values of Km, Vmax and Kcat for sucrose hydrolysis were 173.8
mmol L, 908.7 mmol L't min"t and 1388.79 s, respectively. The carbohydrate content
of the purified enzyme was 83.13% and the analysis of the hydrolysis and
transfrutosylation products indicated that the enzyme was effective in the production
of glucose and fructose, but did not show fructosyltransferase activity. The enzyme
immobilized in calcium alginate showed good results in the conversion of sucrose,
showing promise for industrial applications. The results suggest that C. echinulata
PA3S12MM is an excellent producer of B-FFase, with high catalytic activity, stability in
alkaline pHs, multifunctional character, in addition to showing promising results in the
sucrose inversion.

KEYWORDS: invertase; multifunctional enzyme; sucrose hydrolysis; calcium alginate
immobilization; composite central rotational design; enzymatic screening.
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1. INTRODUCAO

Dentre os membros pertencentes a familia Poaceae, a cana-de-agucar se
destaca como uma das espécies mais cultivadas e mais importantes para o ser
humano. Considerada a principal fonte de sacarose, correspondendo a 80% do
suprimento mundial, a cultura canavieira tem recebido notoriedade ao longo dos anos
como uma das atividades agroecondmicas mais relevantes para o Brasil, uma vez que
0 setor sucroalcooleiro brasileiro é considerado o maior produtor de agucar do mundo.

A sacarose, carboidrato de baixo peso molecular mais abundante na natureza,
€ um dissacarideo nao-redutor de grande interesse industrial. Consolidada no setor
alimenticio, a sacarose apresenta alto poder adocante, sendo também utilizada como
matéria-prima para obtencéo de derivados de elevado valor agregado. Dentre estes
derivados, encontra-se o agucar invertido, produzido a partir da hidrdlise acida ou
enzimatica da sacarose, gque consiste em uma mistura com quantidades equimolares
de D-frutose e D-glicose.

O acucar invertido possui propriedades adogcantes superiores a da sacarose,
assim como melhor solubilidade e maior resisténcia a cristalizacdo e ao crescimento
de microrganismos. E utilizado na fabricacdo de bolos, paes, sorvetes, geleias,
caramelos, bombons de recheio pastoso e outros doces. Ele é obtido a partir de um
processo conhecido como inversdo, que pode ocorrer de duas formas: catalise acida,
através da adicdo de acido ou com uso de resinas catibnicas; ou via enzimatica,
através da enzima B-frutofuranosidase.

A B-frutofuranosidase € uma enzima que catalisa a hidrélise da ligacéo
glicosidica a1+-2B da sacarose. Esta enzima apresenta aplicacbes em diversos
setores industriais, como na producdo de bebidas alcéolicas, na industria
farmacéutica, na producdo de bioetanol, no desenvolvimento de eletrodos
enzimaticos, na sintese de frutooligossacarideos, na producdo de acucar invertido,
entre outros. A B-frutofuranosidase € onipresente em plantas, sendo também
produzida por bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

O reino Fungi abrange um grupo bastante heterogéneo de organismos
heterotréficos, aclorofilados, eucariontes, uni ou multicelulares encontrados em
praticamente todos os nichos ecoldgicos. Devido a sua caracteristica singular de
digestao extracelular, sdo considerados grandes produtores enzimaticos. Dentre as
enzimas produzidas por estes organismos, encontra-se a [-frutofuranosidase,

amplamente descrita para os integrantes deste reino.
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Cunninghamella echinulata € um fungo filamentoso de reproducdo assexuada
pertencente a ordem Mucorales. Dentre as caracteristicas distintas exibidas por esta
espécie, a acumulacao lipidica é uma das mais estudadas, sabendo-se muito sobre
enzimas lipogénicas produzidas por este fungo. Outro aspecto significante sobre C.
echinulata esta relacionado com sua capacidade de bioconversdo de farmacos e
outros compostos, amplamente descrita em diversos estudos. Além disso, sabe-se
que este fungo atua na biorremedia¢do de ions metalicos.

Apesar disso, pouco se sabe sobre enzimas de interesse biotecnoldgico
produzidas por este fungo. Desta forma, este estudo buscou ampliar os
conhecimentos sobre algumas enzimas produzidas por C. echinulata, especialmente
B-frutofuranosidase, focando em estudos de producao, purificacdo, caracterizagao
bioquimica e aplicacdo desta enzima na conversdo da sacarose para a obtencéo de

acucar invertido.

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi isolar uma nova B-frutofuranosidase a partir
do fungo Cunninghamella echinulata PA3S12MM, utilizando técnicas de producéo e
purificacdo acessiveis que pudessem viabilizar economicamente a integracdo desse
biocatalisador aos processos industriais. Os objetivos especificos consistiram em:

- Determinar as melhores condicbes de cultivo para a inducdo de
B-frutofuranosidase;

- Determinar a temperatura e pH para melhor atividade da B-frutofuranosidase
presente no extrato bruto;

- Purificar a B-frutofuranosidase através de cromatografias de troca ibnica e
exclusdo molecular;

- Determinar a massa molecular, efeito da temperatura e pH, especificidade ao
substrato, efeito de diferentes compostos, parametros cinéticos, conteudo de
carboidratos, produtos de hidrolise e transfrutosilagdo da p-frutofuranosidase
purificada,

- Imobilizar o extrato bruto enzimético de C. echinulata em matriz de alginato de
calcio e aplicar o derivado imobilizado na hidrélise da sacarose para obtencédo de

acucar invertido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma graminea pertencente a familia
Poaceae originaria da Nova Guiné, e é uma das espécies de metabolismo
fotossintético C4 mais cultivadas e importantes para o ser humano (MARIN; NASSIF,
2013). Sua expressiva relevancia no ambito econdmico estd relacionada com a
producdo de energia (alcool e eletricidade) e sacarose (CARDOSO et al., 2019),
sendo considerada a principal fonte deste acucar, correspondendo a 80% do
suprimento mundial (ALI et al., 2019).

No Brasil, a cana-de-agUcar se destaca como uma das mais antigas atividades
agroecondmicas (CARDOSO et al.,, 2019). De acordo com a literatura, o primeiro
espécime chegou ao pais por volta de 1532, trazido pelo navegador portugués Martim
Affonso de Souza que iniciou seu cultivo na Capitania de S&o Vicente, estabelecendo
0s primeiros engenhos de acucar. Assim, a cultura canavieira se expandiu
rapidamente para outras regides, detendo ao Brasil o monopdlio mundial da producéo
acucareira (MACHADO, 2003).

Nos dias atuais, o setor sucroalcooleiro brasileiro continua exercendo
notoriedade no mercado internacional, sendo o maior produtor de agtcar do mundo,
alcancando 30,14 milhdes de toneladas na safra de 2019/20 (CONAB, 2019). A
variedade cultivada hoje no pais consiste em um hibrido das espécies S. officinarum
e S. spontaneum, obtidas através de programas de melhoramento genético visando
aumentar seu contetdo sacaridico (ALl et al., 2019). Na cana-de-acucar, o local de
armazenamento de sacarose € o caule, onde podem ser encontradas concentracdes
de 650 mmol L* (SOUZA et al., 2019).

3.2 Sacarose

A sacarose € o principal produto final da fotossintese, sintetizada no citosol de
células do mesofilo e transportada via floema para outros tecidos, onde é
metabolizada ou armazenada no vacuolo (WANG et al., 2019). As principais enzimas
envolvidas em sua sintese séo a sacarose fosfato sintase (EC: 2.4.1.14) que atua na
conversao de uridina difosfato-glicose (UDP-glicose) e frutose-6-fosfato em sacarose-
6-fosfato; a sacarose fosfatase (EC: 3.1.3.24) que remove o fosfato inorganico (Pi) da
sacarose-6-fosfato liberando sacarose (WIND; SMEEKENS; HANSON, 2010) e a
sacarose sintase (EC: 2.4.1.13) que catalisa de modo reversivel a sintese e a hidrolise
da sacarose de/ou para UDP-glicose e frutose (Figura 1) (WANG et al., 2019).
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Figura 1 Representacdo esquematica das enzimas envolvidas na sintese da sacarose
em células vegetais. A figura foi preparada utilizando o programa ChemSketch® 12.0.

Através de processos quimicos e fermentativos, a sacarose € utilizada como
reagente para a obtencdo de produtos mais elaborados, como surfactantes nao-
ibnicos, polimeros, emulsificantes e adocantes (BOSCOLO, 2003). A obtencao desses
derivados via processos fermentativos ocorre através de bioconversfes catalisadas
por enzimas como a B-frutofuranosidase, que catalisa a hidrélise da sacarose,
resultando na producgao equimolar de D-glicose e D-frutose, mistura conhecida como
acucar invertido (Figura 2) (LINCOLN; MORE, 2018).

OH

o) ~OH
HO/\
HO™" 10K
OH
Sacarose Frutose Glicose

Figura 2 Formagdo de acuUcar invertido a partir da reacdo de hidrélise da sacarose
pela enzima B-frutofuranosidase. A figura foi preparada utilizando o programa
ChemSketch® 12.0.



3.3 Acucar invertido

O acucar invertido recebe este nome devido a reacdo onde ocorre a inversao
do poder o6ptico rotatério da solucdo, quando comparado ao sentido da luz incidido
sobre a sacarose. Antes da reacao, o feixe de luz desvia para a direita, considerando
o carater dextrogiro da sacarose (+66,5°). Apos a hidrodlise, a solucédo equimolar de
monossacarideos tem a propriedade de desviar a luz polarizada para a esquerda
[+52,7° + (-92,3°) = -39,6°], uma vez que a glicose é fracamente dextrogira e a frutose
é fortemente levogira (Figura 3) (NADEEM et al., 2015).

C12H22C11 + H20 p—frutofuranosidase > C6H1206 + C6H1206

Sacarose Glicose Frutose
[a]p = +66,5° [a]p = +52,7° [a]n=-92,3°
ﬁ

Acucar invertido
[a];° = (+52,7°) + (-92,3°) = -39,6°
Figura 3 Reacdo de inversdo do poder optico rotatério da solucdo de sacarose

catalisada pela enzima B-frutofuranosidase. Adaptado de Chemello (2005). A figura
foi preparada utilizando o programa ChemSketch® 12.0.

O acucar invertido possui propriedades adogcantes superiores a da sacarose,
assim como melhor solubilidade e maior resisténcia a cristalizagéo e ao crescimento
de microrganismos (OZCAN et al., 2019). Devido a sua natureza higroscopica, o
acucar invertido é utilizado como umectante na fabricacdo de balas e bombons de
recheio pastoso (NADEEM et al., 2015); na fabricacdo de geleias e caramelos
(LINCOLN; MORE, 2017); na panificacéo de pées e bolos, ajudando na fermentacao
e aumentando a maciez e durabilidade do produto; além de ser empregado na
fabricacéao de sorvetes (TOLEDO et al., 2019).

O processo de inversao da sacarose pode ocorrer de duas formas: catalise
acida atraves da adicéo de acido ou com uso de resinas cationicas; ou via enzimatica
através da enzima B-frutofuranosidase (MARTINEZ et al., 2014). O uso de &cidos e
resinas leva a um produto final colorido, devido a condigbes extremas durante a
reacao e presenca de contaminantes como o hidréxi-metil-furfural (ALMEIDA et al.,
2018). O uso de enzimas, embora origine um produto de elevada qualidade, apresenta
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custos consideraveis, tornando-se necessaria a busca por novas fontes e

metodologias que viabilizem a catélise enzimatica.

3.4 B-frutofuranosidase

A  B-D-frutofuranosideo  frutohidrolase, também  conhecida como
B-frutofuranosidase (B-FFase), B-frutosidase, invertase, sucrase ou sacarase
(BRENDA: EC 3.2.1.26) € uma enzima pertencente a familia GH32 das glicosil
hidrolases que catalisa a hidrélise da ligacdo glicosidica a1<—2B da sacarose
(OLIVEIRA et al., 2020). No contexto historico, a B-FFase apresenta grande
importancia, motivando inUmeros pesquisadores. A partir dos estudos diretos ou
indiretos com esta enzima, foram estabelecidos varios conceitos basicos de
enzimologia, como a hipétese de chave-fechadura para atividade enzimatica, o
modelo matematico descrito por Michaelis e Menten, o conceito de ponto isoelétrico,
a teoria do estado estacionario descrita por Briggs e Haldane, além de ser a primeira
proteina a ser identificada como biocatalisador (MOURA; PINTO; RODRIGUES,
2007).

As B-FFases apresentam as mais diversas aplicacfes industriais, sendo
empregadas na producdo de bebidas alcéolicas, &cido latico e glicerol (NADEEM et
al., 2015), no desenvolvimento de eletrodos enziméaticos para deteccédo de sacarose
e outros alvos analiticos (XIANG; LU, 2011), na industria farmacéutica para producdo
de tabletes digestivos (OYEDEJI et al., 2017), na producdo de bioetanol a partir do
melaco de cana (MALHOTRA; BASIR, 2020), na producdo de mel artificial e
manufatura de agentes plastificantes usados em cosméticos (NASCIMENTO et al.,
2019), na sintese de frutooligossacarideos (FOS) (AUNG et al., 2019) e na producao
de acucar invertido (OZCAN et al., 2019).

A B-FFase é onipresente em plantas, sendo considerada uma enzima-chave no
metabolismo da sacarose, uma vez que os produtos obtidos a partir de sua acgéo
catalitica sdo utilizados como fonte de energia e carbono, desempenhando papel
fundamental no crescimento e desenvolvimento vegetal (ROITSCH; GONZALEZ,
2004). Alem das plantas, séo descritas p-FFases produzidas por bactérias (AWAD et
al., 2013; ZHOU et al., 2016; AVILA-FERNANDEZ et al., 2016; PEK et al., 2017),
leveduras (MORENO; SANCHEZ; RODRIGUEZ, 1990; ODA; TONOMURA, 1994;
CHAVEZ et al., 1997; GHASEMI et al., 2014; JIANG et al., 2016; BHALLA et al., 2017)

e fungos filamentosos.



3.5 Os fungos

O reino Fungi abrange um grande grupo de organismos encontrados em
praticamente todos os nichos ecologicos (NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019a).
Sua taxonomia é controversa, uma vez que o variado grupo de ramos filogenéticos
dificulta a compreenséao evolutiva de caracteres, impossibilitando o estabelecimento
de sinapomorfias que unifiqguem Fungi como um clado monofilético (RICHARDS;
LEONARD; WIDEMAN, 2017). Apesar disso, Naranjo-Ortiz e Gabalddén (2019b)
propuseram uma classificacdo taxonémica onde os fungos sao divididos em nove filos:
Opisthosporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota,
Zoopagomycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Basidiomycota e Ascomycota.
Embora diversas espécies incertae sedis ndo estejam inclusas nessa classificacao,
estas linhagens formam juntas um grupo monofilético conhecido como “fungos
verdadeiros”.

Os fungos constituem um grupo bastante heterogéneo de organismos
heterotréficos, aclorofilados, uni ou multicelulares e eucariontes (ALEXOPOULOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996) conhecidos como mofos, bolores, leveduras, cogumelos,
poliporos, ferrugens e carvbes (BLACKWELL, 2011). Os fungos desempenham
papéis-chave no ambito ecoldgico, atuando na ciclagem de nutrientes como
decompositores, fazendo interacdes mutualistas com algas (liquens) e plantas
(micorrizas), além de outras interacdes simbidticas, atuando como parasitas,
patogenos e predadores de diversos organismos (NARANJO-ORTIZ; GABALDON,
2019a).

Os fungos obtém seus nutrientes através da digestédo extracelular, secretando
uma gama de enzimas que atuam diretamente no substrato, quebrando
macromoléculas em moléculas menores, absorvendo os produtos solubilizados
(NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019a). Por apresentarem uma grande capacidade
de producdo enzimatica, eles sdo a principal fonte de enzimas utilizadas em véarias
areas industriais como amilases, celulases, proteases, xilanases e B-FFases
(McKELVEY; MURPHY, 2017). As B-FFases sdo amplamente descritas para 0S
integrantes deste reino, especialmente para fungos filamentosos (Tabela 1).

Apesar do amplo conhecimento sobre B-FFases produzidas por diferentes
espécies de fungos filamentosos, até 0 momento, a produgdo desta enzima por

Cunninghamella echinulata € desconhecida.



Tabela 1 Fungos filamentosos produtores de B-FFase e suas respectivas condigdes de cultivo.

(continua)
. . . Inéculo Temperatura Tempo Agitacdo P
Microrganismo Fonte de carbono Cultivo (esporos mLY) °C) h) pH (rom) Referéncia
Aspergillus aculeatus Farelo de trigo + . i i OLIVEIRA
URM4953 sacarose FES 1x10 30 2 et al., 2020
. . MADYASTHA
8 - -
A. athecius Farelo de trigo FES 1x10 30 72 etal., 1987
A. awamori NBRC 4033 Sacarose FSbm - 28 120 - 150 SMAALI
etal., 2011
. . NOVAKI
A. caesiellus Farelo de soja FES - 25 72 7,0 - etal., 2010
Farelo de trigo +
. farinha de aveia FES 30 i ALEGRE
A. caespitosus 1x10° 72 6,0 et al. 2009
Farelo de trigo FSbm 40 100 v
A. carbonarius PC-4 Coroa de abacaxi FSbm 1x 108 28 96 6,0 180 N,:?;IMZ%lllgO
A. flavus NSPRI.101 Sacarose FSbm 9x 107 30 96 7,5 - OLUTI?IQ'Q(;) COLE,
A. flavus Cascas de abacaxi, gy, 1x 108 30 96 5,0 125 UMA
laranja e rom& et al., 2010
A. foetidus NRRL 337 Bagaco de magd  FES : 30 96 : i PANG: o D AMS:
A. fumigatus Palha de trigo FSbm 1x107 42 12 - 120 REZE%BSQFEUX’
A. heteromorphus URM0269 ~ "arelo de trigo + FES 1x107 30 72 - - OLIVEIRA
sacarose etal., 2020
. . HAYASHI
A. japonicus MU-2 Sacarose FSbm - 30 48 6,5 - etal., 1992
A. japonicus TIT-KJ1 Sacarose FSbm - 30 48 - 500 DUAN; Sl"s')gg; CHEN,
A. japonicus TIT-90076 Sacarose FSbm 4 x 107 30 96 - 200 CHEggé"L
A. japonicus JN19 Sacarose FSbm 1x 106 28 96 55 - WAN%OZGHOU’
. . MUSSATTO; RODRIGUES
7 _ ’ ’
A. japonicus ATCC 20236 Sacarose FSbm 1,8x10 28 216 160 TEIXEIRA, 2009
A. japonicus Sacarose FSbm - 30 48 6,5 - HIRABAYASHI

etal., 2017




Tabela 1 Fungos filamentosos produtores de invertase e suas respectivas condi¢gdes de cultivo.

(continuacao)

. . . Inéculo Temperatura Tempo Agitacdo P
Microrganismo Fonte de carbono Cultivo (esporos mLY) (°C) h) pH (rom) Referéncia
: : Farelo de trigo + . OLIVEIRA
A. japonicus URM5620 SacaroSe FES 1x10 30 72 - - etal,, 2020
A. kawachii IFO 4308 Sacarose FSbm - 30 96 55 - NAGAYA .
etal., 2017,
A. nidulans 2.124 Sacarose FSbm 1 x 107 28 15 - 180 VAINSTEIll\sl);gleBERDY,
A. nidulans 2.1 Sacarose FSbm 1x 107 28 22 - 180 CHEN
et al., 1996
. . . ALVES; JORGE;
6 J~ 1
A. nidulans Farinha de centeio FSbm 1x10 30 72 6,0 100 GUIMARAES, 2013
A. niger Sacarose FSbm 2,6 x 108 30 48 - - RUBIO; I\/1I,3I§5DONADO,
. WALLIS; HEMMING;
7 _ ’ ’
A. niger N402 Sacarose FSbm 2x10 28 35 120 PEBERDY, 1997
. L’'HOCINE
A. niger AS0023 Sacarose FSbm - 30 24 6,0 250 etal.. 2000
A. niger IMI1303386 Sacarose FSbm : 28 48 7.4 200 NGUYEN
et al., 2005
. DINARVAND; REZAEE;
6 7 7
A. niger ATCC 20611 Sacarose FSbm 2x10 30 96 6,5 150 FOROUGHI, 2017
A. niger IBK1 Casca de abacaxi  FSbm 1x 106 35 120 5,0 i OYEDEJI
etal., 2017
i GUIMARAES
5 -
A. niveus Bagaco de cana FSbm 1x10 40 72 100 et al., 2009
A. niveus URM5870 Farelo de trigo + FES 1 x 107 30 72 - - OLIVEIRA
sacarose et al., 2020
GUIMARAES
5 -
A. ochraceus Bagaco de cana FSbm 1x10 40 96 100 etal.. 2007
A. oryzae IPT-301 Sacarose FSbm 1x 107 30 72 5,5 200 FERNANDEZ
et al., 2007
A. oryzae KB Sacarose FSbm 4 x 108 30 48 - 150 KURAKAKE
etal., 2017
. LUCCA; JORGE;
5 1 ’
A. parasiticus Bagaco de cana FSbm 1x10 30 24 6,0 100 GUIMARAES, 2013
A. phoenicis URM4924 Farelo de trigo + FES 1x 107 30 72 i i OLIVEIRA
sacarose et al., 2020




Tabela 1 Fungos filamentosos produtores de invertase e suas respectivas condi¢des de cultivo.
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(continuacao)

. . . Inéculo Temperatura Tempo Agitacdo P
Microrganismo Fonte de carbono Cultivo (esporos mLY) (°C) h) pH (rom) Referéncia
- o . RUSTIGUEL
5 - -
A. phoenicis (A. saitoi) Farelo de soja FES 1x10 40 72 etal. 2011
- o . RUSTIGUEL; JORGE;
5 ~ ’ 1
A. phoenicis (A. saitoi) Farelo de trigo FSbm 1x10 40 72 6,0 100 GUIMARAES, 2015
A. sojae JU12 Casca de laranja FES 1x108 37 120 - - LINCOI2_0N1;8MORE,
A. sydowi IAM2544 Licor de milho FSbm i 30 120 6,0 i MURAMAT%JE;SNAKAKUK"
. Farelo de soja + . OLIVEIRA
A. tamarii URM4634 sacarose FES 1x10 30 120 - - et al., 2020
. . GIRALDO
5
A. terreus Farinha de centeio FSbm 1x10 30 48 6,0 100 etal., 2014
A. terreus URM4658 Farelodetrigo+  ppg 1x 107 30 72 : i OLIVEIRA
sacarose et al., 2020
TODERO; RECHIA;
6 i ’
A. thermomutatus Sacarose FSbm 1x10 30 72 6,0 100 GUIMARAES, 2019
. . XIE
9 -
A. tubigensis XG21 Melago de cana FSbm 1x10 30 48 200 etal. 2017
. DAPPER
3 5 -
A. versicolor Bagaco de maca FSbm 1x10 28 288 7,5 etal. 2016
A. versicolor URM5701 Farelodetrigo+  ppqg 1x 107 30 72 : i OLIVEIRA
sacarose etal., 2020
. . ~ UMA
6 -
Cladosporium cladosporioides Casca de roma FSbm 1x10 30 96 4,0 etal., 2012
TASKIN
- 6 -
C. herbarum ER-25 Melaco FSbm 1x10 20 72 55 etal., 2016
Fusarium graminearum . i i GONCALVES; JORGE;
HB0S10 Palha de trigo FES - 30 168 GUIMARAES, 2015
F. oxysporum NCIM 1072 Sacarose FSbm - 25 96 5,5 - GUPTA
- OXysp ’ etal., 1989
. BHATTI
6 7 -
F. solani Melaco FSbm 1x 109/10 30 96 50 etal., 2006
. Mostarda preta QURESHI
Mucor geophillus EFRL 03 hidrolisada FSbm - 45 48 6,5 - etal. 2012
Sacarose + licor de " POONAWALLA; PATEL;
Neurospora crassa 27 milho FSbm 1x10 28 48 55 - IYENGAR, 1965




Tabela 1 Fungos filamentosos produtores de invertase e suas respectivas condi¢des de cultivo.
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(concluséao)

. . . Inéculo Temperatura Tempo Agitacdo P
Microrganismo Fonte de carbono Cultivo (esporos mLY) (°C) h) pH (rom) Referéncia
: . Sacarose + licor de " POONAWALLA; PATEL;
N. sitophila 28 milho FSbm 1x10 28 120 55 - IYENGAR, 1965
, I Farelo de trigo FES 5 96 - - GIRALDO
Paecilomyces variotil Farelo de soja FSbm 1x10 40 72 6,0 100 etal., 2012
Penicillium aurantiogriseum " NASCIMENTO
URM 5139/URM 5126 Sacarose FSbm 1x10 30 36 5,5 150 etal., 2016
POONAWALLA; PATEL;
4 _ 1 1
P. chrysogenum 71 Sacarose FSbm 1x10 28 120 5,5 IYENGAR, 1965
P. citreonigrum URM 4459 Sacarose FSbm 1x 104 25,5 67,8 6,5 - N,:tS;IMZI%lllgO
. NASCIMENTO
4
P. citrinum URM 2725 Sacarose FSbm 1x10 30 36 5,5 150 etal., 2016
P. commune URM 4939 Sacarose FSbm 1x10* 30 36 5,5 150 NASCIMENTO
et al., 2016
P. expansum MUM 02.14 Sacarose FSbm 1,8 x 107 25 48 7,0 160 '\gtJjSAZ‘gIS
NASCIMENTO
4
P. glabrum URM 4757 Sacarose FSbm 1x10 30 36 5,5 150 etal., 2016
. . NASCIMENTO
4
P. implicatum URM 5426 Sacarose FSbm 1x10 30 36 5,5 150 etal., 2016
P. islandicum URM 5073 Sacarose FSbm 1x 10¢ 30 36 5,5 150 NASCIMENTO
etal., 2016
P. oxalicum GXU20 Farelo detrigo + g, 1x 108 28 144 5,5 150 XY
farinha de soja etal., 2015
P. pinophilum EH2 Sacarose FSbm 2 X 107 33,2 72 5,5 : FLORES.GALISCOS
. . GOULART; ADALBERTO;
7 - - i) 1
Rhizopus sp. CCT 7417 Farelo de trigo FES 1x10 35 168 MONTI, 2003
Sclerotinia sclerotiorum Sacarose FSbm - 25 288 55 100 MOUELH
et al., 2014

FES: fermentacdo em estado soélido; FSbm: fermentagdo submersa.
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3.6 Cunninghamella echinulata
Descrito pela primeira vez por Roland Thaxter em 1891 como Oedocephalum
echinulatum (ALCORN; YEAGER, 1938), o fungo Cunninghamella echinulata
pertence ao filo Mucoromycota, classe Mucoromycetes, ordem Mucorales e familia
Cunninghamellaceae (NCBI Taxonomy). Esta espécie apresenta reproducéo
assexuada, além de esporangios hialinos, esféricos, unisporados e agrupados em
vesiculas globosas localizadas no apice de esporangiéforos simples ou ramificados
(WEBSTER; WEBER, 2007). Os esporangios sdo maiores do que os encontrados em
outras espécies deste género e apresentam espinhos cobrindo toda a superficie
(SHIPTON; LUNN, 1980), compostos principalmente por oxalato de célcio (Figura 4)
(JONES; McHARDY’; WILSON, 1976).

Figura 4 FotomicroscopTa de Cunnighamella echinulata (BARRON, 2013).

Dentre os papéis ecoldgicos desempenhados por C. echinulata, destacam-se
0 micoparasitismo exercido sobre o fungo Rhizopus arrhizus (WEBSTER; WEBER,
2007) e a capacidade de atuar como biossorvente para remoc¢ao de metais pesados
presentes em efluentes como chumbo, cobre e zinco (EL MORSY, 2004). Outro
aspecto significante sobre C. echinulata é sua caracteristica de acumulacéo lipidica,
amplamente investigada em estudos anteriores, sabendo-se muito sobre as enzimas
lipogénicas produzidas por este microrganismo (CERTIK; MEGOVA; HORENITZKY,
1999; WAN et al., 2009; WAN et al., 2013).
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Em relagéo a importancia médica de C. echinulata, um Unico caso de sinusite
fungica invasiva foi relatado em um paciente com leucemia mieldide aguda, onde o
fungo apresentou resisténcia a anfotericina B, antifingico utilizado no tratamento
inicial para mucormicoses (LeBLANC et al., 2013). Devido a presenca de um sistema
citocromo P450 andlogo ao encontrado em seres humanos, C. echinulata é
considerado um organismo modelo em estudos sobre bioconverséo de xenobioticos,
sendo amplamente utilizado como modelo microbiano em pesquisas referentes a
transformacao metabdlica de farmacos e outros compostos (FREITAG et al., 1997). A
presenca deste sistema enzimatico permite estudos toxicoldgicos e farmacolégicos
adicionais, sendo uma alternativa formidavel para investigagdes sobre o metabolismo
de drogas in vitro (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

Até o momento, sabe-se que C. echinulata € capaz de metabolizar uma ampla
variedade de xenobioticos, tais como 3-hidroxiflavona (MIYAKOSHI; AZAMI,
KUZUYAMA, 2010), acronicina (BETTS; WALTERS; ROSAZZA, 1974), &cido
corosolico (FENG et al., 2016), &cido fusidico (IBRAHIM et al., 2018), &cido retindico
(HARTMAN et al.,, 1990), artemisinina (ZHAN et al., 2002), bromexina (DUBE;
KUMAR, 2017), diazepam (PAULA et al., 2015), dimetilnortestosterona (SIDDIQUI et
al., 2017), diosgenina (DONG et al., 2010), fenazopiridina (FOSTER et al., 1991a),
furosemida (OLVERA-VARGAS et al., 2016), isocoronarin D (CHOKCHAISIRI et al.,
2019), isosteviol (WONGANAN et al., 2013), lapachol (OTTEN; ROSAZZA, 1981),
loratadina (KEERTHANA; VIDYAVATHI, 2018), metoxianfetamina (FOSTER et al.,
1992a), N-metilcarbazole (YANG; DAVIS, 1992), nandrolona (BAYDOUN et al., 2014),
paracetamol (KUMARI et al., 2009), patchoulol (XU et al., 2016), propanolol (FOSTER
et al., 1992b), mexiletina (FREITAG et al., 1997), risperidona (BOCATO et al., 2012),
tranilcipromina (FOSTER et al., 1991b), entre outros. Uma vez que ndo foram
encontrados relatos na literatura, a producéo de micotoxinas por C. echinulata ainda
€ desconhecida. Assim, C. echinulata ndo apresenta status GRAS (Geralmente
reconhecido como seguro) conferido pelo FDA (Food and Drug Administration). Além
disso, ndo foram identificadas enzimas produzidas por este fungo com potencial para
aplicacao no setor alimenticio.

Desta forma, este trabalho buscou ampliar os conhecimentos sobre C.
echinulata através do screening de algumas enzimas de interesse industrial,
especialmente B-FFases, focando em estudos de producgdo, purificacao,
caracterizacao bioguimica e aplicacédo desta enzima na modificacdo da sacarose para

obtencéo de acucar invertido.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, exploratério e experimental puro. A
instabilidade do instrumento de medic&do e do ambiente experimental foram ameacas
eventuais a validade interna do estudo. A populacdo consistiu em todas as proteinas
produzidas por Cunninghamella echinulata PA3S12MM e as amostras foram apenas
as B-frutofuranosidases produzidas por este fungo. A amostragem é do tipo néo-
probabilistica e a analise dos dados foi feita através da média aritmética de uma
distribuicdo (medida de tendéncia central) acoplada ao desvio padrdo (medida de

variabilidade).

4.2 Isolamento e identificacdo do microrganismo

O microrganismo estudado foi o fungo Cunninghamella echinulata PA3S12MM,
isolado a partir de uma amostra de solo e serrapilheira coletada em uma cultura de
soja 15 dias apdés inoculacdo do herbicida glifosato. A plantacdo, proxima a um
fragmento florestal de Mata Atlantica, esta localizada no municipio de Nova Aurora
(PR) entre 24° 32’ 00” Sul e 53° 15’ 10” Oeste com 520 m de altitude em relacdo ao
nivel do mar. A linhagem isolada apresenta col6nias filamentosas com hifas aéreas
abundantes, textura membranosa, anverso marrom e reverso pardo (Figura 5) e esta
presente na cole¢do de fungos do Laboratdrio de Bioquimica de Microrganismos da

Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Cascavel.

Figura 5 Fungo C. echinulata PA3S12MM em meio batata dextrose agar (BDA).
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A extracdo de DNA gendmico do fungo foi conduzida através da metodologia
de White et al. (1990) seguindo pelo sequenciamento da regido nao codificadora ITS
(Internal Transcrib Spacer) do RNA ribossémico pela técnica de Sanger, realizado
pela empresa Helixxa® (Campinas-SP). A determinagdo da espécie foi realizada
comparando-se a sequéncia obtida com a depositada pelo Centro Nacional de
Informacdes Biotecnoldgicas (NCBI), utilizando a ferramenta BLAST. A sequéncia da
regido ITS1 do fungo C. echinulata PA3S12MM esta depositada sob o numero de
acesso MN699284 no GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.3 Manutencao dalinhagem e preparo do in6culo

A manutencdo rotineira da cepa foi realizada em tubos de ensaio estéreis
contendo meio BDA (Batata dextrose agar) incubados em estufa bacteriologica a
28 °C por 6 dias. O inéculo foi obtido a partir das culturas em BDA mediante adi¢do
de 5 mL de uma solugéo contendo NaCl 0,8% e Tween 80 0,05%, ressuspendendo
0s esporos com o auxilio de bastéo de vidro estéril. Depois, seguiram-se as diluicdes
necessarias para a contagem de esporos presentes na solucdo na Camara de

Neubauer. Para o indculo, padronizou-se uma solucdo com 2,4 x 10* esporos mL™2.

4.4 Extracao das enzimas extracelulares e intracelulares

As culturas foram filtradas a vacuo em funil de Bichner e papel-filtro, obtendo-
se um filtrado livre de células e um micélio. O filtrado foi utilizado para a determinacéo
da atividade enzimatica extracelular e nos demais experimentos realizados. O micélio
foi triturado com 1 volume de areia (tratada com H2SOs 0,1 mol L) em gral de
porcelana, mantido em gelo até obtencdo de uma massa homogénea. O triturado foi
ressuspenso em 6 mL de agua milli-Q gelada, sendo centrifugado a 4000 rpm por 10
min a 4 °C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem

de enzimas intracelulares nos testes de screening enzimatico.

4.5 Determinacédo da atividade enzimatica e quantificagdo de proteinas

A atividade enzimatica foi determinada através da reacdo com acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959). Uma unidade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de produto formado por
minuto nas condi¢des de ensaio. A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo
a metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovina
(BSA) como padréo.
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4.6 Screening enzimatico

Buscando ampliar os conhecimentos sobre C. echinulata, foi realizado o
screening de 11 enzimas de interesse biotecnoldgico produzidas por este fungo. Os
extratos intra e extracelulares foram obtidos através do in6culo em meio Czapek
(WISEMAN, 1975) suplementado com 1% das fontes de carbono: bagaco de cana,
casca de maca, cascudinho (Alphitobius diaperinus), pupa (Spodoptera frugiperda) e
sabugo de milho.

Os cultivos foram incubados em estufa do tipo BOD a 28 °C por 144 h. Apés o
tempo determinado, as culturas foram filtradas e assim obtidos os extratos intra e
extracelulares. Estes foram dialisados contra 4gua deionizada por aproximadamente
12 h a4 °C. As enzimas analisadas, seus respectivos substratos, condi¢cdes de reacédo
e curvas de calibracdo estdo resumidos na Tabela 2. Todas as reag¢des foram

conduzidas a 40 °C.

Tabela 2 Screening enziméatico realizado com o0s extratos extra e intracelular obtidos
a partir do cultivo de C. echinulata.

Enzima Substrato Condic¢des da Reacéo Método
Enzimas do complexo celulolitico
Avicelase Avicel® 1% Tempo de reacéo: 0, 30, 60 min Miller
CMCase CMC 1% Tampao: acetato de sodio 0,05 mol L pH 5,0 (1959)
FPase Papel-filtro 1% Curva padréao: glicose 2 mg mL*
p-nitrofenil-B-D- Tempo de reacéo: 60 min Tan et al
B-Glicosidase glicopiranosideo = Tampé&o: acetato de soédio 0,05 mol Lt pH 5,0 (1987) '
0,06% Curva padrdo: p-nitrofenol 1 mmol L
Enzimas do complexo xilanolitico
. Tempo de reacéo: 0, 5, 10 min .
Xilanase b Xilano de Tampao: acetato de sodio 0,05 mol L pH 5,0 Miller
eechwood 1% c . o (1959)
urva padrdo: xilose 2 mg mL
p-nitrofenil-B-D- Tempo de reagdo: 60 min Tan et al
B-Xilosidase xilopiranosideo Tampao: acetato de sédio 0,05 mol L1 pH 5,0 (1987) '
0,05% Curva padréo: p-nitrofenol 1 mmol L
Sacarose Temp9 de reagdo: 0, 5 ?O min Miller
B-FFase 0.2 mol L1 Tampao: acetato de sédio 0,05 mol L1 pH 5,0 (1959)
' Curva padrdo: glicose 2 mg mL*
Tempo de reacéo: 0, 5, 10 min Miller
Amilase Amido 1% Tampao: acetato de sodio 0,05 mol L1 pH 5,0
SO . (1959)
Curva padrédo: glicose 2 mg mL+?
Acido Tempo de reacéo: 0, 5, 10 min Miller
Poligalacturonase  poligalacturbnico = Tampéao: acetato de sodio 0,05 mol L pH 5,0
O - ; (1959)
1% Curva padrdo: acido galacturdnico 2 mg mL?
Tempo de reacéo: 10 min Sandhya
Protease Caseina 0,5% Tampao: fosfato de sodio 0,1 mol L pH 7,0 etal.
Curva padréo: tirosina 0,2 mg mL? (2005)
p-nitrofenil-N- Tempo de reacéo: 60 min Yan e
Quitinase acetil-B-D- Tampao: acetato de sédio 0,05 mol Lt pH 5,0 Fong

glicosamina 0,05%

Curva padrdo: p-nitrofenol 1 mmol L?

(2018)
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4.7 Otimizacdes do cultivo
4.7.1 Efeito do meio de cultura e curva de producdo enzimatica

A fim de aumentar a producao B-frutofuranosidasica, o fungo C. echinulata foi
inoculado em sete meios de cultura com composicdes distintas, suplementados com
1% de casca de maca como fonte de carbono. Os cultivos foram incubados em estufa
do tipo BOD a 28 °C por 10 dias sob regime estacionario, sendo retiradas aliquotas a
cada 24 h para determinacdo da atividade enzimética e quantificacdo de proteinas.

Os meios testados e suas composicdes estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 Meios de cultivo avaliados.
MEIOS DE CULTIVO

Componentes Adams Czapek Khanna Klausen Maller SR Vogel
Extrato de levedura 0,2g 0,149 0,19 0,19 0,049 0,45¢ -
KH2PO4 0,19 0,19 - - 0,04 g - -
MgSOa47Hz20 0,05¢g 0,05¢g - - 0,059 - -
NaNO3z - 0,39 - - - - -
KCI - 0,059 - - - - -
Fe2(S04)37H20 - 0,001 g - - - - -
CaCOs - - - 0,19 - - -
Peptona - - - 0,19 - 0,02 g -
NaCl - - - 059 - - -
Gelatina - - - 0,25¢g - - -

Solugéo de sais
Khanna [20x]*
Solucéo de sais SR

- 5mL - - - -

[20x]* i i i i i S miL i
Solugéo de sais Vogel i i i i i
[50x]4 2 mL
Solucéo de biotina* - - 20 pL

Agua destilada g.s.p. 100mL 100mL 100mL 100mL 100mL 100mL 100 mL
Referéncias [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7]

#Solugéo de sais de Khanna [20x]: NH4NOs 2 g; KH,PO, 1,3 g; MgS0,7H,0 0,362 g; KCI 0,098 g; ZnSO,H,0 0,007 g; MNnSO,H,0O
0,0138 g; Fe,(S0,4)36H,0 0,0066 g; CuSO45H,0 0,0062 g; agua destilada g.s.p. 100 mL.
*Solugéo de sais SR [20x]: MgSO47H,0 0,24 g; KH,PO, 0,3 g; NH;H,PO, 1 g; 4gua destilada g.s.p. 100 mL.
4Solugéo de sais de Vogel [50x]: NazCsHsO75H,0 15 g; KH,PO,4 25 g; NH,NO3 10 g; MgSO47H,0 1 g; CaCl,2H,0 0,5 g; CHCl;
0,5 mL; Solucao de tracos de elementos* 0,5 mL; agua destilada g.s.p. 100 mL;
*Solucéo de tracos de elementos: CsHgO7H,O 5 g; ZnSO47H,0 5 g; Fea(NH4)2(S0,4)26H.0 1 g; CuSO45H,0 0,25 g; H3BO;
0,05 g; MnSO,H,0 0,05 g; Na,MoO42H,0 0,05 g; CHCl31 mL.
*Solucéo de biotina: Biotina 0,05 g; Etanol 50% 100 mL.
1Adams (1990); Wiseman (1975); *Khanna, Sundari e Kumar (1995); “Peralta, Terenzi e Jorge (1990); *Maller et al. (2013);
bRizzatti et al. (2001); "Vogel (1964).

4.7.2 Delineamento composto central rotacional

O delineamento composto central rotacional (DCCR) e metodologia de
superficie de resposta (MSR) foram empregados para otimizar a producédo de
B-FFase por C. echinulata. Os fatores selecionados foram tempo de cultivo,
temperatura e concentracdo da fonte de carbono. Os niveis das variaveis
independentes foram definidos de acordo com o DCCR e um conjunto de 17

experimentos foi realizado, incluindo trés repeticbes do ponto central.
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A resposta para as variaveis, onde Y representa a atividade da 3-FFase, pode
ser aproximada pela equagé&o polinomial:
Y = Bo + B1X1 + B2X2 + BaXsz + B12X1 X2 + B13X1X3 + B23X2X3 + B11X12 + B22X2? + BaaX3?
Onde Bo é o intercepto; B1, B2 € B3 s&o os coeficientes de primeira ordem do
modelo; Bi2, Biz € P23 sdo os coeficientes de interacédo; e P11, P22 € B3z S0 0s
coeficientes de segunda ordem do modelo.
O teste t de Student foi usado para verificar a significancia estatistica dos
coeficientes de regressdo e o programa Statistica 7.0 foi utilizado para analisar os

dados experimentais.

4.8 Temperatura e pH de melhor atividade para a B-FFase presente no extrato
bruto

A influéncia do pH na atividade enzimatica foi verificada solubilizando o
substrato da reacdo (sacarose 0,2 mol L!) em tampéo citrato-fosfato 0,1 mol L*
(McILVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 8,0, seguido pela dosagem de acgucares
redutores. O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi investigado através da
dosagem em diferentes temperaturas, que variaram de 10 a 80 °C. O substrato da
reacdo foi solubilizado em tampéo citrato de sédio 0,1 mol L* no pH de melhor
atividade para a B-FFase presente no extrato bruto.

4.9 Purificacdo da B-FFase através de colunas cromatograficas

O extrato enzimatico dialisado foi equilibrado com tampao tris-HCI 20 mmol L
pH 7,2 e aplicado na coluna de troca idbnica DEAE-Sephadex. Apés lavagem da coluna
com o0 mesmo tampao, as proteinas carregadas negativamente foram eluidas com um
gradiente de 0-1 mol L de NaCl. Foram coletadas fracdes de 5 mL, seguido pela
dosagem de atividade enzimatica e proteinas. As fragbes que apresentaram alta
atividade B-frutofuranosidasica foram reunidas e a nova amostra foi dialisada,
liofilizada e aplicada na coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-100 HR,
previamente equilibrada com tampéo citrato de sédio 20 mmol L pH 5,0. Fracdes de
2 mL foram coletadas, sendo determinadas a atividade enzimatica e conteudo de
proteinas. As fracbes que apresentaram alta atividade foram reunidas e a nova
amostra foi dialisada, liofilizada e submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida.

Todas as etapas de purificacdo foram conduzidas a 4 °C.
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4.10 Caracterizacdo bioquimica da B-FFase purificada
4.10.1 Anélise da pureza e zimograma

Para verificar a massa molecular da enzima purificada, foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes (SDS-PAGE)
descrita por Laemmli (1970) utilizando um gel de empilhamento a 6% e de resolucéo
a 10%. A eletroforese foi desenvolvida em temperatura ambiente sob tensdo de
120 V e uma corrente elétrica de 20 mA. O marcador de peso molecular utilizado foi o
PageRuler Plus Prestained da Thermo Scientific™ de 10 a 250 kDa. Apés a corrida,
o gel foi revelado com Coomassie Brilliant Blue G-250.

A atividade enzimética foi verificada através da metodologia descrita por Rehm,
Willmitzer e Heyer (1998) utilizando o mesmo gel, mas a amostra ndo foi submetida a
fervura antes da eletroforese. ApGs a corrida, o gel foi incubado por 30 min com triton
X-100 0,5% em temperatura ambiente, seguindo pela lavagem com agua destilada.
Em seguida, o gel foi incubado com uma solugéo de sacarose 0,3 mol L' em tampéao
citrato de sédio 0,1 mol L pH 5,0 a 60 °C por 30 min, seguindo pela coloragdo com
cloreto de trifenil tetrazélio 1% dissolvido em NaOH 0,25 mol L't aquecido a 100 °C. A

reacao foi interrompida com acido acético 5%.

4.10.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica

A temperatura O6tima da p-FFase foi investigada através da dosagem da
atividade enzimética em diferentes temperaturas, que variaram de 30 a 70 °C. A
estabilidade térmica foi determinada pela incubacdo da enzima sem substrato a 50,
60 e 70 °C por no maximo 120 min, seguindo pela dosagem da atividade na

temperatura 6tima da enzima empregando a metodologia descrita por Miller (1959).

4.10.3 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimética

A influéncia do pH na atividade enzimética foi verificada solubilizando o
substrato da reacdo (sacarose 0,2 mol L') em tampédo citrato-fosfato 0,1 mol L*
(McILVAINE, 1921), variando o pH entre 4,0 e 8,0, seguido pela dosagem descrita por
Miller (1959). A estabilidade ao pH foi investigada mediante incubacdo da enzima
purificada na auséncia de substrato em trés diferentes tampdes a 4 °C por 24 h,
seguindo pela dosagem de aguUcares redutores na temperatura e pH 6timos da
enzima. Os tampdes utilizados foram: citrato-fosfato 0,1 mol Lt (pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;
7,0 e 8,0), tris-HCI 0,2 mol L (pH 8,0 e 9,0) e glicina-NaOH 0,2 mol L (9,0 e 10,0).
A atividade enzimatica foi determinada pela metodologia de Miller (1959).
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4.10.4 Especificidade ao substrato

A especificidade da enzima purificada ao substrato foi conduzida pela
incubacdo da B-FFase com 1% de cada substrato (a4cido poligalacturénico, amido,
carboximetilcelulose, pectina citrica, rafinose, trealose e xilano de beechwood), além
do controle (sacarose 0,2 mol L't) em tampéo citrato de sédio 0,1 mol L* pH 6,0 por
10 min a 60 °C. A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Miller (1959).
Para o calculo da atividade relativa de outros substratos, a sacarose foi usada como

controle (100%) pois apresentou maior atividade enzimatica.

4.10.5 Efeito de ions e outros compostos na atividade da B-FFase

Para avaliar o efeito de diferentes compostos sobre a atividade
B-frutofuranosidasica, solucdes de 25 mmol L de Al2(SOa)3, BaCl2, CaClz, CoClz,
CuSO0g4, FeClz, KCI, MgCl2, MnCl2, NaCl, NH4ClI, PbClz, SnClz2, ZnSO4, DTT e EDTA
foram adicionadas ao substrato (sacarose 0,2 mol L' em tampéao fosfato de sédio 0,1
mol L* pH 6,0) de modo que se obtivesse misturas reacionais com concentragées
finais de 1 e 10 mmol L. Os ensaios enzimaticos foram realizados nas condi¢ées

6timas de atividade.

4.10.6 Efeito do composto tiol DTT na B-FFase inibida por ions metélicos

O efeito protetor do composto tiol DTT na B-FFase inibida por ions metalicos
foi verificado de acordo com a metodologia descrita por Heinen et al. (2014). Neste
experimento, a enzima foi pré-incubada a 4 °C com o DTT (10 mmol L) 15 min antes
da adicdo dos ions que inibiram fortemente a atividade enzimética. Em seguida, a
atividade enzimatica foi realizada nas condi¢cdes 6timas de reacdo. Os controles
consistiram na reagdo sem 0s ions metalicos (controle positivo) e na presenca dos

ions inibidores (controle negativo).

4.10.7 Determinac&o dos parametros cinéticos

As equacgbes de Michaelis-Menten foram usadas para determinar 0 Km € Vmax
da enzima, além do calculo do Kcat. O efeito da concentragcéo de substrato na atividade
da B-FFase foi conduzido usando sacarose como substrato em varias concentracdes
(0-500 mmol L1). Os ensaios enzimaticos foram realizados nas condicdes 6timas de
atividade e os dados foram calculados utilizando o programa Enzyplot (LEONE;
BARANAUSKAS; CIANCAGLINI, 1995).
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4.10.8 Conteudo de carboidratos

O conteudo de carboidratos da B-FFase foi estimado através do método fenol-
sulfarico descrito por Dubois et al. (1956), utilizando glicose como padrdo. A enzima
purificada foi diluida em agua (g.s.p. 400 pL) seguindo pela adicdo de 10 pL de fenol
80% e 1 mL de acido sulfarico concentrado. A mistura foi homogeneizada e deixada
em repouso em banho de gelo por 10 min. Apés este periodo, a reacao foi agitada e
incubada em banho-maria & 30 °C por 15 min, sendo feita a leitura em

espectrofotometro a 490 nm.

4.10.9 Analise dos produtos de hidrélise e transfrutosilagdo por CCD

Os produtos de hidrélise da sacarose e a producdo de frutooligossacarideos
(FOS) foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) apds a
incubacgédo da B-FFase com sacarose 50% em tampéao citrato de sédio 0,1 mol L* pH
6,0 durante 15 h a 50 °C. Apés o periodo determinado, a amostra foi fervida a 100 °C
por 3 min para interrupcdo da hidrélise e submetidas a andlise por CCD. A fase movel
foi constituida de isopropanol, acetato de etila e 4gua destilada (9:7:4) e os produtos
foram revelados por orcinol 0,2% em solu¢do de acido sulfarico: metanol (1:9),
seguindo pela incubacao da placa em estufa a 100 °C até o aparecimento das bandas
referentes a hidrélise. Os padrbes utilizados foram os monossacarideos frutose e
glicose (1 mg mL?), os frutooligossacarideos de cadeia curta kestose e nistose

(1,6 mg mL1) e sacarose 50%.

4.11 Imobilizagdo do extrato bruto de C. echinulata

A imobilizacdo do extrato bruto enzimatico foi conduzida empregando-se o
método de retencéo fisica em matriz de alginato de calcio descrito por Mouelhi et al.
(2014). O alginato é um polimero extraido principalmente de algas marinhas pardas
(filo Ochrophyta, classe Phaeophyceae, ordem Laminariales) (PETEIRO, 2018) e é
composto por subunidades monoméricas dos &cidos B-D-manurbnico e a-L-
gulurbnico, formando cadeias lineares sollveis em agua (SOUZA; PERALTA-
ZAMORA; ZAWADZKI, 2008). Na presenca de cations bivalentes como o calcio, as
cadeias lineares sao ligadas em blocos, formando uma estrutura tridimensional

gelatinosa que aprisiona moléculas (Figura 6) (ORTIZ, 2017).
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Figura 6 Representacao esquematica da ligacado entre as cadeias lineares de alginato
unidas através dos ions calcio. Adaptado de Kawaguti e Sato (2008).

O processo de imobilizacdo foi conduzido a 4 °C sob agitacdo magnética
constante e consistiu no gotejamento de uma solucao contendo 500 uL de alginato de
sédio e 500 pL de extrato bruto em 10 mL de solucéo de cloreto de céalcio. Apés total
adicao da solucéo, a agitacdo prosseguiu por 5 min e em seguida repouso por mais 5
min. Ap6s o tempo determinado, a solucdo de cloreto de calcio foi removida e as
esferas formadas foram lavadas trés vezes com tampdo fosfato de sédio
100 mmol L* pH 6,0 e armazenadas a 4 °C no mesmo tampéao. O controle do processo

consistiu no ensaio de imobilizagdo sem o extrato enzimatico.

4.11.1 Otimizacédo da concentracdo dos componentes para a imobilizacao
Inicialmente foi realizada a avaliacdo da concentracdo de alginato de sédio e
cloreto de calcio na integridade estrutural das esferas. Ambas as solu¢des foram
preparadas em agua milli-Q sendo avaliadas as seguintes concentracdes: alginato de
s6dio (1 e 2%) e cloreto de calcio (100, 200, 300 e 400 mmol L), totalizando 8

imobilizagbes experimentais.

4.11.2 Determinacédo da atividade enzimatica dos derivados imobilizados
A determinagéo da atividade enzimatica foi realizada através da metodologia
de acucares redutores descrita por Miller (1959). Inicialmente foi removido o tampéao

e 0 volume total de esferas foi ressuspenso em 1 mL de substrato (sacarose
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0,2 mol L't em tampéo fosfato de sédio 100 mmol L pH 6,0) e incubado a 60 °C por
10 min. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 20 pL e adicionadas em tubos
contendo 80 pL de tampé&o e 100 pL de DNS, a mistura foi fervida, esfriada e em

seguida lida a 540 nm em espectrofotémetro.

4.11.3 Determinacéo dos parametros de imobilizagao

O rendimento da imobilizac&o (%) foi calculado com base na diferenca entre a
qguantidade de proteina oferecida e a quantidade de proteina presente no meio
reacional apdés o processo de imobilizacdo. A atividade recuperada (%) foi
determinada pela relacdo entre a atividade do derivado e a atividade oferecida no

inicio da imobilizacéo.

4.11.4 Eficiéncia do derivado imobilizado em relacdo ao numero de usos

Uma vez determinadas as melhores concentracdes de alginato de sédio e
cloreto de calcio para a imobilizacdo enzimatica, foi verificada a reusabilidade das
esferas, que consistiu em ciclos de dosagem até a queda da atividade enzimatica. Ao
final de cada ciclo, as esferas foram lavadas cinco vezes com tampao fosfato de sédio
100 mmol L pH 6,0 para remocéo do substrato.

Por fim, uma nova imobilizacao foi realizada, aumentando 20 vezes o volume
de cada um dos componentes para verificar o potencial de hidrolise da sacarose pela

B-FFase presente no extrato bruto imobilizado.

4.12 Hidrélise da sacarose pelo derivado imobilizado em reator tipo leito fixo

O teste para verificar o potencial de inversdo da sacarose pela B-FFase
presente no extrato bruto imobilizado foi conduzido segundo a metodologia descrita
por Upadhyay e Verma (2014) com modificagdes. O reator tipo leito fixo utilizado
consistiu em uma coluna de vidro com volume total de 31 mL, 10 cm de alturae 2 cm
de didmetro e era dotado de uma camisa externa onde circulava agua proveniente de
um banho termoestatizado, mantendo a temperatura interna constante a 60 °C.

O derivado imobilizado foi empacotado no reator ocupando um volume de
19 mL. A fase fluida consistiu em uma solucdo de sacarose 50% em tampéao fosfato
de sédio 100 mmol L pH 6,0 e foi adicionada com método de fluxo descendente.
Foram avaliados diferentes fluxos de escoamento (0,5; 1; 2 e 3 mL min') e as fracGes
coletadas foram reacionadas com DNS (MILLER, 1959) para quantificar a presenga
de acucar redutor (glicose e frutose) a partir da hidrélise de sacarose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Screening enzimatico

A partir dos extratos extra e intracelulares, verificou-se que o fungo C.
echinulata produz quantidades significativas de duas enzimas de interesse
biotecnolégico. Foram  verificados valores consideraveis de atividade
poligalacturonasica nos extratos extra e intracelulares obtidos a partir do cultivo com
bagaco de cana, com valores de 20,80 e 16,06 U mL™! respectivamente (Tabela 4). A
enzima mais produzida por este fungo foi a B-FFase, sendo encontradas 133,65 e
194,31 U mL? nos extratos extra e intracelular, respectivamente, ambos obtidos a

partir do cultivo com casca de maga.

Tabela 4 Screening das enzimas produzidas por C. echinulata PA3S12MM.
Fonte de carbono de Atividade enzimética

Enzima Extrato melhor indugdo (UmL?)
Avicelase Extracelular Cascudinho 1,04 005
Intracelular 0,66 + 0,00
CMCase Extracelular Cascudinho 0,02 + 0,00
Intracelular Pupa 0,09 + 0,03
FPase Extracelular Cascudinho/P_upa 0,03 + 0,00
Intracelular Sabugo de milho 0,10 + 0,01
B-glicosidase Extracelular Casca de maca 2,75 + 0,07
Intracelular Bagaco de cana 1,53 + 014
. Extracelular 0,99 + 0,06
Xilanase Intracelular Bagaco de cana 1,29 + 036
B-xilosidase Extracelular Cascudinho 0,24 + 0,01
Intracelular Bagaco de cana 0,18 + 0,08
B-FFase Extracelular Casca de maca 133,65 =+ 1,34
Intracelular 19431 + 0,00
Amilase Extracelular Casca de magca 1,99 + 0,40
Intracelular 2,37 + 0,28
Poligalacturonase Extracelular Bagaco de cana 2080 £ 0,20
Intracelular 16,06 + 186
Protease Extracelular Sabugo de milho _ 0,40 + 0,02
Intracelular Casca de maca/Cascudinho 0,14 + 0,00
Quitinase Extracelular Cascudinho ) 1,08 + 0,00
Intracelular Casca de maca 1,32 + 0,01

O screening de fungos filamentosos se mostra uma ferramenta simples e
eficiente, pois permite a descoberta de diferentes enzimas com relevantes aplicagbes
no setor industrial, além de ampliar os conhecimentos sobre a bioquimica de
microrganismos selvagens pouco estudados. Uma vez que n&o haviam relatos na
literatura para B-FFase produzida por este fungo, optou-se pelo estudo mais

aprofundado desta enzima.
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5.2 Efeito do meio de cultura e curva de producéo enzimatica
Os ensaios referentes a influéncia do meio de cultura em relagdo ao tempo de
incubagéo indicaram que, quando cultivado em meio Vogel, houve um aumento
progressivo entre a atividade enzimatica e o tempo, alcancando 211,6 U mL?® em
10 dias de cultivo a 28 °C e em regime estacionario (Figura 7). Dentre os meios de
cultura avaliados, o meio Vogel é considerado o mais complexo, uma vez que
apresenta uma maior variedade de sais que os demais, indicando que determinados
ions podem estar atuando como cofatores, aumentando a atividade
B-frutofuranosidasica. Nascimento et al. (2019) buscando aumentar a producdo de
invertases por A. carbonarius, verificaram que a atividade enzimatica maxima neste
meio de cultura ocorreu com 96 h de cultivo, chegando a 12,52 U mL* quando
cultivado a 28 °C sob agitacdo orbital de 180 rpm.
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Figura 7 Influéncia de diferentes meios de cultura em funcdo do tempo de cultivo na
producao de B-FFase.

5.3 Temperatura e pH de melhor atividade para a B-FFase presente no extrato
bruto

Os resultados do efeito do pH na atividade da B-FFase presente no extrato
bruto indicaram que a atividade méaxima (451,2 U mL™) foi encontrada em pH 5,0,
guando em ensaios a 40 °C (Figura 8a). Em pH 4,0 e 6,0 a enzima apresentou uma
gueda de mais de 25% de atividade. Resultados similares foram encontrados para as
invertases de A. caespitosus (ALEGRE et al., 2009), A. flavus (UMA et al., 2010), C.
cladosporioides (UMA et al., 2012) e A. niger (OYEDEJI et al., 2017).
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Considerando que nas reac¢fes anteriores vinha-se utilizando o tampéo acetato
de sodio, a partir do estudo sobre o efeito do pH utilizando o tampao citrato-fosfato foi
observado um aumento de 204% na atividade enzimatica (dados ndo mostrados),
guando comparado a reacdes com o tampéo acetato de sddio nas mesmas condi¢des
reacionais (pH 5,0 e 40 °C). Esse aumento consideravel pode ser explicado pela
presenca de ions metdlicos atuando como inibidores da atividade
B-frutofuranosidasica, uma vez que o citrato de sédio € um agente quelante de ions di
e trivalentes (MADSEN et al., 2000). Dessa forma, padronizou-se utilizar o tampéao
citrato de soédio nos experimentos subsequentes.

Em relacdo a temperatura, verificou-se que em 60 °C a B-FFase presente no
extrato bruto apresentou melhor desempenho catalitico, alcancando 780,6 U mL™*
(Figura 8b) em tampéo citrato de s6dio 100 mmol Lt pH 5,0. Este resultado foi maior
que o reportado para as invertases de C. herbarum (20 °C) (TASKIN et al., 2016),

Saccharomyces cerevisiae (40 °C) (BHALLA et al., 2017) e A. tamarii (50 °C)
(OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 8 pH e temperatura de melhor atividade para a B-FFase presente no extrato
bruto. (a) pH de melhor atividade (b) Temperatura de melhor atividade.

5.4 Delineamento composto central rotacional

De acordo com o0 DCCR, os melhores resultados para a produgéo de B-FFase
correspondem aos encontrados nos ensaios 15-17, onde o fungo foi cultivado durante
8 dias, a 28 °C e suplementado com 1% de casca de maca (Tabela 5). Por outro lado,
0 ensaio 11 mostra que quando cultivado em baixa temperatura (16 °C) o fungo
apresenta baixa producdo enzimatica, com valor de 122,06 U mL™.
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A equacao de regresséao obtida apos analise da variancia (ANOVA) prevé os
niveis de B-FFase em funcéo das varidveis tempo, temperatura e fonte de carbono. A
producéo enzimética pode ser predita pelo modelo codificado com 95% de confianca:

Y(U mLt) =937,440 + 73,027 X1 - 28,507 X2 — 125,873 X3 — 13,918 X1 X2 —
11,924 X1 X3 — 82,715 X2 X3 — 34,173 X12 — 250,336 X22 — 197,122 X32

Onde Y é a atividade B-frutofuranosidasica (U mL), X1 é o tempo de cultivo
(dias), X2 € a temperatura (°C) e X3 é a concentracdo de fonte de carbono (%). Os

valores reais e preditos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 CondicGes experimentais do delineamento composto central rotacional.

Variaveis e os seus valores codificados Atividade enzimatica
(reais) (UmL1)
Ensaios Tempo Temperatura Fonte de Valores Valores Desvio
. o carbono . . .

(dias) (°C) (%) reais? preditos relativo

1 -1(5) -1 (21) -1 (0,5) 597,11 428,61 84,25

2 -1(5) -1 (21) 1(1,5) 361,24 366,14 2,45
3 -1 (5) 1(35) -1 (0,5) 622,41 564,86 28,77
4 -1 (5) 1(35) 1(1,5) 138,01 171,53 16,76
5 1(11) -1 (21) -1 (0,5) 762,06 626,34 67,86
6 1(11) -1 (21) 1 (1,5) 560,82 516,18 22,32
7 1(11) 1(35) -1 (0,5) 814,02 706,92 53,55
8 1(11) 1(35) 1(1,5) 199,59 265,90 33,16
9 -1,68 (3) 0 (28) 0 (1,0 655,67 717,97 31,15
10 1,68 (13) 0 (28) 0 (1,0 881,37 963,60 41,11
11 0 (8) -1,68 (16) 0 (1,0 122,06 277,32 77,63

12 0 (8) 1,68 (40) 0 (1,0 192,16 181,43 5,37
13 0 (8) 0 (28) -1,68 (0,2) 362,06 591,58 114,76
14 0 (8) 0 (28) 1,68 (1,8) 253,20 168,20 42,50

15 0(8) 0 (28) 0(1,0) 930,31 937,44 3,57
16 0(8) 0 (28) 0(1,0) 851,96 937,44 4274
17 0(8) 0 (28) 0 (1,0) 1054,85 937,44 58,70

aCada valor representa a média de trés dosagens enzimaticas.

A Tabela 6 ilustra os resultados da ANOVA para o modelo de segunda ordem.
O Fca (6,37) da regressao foi 1,73 vezes maior que o Fiwab (3,68), indicando que a
regressédo é significativa. O valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi de 89,12%,
isto demonstra que o modelo quadratico consegue explicar 89,12% da variabilidade
dos dados experimentais. O modelo quadratico ndo apresentou falta de ajuste, pois o
Fca (3,14) foi menor do Fiwap (19,30). Portanto, este modelo €& preditivo e

estatisticamente significativo em um intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 6 Tabela ANOVA do modelo de segunda ordem para a producdo de B-FFase.
Soma dos Graus de Quadrado

sgﬂgeggg quadrados liberdade médio Teste F R?
SQ GL QM Feal Ftab
Regresséo 1515445 9 168382,72 6,37 3,68 89,12
Residuo 185044 7 26434,79
Falta de ajuste 164107 5 32821,30 3,14 19,30
Erro puro 20937 2 10468,50
Total 1700488 16

Na Figura 9, o grafico de Pareto ilustra as variaveis que foram significativas e
que influenciaram de forma negativa o aumento da produc¢do enzimética: temperatura
(quadratico) e fonte de carbono (linear e quadratico), considerado um modelo com
95% de confianca. Desta forma, temperaturas elevadas e altas concentracfes de
fonte de carbono s&o inversamente proporcionais ao aumento de atividade

B-frutofuranosidasica.

-5,16974

Figura 9 Grafico de Pareto para os parametros estimados do DCCR para a producéo
de B-FFase.

Os gréficos de superficie de resposta descritos pela equacdo polinomial de
segunda ordem para a producdo de B-FFase indicam que o0s pontos centrais
apresentam melhores valores para a produgao desta enzima por C. echinulata (Figura
10). A partir dos dados obtidos, verificou-se que o resultado € economicamente viavel,
uma vez que as condicdes ideais para a produgdo enzimética consistem em baixas

concentracdes de fonte de carbono (1%) e temperatura moderada (28 °C).
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Figura 10 Superficie de resposta para producdo de B-FFase (U mL1). (a) Fonte de
carbono x Temperatura; (b) Temperatura x Tempo; (c) Tempo x Fonte de carbono.

ApGs otimizagéo do cultivo, houve um aumento de 35% na producdo enzimatica
(1054,85 U mL') quando comparado a producéo inicial antes da otimizacédo (780,6
U mL1). Em comparacédo, Dinarvand; Rezaee e Foroughi (2017) utilizando a mesma
metodologia, avaliaram o efeito de quatro variaveis sobre a producédo de invertase
extracelular pela linhagem industrial A. niger ATCC 20611, aumentando 60% a
producdo desta enzima quando comparado a condi¢cdes nao otimizadas.

Em diversos estudos sobre a otimizacdo da producéo de invertases sao
abordadas técnicas de investigacdo onde é avaliado um fator de cada vez. O emprego
desta metodologia nem sempre € eficaz, jA que o efeito entre variaveis nédo é
investigado. O uso de métodos estatisticos tem sido cada vez mais abordado para
cultivos de fungos para a producdo de enzimas de interesse biotecnolégico, uma vez
que esta estratégia de otimizacdo aumenta significativamente a producéo em relacao
ao método univariavel (GHASEMI et al., 2014).
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5.5 Purificacéo da B-FFase
Inicialmente, o extrato bruto dialisado foi aplicado na coluna de troca ibnica
DEAE-Sephadex (Figura 11a), sendo possivel identificar dois picos proteicos,
indicando que o fungo C. echinulata produz duas isoenzimas que hidrolisam sacarose.
As fracdes correspondentes ao pico de atividade enzimatica que exibe carga negativa
em pH 7,2 (B-FFase Il) foram reunidas, a nova amostra foi dialisada, liofilizada e
aplicada na coluna de exclusao molecular Sephacryl S-100 HR (Figura 11b).
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Figura 11 Perfis cromatograficos obtidos apds aplicagédo do extrato bruto dialisado em
DEAE-Sephadex (a) e Sephacryl S-100 HR (b).

Os dados referentes as etapas de purificagdo encontram-se sumarizados na
Tabela 7. Ao fim do processo, a enzima foi purificada 5,4 vezes com recuperacao de
3,1% e atividade especifica de 4516.6 U mg. De modo similar, a B-FFase de A. sojae
também foi purificada ap6s dois passos cromatograficos, exibindo o mesmo fator de
purificacdo que a enzima de C. echinulata e atividade especifica foi de 1886,31
U mg?® (LINCOLN; MORE, 2018).

Tabela 7 Etapas da purificacdo da B-FFase Il extracelular de C. echinulata.

Atividade Proteina Atividade

Passos de Volume total total especifica Recuperacdo Purificacdo
urificacao mL % fator

p G (mL) (V) (mg) (U mg?) (%) ( )
Et’;”ato 100 65309,3 77.3 844.6 100 1,0

ruto

DEAE- 54 10933,6 7.4 1468,8 16,7 1,7

Sephadex

Sephacryl 19 2033,2 0.5 4516,6 3.1 5,4

S-100 HR
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A eficiéncia do processo de purificacao foi verificada em SDS-PAGE (Figura
12) onde é possivel visualizar uma banda com massa relativa de aproximadamente
89,2 kDa (Figura 13), muito proxima da [B-FFase de A. oryzae, que €& de
aproximadamente 100 kDa (XU et al., 2014). A andlise do zimograma da enzima
purificada ilustra a regido de hidrolise da sacarose na altura da enzima, demonstrando

a presenca de atividade B-frutofuranosidasica.
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Figura 12 SDS-PAGE e zimograma da B-FFase: (kDa) Marcador de peso molecular;
(1) B-FFase lI; (2) Deteccao da atividade B-frutofuranosidasica.
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Figura 13 Determinagéo da massa molecular da B-FFase de C. echinulata.

5.6 Caracterizacdo bioquimica da B-FFase purificada
5.6.1 Efeito da temperatura e pH na atividade e estabilidade enzimética

A temperatura Otima para a atividade da B-FFase foi 60 °C (Figura 14a),
resultado semelhante ao encontrado para as enzimas de A. ochraceus (GUIMARAES
et al., 2007) e A. terreus (ALMEIDA et al., 2018). Nos ensaios de estabilidade térmica,
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a B-FFase exibiu comportamento similar ao reportado para a invertase de A. phoenicis
(RUSTIGUEL; JORGE; GUIMARAES, 2015), entretanto, a enzima de C. echinulata

manteve aproximadamente 100% de atividade apés 30 min,

termoativacao a partir dos 45 min de incubacédo a 50 °C (Figura 14b).
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Figura 14 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da p-FFase: (a)
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Os resultados do efeito do pH na reacao enzimatica indicaram que a enzima

apresentou alta atividade em pH 6,0 (Figura 15a), semelhante ao encontrado para a

invertase de A. oryzae (XU et al., 2014). Em relacdo a estabilidade da enzima a

diferentes faixas de pH, os resultados mostraram que a 3-FFase foi estavel em pH 6,0

por 24 h, mantendo aproximadamente 73% de atividade (Figura 15b). Em pH 9,0, a

enzima manteve 100% de estabilidade apés 24 h, quando incubada em tampéao

glicina-NaOH.
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O carater levemente acido associado a estabilidade em pHs neutros/alcalinos,
além de ser pouco relatado para invertases microbianas (LINCOLN; MORE, 2018)
sugere uma aplicacdo no desenvolvimento de biosensores enzimaticos. Nos
biosensores, a hidrélise da sacarose pela invertase € utilizada como sinal, podendo
ser aplicado no monitoramento de metais pesados em ambientes aquaticos (BAGAL-
KESTWAL et al., 2008), na quantificacdo de drogas (XIANG; LU, 2011), além de
permitir uma rapida e eficaz determinacéo da concentracdo de sacarose em alimentos
e bebidas (PARK; RO; KIM, 1991).

5.6.2 Especificidade ao substrato

Os resultados de especificidade ao substrato indicaram certa promiscuidade
catalitica, uma vez que a p-FFase atuou sobre diferentes tipos de ligacdes glicosidicas
(Tabela 8). Embora a atividade detectada na reacdo com a rafinose possa ser
explicada pela presenca da ligacdo a1+2pB, verificou-se uma atividade consideravel
na reacdo com outros substratos, como a pectina, acido poligalacturénico e trealose,

indicando um carater multifuncional.

Tabela 8 Especificidade ao substrato pela B-FFase de C. echinulata.
Atividade enzimatica Atividade relativa

Substrato Tipo de ligagéo (U mL) (%)
Sacarose Glc(a1<-2B)Fru 80,0 100
Pectina citrica GalA(a1—4)GalA* 13,7 17,1
Trealose Glc(al<1a)Glc 6,7 8,3

. Glc(a1<-2B)Fru
, Rafinose Gal(a1—6)Glc 6,3 7,8
Acido poligalacturénico GalA(a1—4)GalA 4,2 53

. Glc(al—4)Glc
Amido Glc(a1—6)Glc 1.6 2.0

. Xil(B1—4)Xil

Xilano de beechwood GA(a1—2)Xil 0,6 0,7
Carboximetilcelulose Glc(B1—4)Glc 0,0 0,0

Nota: As atividades relativas foram obtidas considerando a sacarose como 100% por apresentar maior atividade enzimatica.
Legenda: Glc (glicose); Fru (frutose); GalA (acido galacturénico); Gal (galactose); Xil (xilose); GA (acido glucurdnico).

*LigagGes secundarias presentes nos polissacarideos pécticos: Ramnogalacturonana | (a1—2) (a1—3) (a1—5) (1—3) (B1—4);
Ramnogalacturonana Il (a1—2) (a1—3) (a1—-5) (a2—3) (B1—2) (B1—3) (B1—4) (B1—5) (B2—3); Apiogalacturonana (31—2)
(B1—3); Xilogalacturonana (1—2) (B1—3) (B2—1) (B4—1); Galacturonogalacturonana (a1—2) (a1—3); Galactogalacturonana
(B1—3) (B1—6) (B4—1); Arabinogalacturonana (a1—3).

7

A pectina é um &cido poligalacturbnico altamente complexo com diversas
cadeias laterais. Além da ligagao principal (a1—4) que une os inumeros residuos de
acido galacturdnico, a pectina apresenta cerca de 13 diferentes ligacdes glicosidicas
nos polissacarideos pécticos que compdem sua estrutura (YAPO; GNAKRI, 2015).

Dentre elas, existem residuos unidos por ligacbes a1—2 e B2—1, indicando que a
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enzima, além de atuar sobre as ligacbes presentes em seu substrato nativo
(sacarose), também apresentou uma dupla acdo catalitica, atuando sobre a ligacdo
a1—4. Essa hipotese de versatilidade enzimatica consegue explicar a diferenga
detectada na reacdo com a pectina citrica que foi cerca de 3,3 vezes maior que 0
encontrado com acido poligalacturdnico.

Outro resultado que corroborou com a hipotese de multifuncionalidade é a
hidrélise da ligagdo a1« 1a presente na trealose. Este dissacarideo consiste em um
acucar nado-redutor formado por duas a-glicoses, apresentando estrutura quimica
similar a da sacarose. A hidrélise deste tipo de ligacédo por invertases também foi

reportada para a enzima de Candida utilis (LAHIRI et al., 2012).

5.6.3 Influéncia de diferentes compostos na atividade da B-FFase

O efeito de diferentes compostos sobre a atividade enzimatica nas condicdes
Otimas de reacédo esté apresentado na Tabela 9. Os resultados obtidos indicaram um
aumento consideravel de mais de 88 e 76% na atividade na presenca de MnClz2 e DTT
a 1 mmol L%, respectivamente. Na concentracdo de 10 mmol L2, o agente redutor
DTT proporcionou um aumento de mais de 130% de atividade B-frutofuranosidasica.
Os compostos que inibiram fortemente a atividade foram os ions metalicos CuSO4, e
ZnS0s4 na concentracéo de 10 mmol L.

Tabela 9 Efeito de diferentes compostos na atividade B-frutofuranosidasica.
Atividade relativa (%)

Composto

1 mmol L1 10 mmol L1

Controle 100,0 100,0
Al2(SOa)3 88,3 * 0,62 13,4 + 0,62
BaCl, 86,2 * 0,21 75,3 + 1,24
CaCl2 77,6 * 1,44 66,5 + 0,21
CoCl2 123,1 * 1,65 96,1 + 1,44
CuSO4 53,5 * 0,00 3,1 + 0,21
FeCl> 109,1 * 1,24 36,8 + 1,03
KCI 116,7 + 4,32 120,4 + 2,68
MgCl2 128,8 * 1,24 96,1 + 1,85
MnCl2 188,3 * 0,21 163,6 + 473
NaCl 103,5 + 0,62 83,1 + 0,82
NH4CI 141,8 + 3,09 104,9 + 2,88
PbCl, 15,2 * 0,41 98,6 + 0,21
SnClz 24,3 + 1,65 27,4 + 2,26
ZnS04 70,6 * 1,03 3,9 + 0,62
DTT 176,5 + 4,12 238,7 + 3,70
EDTA 121,0 + 0,41 85,8 + 1,03
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O aumento na atividade B-frutofuranosidasica na presenca do ion Mn?* também
foi reportado para as invertases de A. niveus (GUIMARAES et al., 2009), A. phoenicis
(RUSTIGUEL; JORGE; GUIMARAES, 2015), A. ochraceus (GHOSH; DHAR;
SAMANTA, 2001) (GUIMARAES et al.,, 2007), A. terreus (GIRALDO et al., 2014),
Torulaspora pretoriensis (ODA; TONOMURA, 1994), Zygosaccharomyces bailiie
(AREZ; ALVES; PAIXAOQ, 2014) e Zymomonas mobilis (PEREZ de los SANTOS et al.,
2016). Outro composto que aumentou consideravelmente a atividade enzimatica foi o
agente redutor DTT, assim como para a invertase de Bifidobacterium lactis (JANER et
al., 2004), indicando uma dependéncia entre a reducéo dos residuos de cisteina e o
aumento da atividade B-frutofuranosidasica. Para a enzima de Lactobacillus reuteri, 0
DTT atuou como um forte inibidor, sugerindo que as pontes dissulfeto sdo necessarias
para a integridade enzimética (GINES; MALDONADO; VALDEZ, 2000).

Por outro lado, os fons Cu?* e Zn?* causaram a reducdo na atividade, indicando
novamente o papel chave de grupos tiol (-SH) da B-FFase de C. echinulata para a
atividade enzimatica. A inibicdo pode ser explicada pela capacidade do ion Cu?* de
oxidar residuos de cisteina, tal como o Zn?* que reage com 0s grupos tiol (ALMEIDA
et al., 2013), levando a uma alteracdo conformacional da enzima, influenciando a
interacdo do substrato com o sitio catalitico e diminuindo a atividade enzimatica. Pérez
de los Santos et al. (2016) identificaram o0 mesmo efeito inibitério dos ions Cu?* e Zn?*
na invertase extracelular de Z. mobilis, tanto na enzima nativa quanto na recombinada

e expressa em Pichia pastoris.

5.6.4 Efeito do composto tiol DTT na B-FFase inibida por ions metalicos

Neste experimento, verificou-se que a p-FFase pré-incubada com o DTT
apresentou uma recuperacdo na atividade catalitica quando comparado com ao
controle negativo, onde a enzima foi incubada somente com o ion inibidor (Figura 16).
Os resultados indicaram que, uma vez em contato prévio com o composto tiol, houve
um aumento de 14,2 e 22,1% nas reacdes com os ions inibidores Cu?* e Zn?*,
respectivamente. De acordo com Heinen et al. (2014) esse efeito protetor pode ser
explicado pela interacdo do composto tiol com a enzima, que leva a uma alteracao
conformacional, diminuindo a afinidade de ligacdo do metal pesado pela proteina,

resultando na recuperacédo da atividade catalitica.
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Figura 16 Efeito do composto tiol DTT na p-FFase inibida por ions metélicos.

5.6.5 Parametros cinéticos da B-FFase

O valor da constante de Michaelis (Km) para a degradacdo de sacarose pela
enzima foi de 173,8 mmol L%, muito maior que o encontrado para A. terreus (Km = 6,2
mmol L) (ALMEIDA et al., 2018); A. ochraceus (Km = 13,4 mmol L!) (GUIMARAES
et al., 2007); A. oryzae (Km = 37,19 mmol L) (XU et al., 2014) e A. sojae (Km = 10,17
mmol L) (LINCOLN; MORE, 2018). A velocidade maxima (Vmax) encontrada foi de
908,7 mmol L' min', cerca de 2,5 vezes mais alto que da B-FFase de Candida utilis
(Vmax = 355 mmol Lt min) (CHAVEZ et al., 1997). A constante catalitica (Kca)
detectada foi de 1388,79 s, aproximadamente 3,6 vezes mais elevada que da enzima
de Bifidobacterium longum (Kcat = 383,30 s1) (AVILA-FERNANDEZ et al., 2016), e o
valor da eficiéncia catalitica (Kcat Km™) foi de 7,99 mmol L s, indicando que a B-
FFase de C. echinulata apresenta elevada atividade catalitica.

5.6.6 Conteudo de carboidratos

O contetdo de carboidratos da B-FFase purificada foi de 83,13%, resultado
superior ao encontrado para as invertases de A. terreus (11,3%) (GIRALDO et al.,
2014), A. phoenicis (12,23%) (RUSTIGUEL et al., 2011), A. niger (17%) (NGUYEN et
al., 2005), Pycnosporus sanguineus (24%) (QUIROGA; VATTUONE; SAMPIETRO,
1995), A. ochraceus (30%) (GHOSH; DHAR; SAMANTA, 2001) e (41%) (GUIMARAES
et al., 2007), T. pretoriensis (50%) (ODA; TONOMURA, 1994), A. niveus (53,5%)
(GUIMARAES et al., 2009), Schizosaccharomyces pombe (67%) (MORENO:;
SANCHEZ; RODRIGUEZ, 1990) e A. sojae (68,92%) (LINCOLN; MORE, 2018).
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5.6.7 Analise dos produtos de hidrélise e transfrutosilacao
A presencga de frutose e glicose (raia 6) indica que a enzima foi eficaz na
hidrélise da sacarose, produzindo quantidades equimolares destes produtos (Figura
17). Em relacéo a transfrutosilacdo, ndo foram produzidos frutooligossacarideos de
cadeia curta (kestose e nistose), indicando que a B-FFase ndo apresenta atividade
frutosiltransferase. Esta caracteristica de transferéncia de residuos frutosil foi
reportada para as invertases fungicas de A. niger (GOOSEN et al., 2007), A. tamarii
(OLIVEIRA et al., 2019), A. terreus (ALMEIDA et al.,, 2018), A. thermomutatus
(TODERO; RECHIA; GUIMARAES, 2019) e Aureobasidium melanogenum (AUNG et
al., 2019).

Figura 17 Analise dos produtos de hidrélise da sacarose pela B-FFase e verificacédo
de atividade frutosiltransferase. Raias: (1) frutose 1 mg mL™%; (2) glicose 1 mg mL™; (3)
kestose 1,6 mg mL; (4) nistose 1,6 mg mL; (5) sacarose 50%; (6) produtos de
hidrélise apds 15 h de reacéo.

5.7 Imobilizacdo do extrato bruto de C. echinulata
5.7.1 Otimizacdo da concentracdo dos componentes para a imobilizacao

A partir da avaliacdo da concentracdo dos componentes para a imobilizacéo,
foi verificado que baixas concentracoes de alginato de sodio e elevadas
concentracdes de cloreto de célcio conferiram maior resisténcia estrutural as esferas
(Figura 18). Desta forma, para imobilizacdées posteriores, foram utilizados 1% e 400
mmol L destes componentes, respectivamente. Esses valores foram diferentes dos
descritos para a B-FFase de S. sclerotiorum, onde as concentragdes ideais de alginato
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de saédio e cloreto de calcio foram 2,5% e 10 mmol L1, respectivamente (MOUELHI et
al., 2014).
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Figura 18 Otimizacado das concentracdes de alginato de sodio e cloreto de calcio.

As esferas resultantes dos processos de imobilizacdo do extrato bruto de C.
echinulata com as diferentes concentracdes de alginato de sddio e cloreto de calcio
apresentaram, de modo geral, aspecto uniforme, formato esférico, superficie lisa e
didmetro médio de 2 mm (Figura 19). Em relacdo aos parametros do processo de
imobilizacdo, o rendimento de imobilizacdo em relacdo a 0,358 mg de proteina e
0,005g de matriz de alginato de sédio foi de 97,3%, enquanto que a atividade
recuperada foi de 70,3%.

Figura 19 Esferas obtidas a partir da imobilizacdo do extrato bruto de C. echinulata
em alginato de calcio.
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5.7.2 Eficiéncia do derivado imobilizado em relacdo ao numero de usos
O teste de reusabilidade foi conduzido buscando verificar o numero de ciclos
de dosagem que a enzima permanece estavel, uma vez aprisionada no suporte.
Foram conduzidos um total de 6 ciclos de dosagem (Figura 20) e ao segundo ciclo a
enzima apresentou meia vida (50% de atividade relativa), indicando que a
imobilizacdo do extrato bruto em alginato de célcio ndo € ideal, pois a mesma nao
apresenta estabilidade ao suporte ao longo do tempo. Para a enzima de S.
sclerotiorum, foi identificada uma estabilidade operacional maior, alcangando seis
ciclos de reusabilidade (MOUELHI et al., 2014).
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Figura 20 Teste de reusabilidade dos derivados imobilizados.

5.8 Hidrdlise da sacarose pelo derivado imobilizado em reator tipo leito fixo

Para verificar a aplicacdo da B-FFase de C. echinulata em nivel industrial, foi
conduzido o teste de hidrélise da sacarose em reator tipo leito fixo para a producéo
de xarope de acucar invertido em escala laboratorial. A 60 °C e pH 6,0, as beads
levaram cerca de 5 min para comecar a hidrolisar a solugcéo de sacarose a 50%, sendo
o melhor fluxo de escoamento definido como 0,5 mL min-t, onde 15,24 umol de glicose
e frutose foram formados por minuto. Cabral et al. (2017) verificaram que o uso deste
tipo de reator é eficaz, uma vez que obtiveram 95% de conversdo da sacarose em
condi¢cbes otimizadas de producdo. De acordo com os resultados obtidos, a enzima
imobilizada em alginato de célcio foi eficiente e relativamente mais rapida na
conversdo da sacarose em relagcdo a B-FFase comercial imobilizada em gelatina
(UPADHYAY; VERMA, 2014).
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6. CONCLUSOES

O fungo Cunninghamella echinulata PA3S12MM mostrou-se um excelente
produtor de B-frutofuranosidases. A elevada producgéo enzimatica em meio de cultivo
suplementado com casca de maca foi aumentada cerca de 35% ap0s o planejamento
estatistico. Esta enzima, ap0s 0s passos de purificacdo, apresentou elevada atividade
catalitica e estabilidade em pHs alcalinos, além de carater multifuncional. O derivado
imobilizado em alginato de célcio exibiu bons resultados na conversédo da sacarose,

mostrando que a B-frutofuranosidase € promissora para aplicacdes industriais.
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