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RESUMO

A producdo de PB-frutofuranosidase extracelular de Aspergillus versicolor foi
significativamente elevada apds otimizacdo das condi¢cdes de cultivo através do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). As variaveis estudadas foram:
bagaco de maca, pH inicial do meio mineral e tempo de cultivo, tendo como resposta
a atividade enzimatica da pB-frutofuranosidase. A produgdo maxima de -
frutofuranosidase foi obtida quando o fungo foi cultivado por 12 dias, em meio
suplementado com 3% (p/v) de bagaco de maca como fonte de carbono e pH inicial
7,0 do meio mineral. No procedimento de purificagdo, o extrato bruto extracelular do
A. versicolor foi precipitado com sulfato de amonio 75%, em seguida submetido a
cromatografia de troca ionica DEAE-Sephadex, que resultou em dois picos de
atividade enzimatica, denominadas de p-frutofuranosidase | e Il. A B-
frutofuranosidase | exibiu temperatura e pH 6timos de 55°C e 6,0, respectivamente.
A enzima mostrou estabilidade nas temperaturas de 40 a 60°C e foi estavel em pH
na faixa de 3,0 a 6,0. A atividade da B-frutofuranosidase | foi aumentada na
presenca do ion Fe?" mas inibida pelo ion Hg?". Os parametros cinéticos Km e
Vmax utilizando sacarose como substrato, foram 26,71 mM, e 56,980 pmol.min,
respectivamente. [Estas caracteristicas bioquimicas da B-frutofuranosidase
evidenciam o potencial de aplicacdo desta enzima na indastria de producdo de
etanol, que exige estabilidade a temperatura alta e pH acido.

Palavras-chave: bagaco de maca; otimizacao; invertase; Aspergillus.



ABSTRACT

Extracellular B-fructofuranosidase production from Aspergillus versicolor was
significantly increased after optimization of culture conditions by Central Composite
Rotational Design (CCRD). The variables studied were apple pomace, initial pH and
cultivation time, and in response to enzymatic activity of B-fructofuranosidase. The
maximum yield of B-fructofuranosidase was obtained when the fungus was grown for
12 days in medium supplemented with 3% (w/v) apple pomace as carbon source and
the initial medium pH 7.0. In the purification procedure, the extracellular crude extract
of A. versicolor was precipitated with ammonium sulfate 75%, and applied to the ion
exchange chromatography DEAE-Sephadex, which resulted in two peaks of enzyme
activities, named B-fructofuranosidase-l and Il. The B-frutofuranosidase- | exhibited
optimum temperature and pH of 55°C and 6.0, respectively. The enzyme was stable
at temperatures from 40 to 60°C and the pH in a range from 3.0 to 6.0. The activity of
B-fructofuranosidase-l was increased in the presence of the Fe?* ion, and inhibited by
Hg?*. The kinetic parameters Vmax and Km with sucrose as substrate were 26.71
mm and 56.980 umol.mint, respectively. These biochemical characteristics of the -
fructofuranosidase demonstrate the potential application of this enzyme in the
ethanol production industry, which requires high temperature stability and acidic pH.

Keywords: apple pomace; optimization; invertase; Aspergillus.



1. INTRODUCAO

O Brasil é conhecido por sua extensiva atividade agricola e,
consequentemente, por possuir grande potencial de producdo de recursos
renovaveis, tais como subprodutos e residuos agroindustriais. A obtencdo de novos
materiais, produtos, coprodutos e substancias quimicas utilizando estes recursos
tém encontrado espaco e vém crescendo ano a ano.

Dentro desse contexto, o bagaco de macd, um subproduto gerado pelas
industrias de processamento da fruta, é constituido basicamente por suco
remanescente com 80% de umidade, 5% de fibras (composta por 31% de celulose,
15% de lignina e 9% de pectina insoltvel em agua) e 14% de solidos sollveis dos
quais a maioria corresponde a acucares invertidos. Ja o material insolivel da maca
consiste de cascas e polpa (94,5%), as sementes (4,4%) e os centros (1,1%)
(Protzek et al., 1998).

A utilizacao de residuos agroindustriais como substratos de baixo custo para
a producdo industrial de enzimas € uma forma significativa para reduzir o custo de
producdo. Assim, substratos lignocelulésicos tém despertado um consideravel
interesse devido a sua possivel utilizacdo em processos fermentativos com
microrganismos para producdo de bioativos de interesse biotecnolégicos
(MURUGAN et al., 2011).

No desenvolvimento de qualquer processo de fermentacdo, a otimizacéo das
variaveis e principalmente dos parametros fisicos e quimicos, € imprescindivel,
devido a sua viabilidade e ao seu impacto na economia (KAMMOUN et al., 2008).
Nesse sentido, a otimizacdo das condi¢des de cultivo tem sido considerada o passo
mais importante no desenvolvimento de um processo de fermentagcédo de baixo custo
(VAIDYA et al.,, 2009). As variaveis que afetam a producdo de enzimas devem
sempre ser investigadas, pois as condigbes Otimas variam de acordo com o
microrganismo, bem como com diferentes enzimas (OTTONI et al., 2012).

Sacarose (a-D-glicopiranosil-(1—2)-B-D-fructofuranosidio) € uma das fontes
mais importantes de adogante na nutricdo humana (LAHIRI et al., 2012). Este
carboidrato pode ser irreversivelmente hidrolisado por diversas isoformas de [3-
frutofuranosidases, classificadas como acidas, neutras e alcalinas de acordo com o
pH étimo (RUSTIGUEL et al., 2010). As B-D-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) sao



enzimas das familias de glicosidases GH-32 (acidas), GH-68 (acidas) e GH-100
(neutras e alcalinas) classificada de acordo com a base de dados do CAZy
(Carbohydrate Active Enzymes database) (Lombard et al., 2014). Elas hidrolisam
ligacbes [(-1,2 de carboidratos tais como a sacarose, produzindo uma mistura
equimolar de D-glicose e D-frutose (RUSTIGUEL et al., 2010).

Muitos organismos sao capazes de produzir B-frutofuranosidases,
especialmente microrganismos como bactérias — Bifidobacterium infantis ATCC
15697 (WARCHOL et al, 2002); leveduras — Schizosaccharomyces pombe
(TANAKA et al.,, 1998) e Candida utilis (BELCARZ et al., 2002); e fungos
filamentosos — Aspergillus niveus (GUIMARAES et al., 2009) e Fusarium oxysporum
(WOLSKA-MITASZKO et al., 2007). Geralmente, B-frutofuranosidase fungicas estao
incluidas na familia de GH-32 (RUSTIGUEL et al., 2010).

Biotecnologicamente, a clivagem enzimatica da sacarose é uma via
alternativa para substituir a hidrolise acida. O método convencional de fabricacdo do
acucar invertido envolve a hidrélise acida da sacarose, que possui alto custo de
producdo (MADHUSUDHAN e RAGHAVARAO, 2011). A conversao enzimatica da
sacarose € realizada pela enzima [B-frutofuranosidase com 100% de eficiéncia sem
as desvantagens inerentes ao método de hidrélise acida. O produto obtido por meio
da B-frutofuranosidase tem a vantagem de ser incolor, comparado com aquele obtido
por hidrolise acida (KOTZELSKI et al., 1996; DANISMAN et al., 2004). A frutose, um
dos produtos da hidrélise da sacarose pela B-fructofuranosidase, € considerada
confiavel do ponto de vista da saude, e pode ser usado por diabéticos. Além disso, a
frutose ndo cristaliza e tem maior capacidade adogcante em comparagdo a sacarose
(RUSTIGUEL et al., 2010).

As B-frutofuranosidases possuem aplicagcdo na industria de alimentos,
cosmeéticos, farmacéutica, de papel e de plastificacdo (QUERSHI et al., 2012) e
também na area de analise para a construcdo de biossensores de sacarose
(KOTWAL e SHANKAR, 2009; BAGAL et al., 2007). Além disso, algumas invertases
podem apresentar dupla atividade enzimética, a hidrolitica e a transfrutosilacéo,
quando em concentracbes elevadas de sacarose (GUIMARAES et al., 2007;
KOTWAL e SHANKAR, 2009).

Em principio, todo organismo € uma fonte de enzimas em potencial, mas,
para aplicacdo industrial, tanto a estabilidade em diferentes condi¢bes fisico-

quimicas quanto o rendimento da enzima devem ser aprimorados. Assim, 0 objetivo



deste trabalho foi otimizar a produ¢do da enzima B-frutofuranosidase pelo fungo
Aspergillus versicolor utilizando fonte de carbono alternativa, purificando-a e

caracterizando-a bioquimicamente.



2. METODOLOGIA

2.1.ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO TAXONOMICA DO MICRORGANISMO

O fungo foi isolado a partir de material em decomposi¢ao do Refugio Bioldgico
Bela Vista — Foz do Iguacu, Parana, Brasil - conforme metodologia padronizada pelo
projeto em rede SISBIOTA — BRASIL. A identificacdo taxonémica do fungo em nivel
de espécie foi realizada por meio da anélise morfolégica do fungo pela Micoteca da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, BRASIL), bem como por identificagao
com ferramenta de biologia molecular realizada por meio da analise dos produtos
amplificados com oligonucleotideos para genes ribossomais utilizando a metodologia
descrita por White e colaboradores (1990). A extracdo de DNA do fungo e
amplificagéo por PCR foi realizada conforme o procedimento descrito por Oriente e
colaboradores (2014). As sequéncias determinadas de ITS (ITS1, ITS2 e 5.8S)
desse fungo foram comparadas com outras sequéncias depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando a
ferramenta bésica de alinhamento local (BLAST; http://www.ncbi.nim.nih.gov

website).

2.2.CONDICOES DE CULTIVO

O meio liquido Czapek utilizado para a produgao de B-frutofuranosidase por
A. versicolor foi composto por (g.LY) NaNOsz (3); KH2POa4 (1); MgS04.7H20 (0,5);
KCI (0,5); Fe2(S0a4)s (0,01), extrato de levedura (1) (COELHO, 2002) e bagaco de
maca (fonte de carbono), o pH do meio variou de 3,5 a 8,5 de acordo com a matriz
do planejamento experimental. O bagaco de maca, utilizado neste trabalho, foi
obtido no comércio local de Cascavel-Parana, apresentando composic¢ao de 17,65%
de fibras soltveis e 25,37% de fibras insollveis. As concentra¢cdes de bagaco de
maca tiveram seus valores ajustados conforme consta no planejamento
experimental (Tabela I). Os esporos do fungo foram inoculados (1x10° esporos.mL™?)
e incubados a 28°C em estufas tipo BOD por diferentes periodos, de acordo com o
delineamento experimental. Em seguida, estas culturas foram filtradas com auxilio
de bomba a vacuo. O filtrado obtido foi utilizado para determinagcédo das atividades

enzimatica e especifica.



Os cultivos foram conduzidos por meio do Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) com trés variaveis independentes, cada uma em dois niveis (-1 e
+1), com seis pontos axiais e quatro repeticbes no ponto central, totalizando 18
experimentos (Tabela I). Esse experimento permitiu 0 desenvolvimento do modelo
polinomial de segunda ordem, que determinou os valores 6timos das variaveis para
producao de B-frutofuranosidase por A. versicolor. As variaveis independentes (pH
do meio, tempo de cultivo e concentracdo de bagaco de maca) utilizadas foram

selecionadas por meio de testes preliminares.

Tabela | - As variaveis e seus niveis para a otimizagdo das condi¢bes de producédo da j-
fructofuranosidase por A. versicolor.

Niveis codificados

Variaveis
Independentes 168 1 0 1 168
pH inicial 3,5 4,5 6,0 7,5 8,5
Tempo de
cultivo (dias) 1 4 8 12 15
Bagaco de 0,32 1 2 3 3,68
maca (%)

O comportamento do processo foi descrito pela seguinte equacédo polinomial
(Eq. 1):

Y=Ro+B1X1+PB2X2+PB3x3+P12X1X2+B13X1X3+B23X2X3+P11X12+B22X22+P33xz’+e (EQ. 1)

Onde, Y é a resposta predita, ou seja, a Atividade Enzimatica; 3o é o termo de
intercepto; B1, B2 e B3 sdo os efeitos lineares; P11, P22 € P33 sdo os efeitos
quadraticos; P12, B13 € B23 s@o os efeitos de interacdo; e x1, X2 € X3 S&0 as variaveis

independentes.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de dados do delineamento experimental foi realizada utilizando o
programa STATISTICA 10.0. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os demais

experimentos foram realizados em triplicata.



2.4.ENSAIO ENZIMATICO

A atividade de B-frutofuranosidase foi determinada por meio da liberacdo de
acucares redutores formados durante a incubacdo da enzima com o substrato
sacarose 200 mM tamponada, utilizando-se o0 reagente DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) como descrito por Miller (1959). A reacéo constituiu-se de 0,5 mL de
solucéo de sacarose 200 mM em tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH 6,0) e 0,5 mL
da enzima (diluida quando necessario).

Apébs a incubacdo da mistura de reacdo a 60°C por 10 minutos, aliquotas de
100 uL foram retiradas e adicionadas a 100 pL de DNS. Em seguida, os tubos foram
aguecidos em banho fervente por 5 minutos e foi adicionado 1 mL de agua destilada.

A leitura da absorbancia realizou-se em espectrofotometro a 540nm. A
unidade de atividade enzimatica definiu-se pela quantidade de micromoles de
acUcares redutores liberados por 1 mL de enzima em 1 minuto (U.mL%), nas
condicBes de ensaio. O calculo da atividade especifica foi determinado pela razéo
entre a atividade enzimética (U) e a quantidade de proteina (mg).

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (1976), utilizando-se

soro albumina bovina como padréo.

2.5.PURIFICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE

O extrato bruto obtido do cultivo liquido do A. versicolor utilizando bagaco de
maca foi precipitado com (NH)2SO4 a 75% (p/v), centrifugado a 5.478 x g por 30
minutos a 4°C. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em tampao Tris-HCI 20
mM, pH 7,5 e dialisado contra o mesmo tampdao por 18 horas a 4°C. Logo apés, a
amostra foi aplicada em coluna de troca ibnica DEAE Sephadex (10,0 cm x 2,0 cm)
equilibrada em tampéo Tris-HClI 20 mM pH 7,5. A enzima foi eluida utilizando um
gradiente linear de NaCl (0-1M), dissolvido no mesmo tampéao.

A cromatografia se desenvolveu sob fluxo de 1 mL.min! e fracdes de 5 mL
foram coletadas para a quantificagdo da atividade B-frutofuranosidasica, além de
proteinas em absorbancia de 280 nm. As fragbes onde foram eluidas as atividades
B-fructofuranosidasicas (de 210 a 245 mM de NaCl e de 330 a 400 mM de NacCl),



foram reunidas e dialisadas contra agua deionizada. A amostra dialisada foi

liofilizada e utilizada para determinar as caracteristicas bioquimicas da enzima.

2.6.SDS-PAGE E ZIMOGRAMA

Submeteu-se a enzima purificada a eletroforese em condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE) a concentracdo de 10% (p/v) de acrilamida. Apds a corrida
eletroforética por SDS —PAGE, o gel foi dividido em duas partes. A primeira foi
corada para analise da homogeneidade da proteina com Coomassie Brilliant Blue R-
250. Os marcadores de massa molecular utilizados como padrao foram: fosforilase b
(97 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbbnica
(30 kDa), inibidor da tripsina (20,1 kDa) e a- lactalbumina (14,4 kDa). Estimou-se a
massa molecular da invertase por meio do coeficiente de migragdo da proteina em
relacdo aos padroes (Rf).

Na segunda parte, foi analisada a atividade da enzima (zimograma),
executada conforme a metodologia descrita por Rehm e colaboradores (1998), com
algumas modificacdes. Para isso, 0 gel passou por dois processos de incubacéo:
durante 30 min em 0,5% (v/v) de Triton X-100 em temperatura ambiente; e apés
lavagem em &gua destilada, em solucdo de sacarose 0,3 M dissolvida em tampéao
acetato de sédio 50 mM pH 4,5, por 30 minutos a 40°C. Em seguida, o gel foi corado
com cloreto de trifenil tetrazolio a 1% (p/v) dissolvido em NaOH 0,25 M, aquecido a

100°C. A reacgédo enzimatica foi interrompida com acido acético 5% (v/v).

2.7.CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA BETA-FRUTOFURANOSIDASE-|

2.7.1. Determinacdo da temperatura e pH 6timos e estabilidade térmica e ao pH

A temperatura e pH 6timos foram determinados, na faixa de 40°C a 80°C e pH
de 3,0 a 7,5, respectivamente. Para a analise de estabilidade térmica, a enzima foi
incubada em diferentes temperaturas (40°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C e 70°C) por até
12 horas. O mesmo processo realizou-se para determinagdo da estabilidade ao pH

incubando a enzima em tampéao Mcllvaine a diferentes pH (3,0; 4,0; 5,0 e 6,0) por



até 48 horas. Estimou-se a atividade residual destas analises retirando-se as
aliguotas apoOs diferentes periodos, em intervalos pré-determinados, mediante

incubacédo da aliquota da enzima com o substrato.

2.7.2. Influéncia de diferentes compostos na atividade enzimatica

O efeito de varios compostos — ions metalicos, solventes e agentes redutores
— sob a atividade enzimatica foi avaliado pela incubagdo da B-frutofuranosidase
extracelular com sacarose 0,2 M, diluida em tampéo fosfato de sodio 100 mM pH
6,0. Acrescentou-se a reacdo o0s seguintes compostos: KCl, NaCl, SnClz,
(NH4)2S04, CaClz, CuSO4, BaClz, MgSO4, FeS0O4, HgCl2, EDTA, etanol, acetona,

Tween 80 e SDS, nas concentracdes de 1 e 5 mM.

2.7.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Estimaram-se o0s parametros cinéticos de Km (Constante de Michaelis-
Menten) e Vmax (velocidade maxima) para a sacarose por meio da exposicdo da
enzima a diferentes concentracdes do substrato, de 5 mM a 70 mM. O grafico foi
elaborado por regressao linear, utilizando o software Origin 6.0.



3.

3.1.

3.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

IDENTIFICACAO TAXONOMICA DO FUNGO

O fungo Aspergillus versicolor foi isolado de material em decomposicao obtido
da Mata Atlantica da regido Oeste do Parana-Brasil e a sua identificacdo taxonémica
realizou-se por meio da analise morfoldgica, de acordo com a classificacao presente
na Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco — Brasil. Submeteu-se o
fragmento do produto amplificado, obtido da regido dos genes ribossomais com
oligonucleotideos de ITS1 a ITS4, ao GenBank. A sequéncia de 508 pb da regido
de ITS mostrou 100% de similaridade com e outras linhagens de Aspergillus
versicolor, e se encontra depositada com nimero de acesso KM396917 no GenBank
do NCBI.

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE POR
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A fim de tornar o processo fermentativo viavel e eficaz € necessario otimizar o
rendimento da enzima sem aumentar o custo de producéo. Para alcancar esta meta,
realizou-se um estudo de planejamento experimental por DCCR 232 para a producéo
de B-frutofuranosidase por A. versicolor, otimizando as condi¢des de cultivo liquido
do fungo determinando os valores de pH inicial, tempo de cultivo e concentracéo da
fonte de carbono. As respostas obtidas para cada ensaio do delineamento estéo
apresentadas na Tabela Il.

O Planejamento Experimental permitiu o reconhecimento das condi¢cdes que
favorecem a producgao de B-frutofuranosidase do A. versicolor, séo elas: 3% (p/v) de
bagaco de maca, 12 dias de cultivo e pH inicial 7,5. Com a otimizacdo demonstrada
pelo experimento, comprovou-se uma melhora de 150 vezes quando comparada aos
ensaios 1 (0,5 U.mLY) e 8 (77,92 U.mL"!) da Tabela II.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela Il € possivel observar
gue nos ensaios 3 (23,83 U.mL?); 4 (64,75 U.mL?); 7 (26, 58 U.mL?) e 8 (77,91
U.mL1) ocorreram apenas a variacdo na concentracédo de bagaco de macé, de 1%

para 3%, proporcionando, assim, a elevagéo na produgdo da B-frutofuranosidase.
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Enquanto que nos ensaios 6 e 8, houve a alteracdo da variavel de tempo de cultivo,
de 4 para 12 dias, respectivamente, aumentando a inducéo da enzima de 2,25 U.mL"
! para 77,91 U.mL. Por outro lado, nos ensaios 4 e 5, notou-se que quando as
demais variaveis permaneceram fixas e o pH inicial do meio de 4,5 foi alterado para
7,5, ndo houve um aumento expressivo na produgdo da B-frutofuranosidase de
64,750 U.mL! (ensaio 4) para 77,917 U.mL™* (ensaio 8).

Tabela Il - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional e valores reais e
codificados para os fatores estudados e a Atividade Enzimatica para a producdo de (-
frutofuranosidase por Aspergillus versicolor

Fatores Atividade enzimatica

Ensaios Bagaco de Tempo de Cultivo (L)
mggg (%) p(dias) pH Observado Predito

1 1(-1) 4 (-1) 4.5 (-1) 0,500 3,307

2 3(2) 4 (-1) 4.5 (-1) 1,375 0,034

3 1(-1) 12 (1) 4.5 (-1) 23,833 23,929
4 3(1) 12 (1) 4.5 (-1) 64,750 65,761
5 1(-1) 4 (-1) 75() 1,083 8,521

6 3(1) 4 (-1) 75() 2,250 5,248

7 1(-1) 12 (1) 75() 26,583 29,143
8 3(2) 12 (1) 75() 77,917 70,975
9 0,32 (-1,68) 8 (0) 6 (0) 0,750 -5,890

10 3,68 (1,68) 8 (0) 6 (0) 22,917 26,500
11 2 (0) 1(-1,68) 6 (0) 1,500 -10,155
12 2 (0) 15 (1,68) 6 (0) 65,000 62,379
13 2 (0) 8 (0) 3,5 (-1,68) 37,333 36,841
14 2 (0) 8 (0) 8,5 (1,68) 48,167 45,602
15 2(0) 8 (0) 6 (0) 21,672 26,112
16 2(0) 8 (0) 6 (0) 23,552 26,112
17 2(0) 8 (0) 6 (0) 26,507 26,112
18 2(0) 8 (0) 6 (0) 20,955 26,112

Na Figura 1, o diagrama do Pareto demonstra as variaveis que foram
significativas e que influenciaram positivamente no aumento da atividade enzimatica:
o tempo de cultivo (linear), bagaco de maca (linear), interacdo entre tempo de cultivo

e 0 bagaco de maca e o pH (quadratico) (p<0,05).
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Figura 1 - Diagrama de Pareto dos fatores de estudo em relacdo a atividade enzimética.
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Uma das vantagens em se realizar o planejamento experimental por DCCR é

a possibilidade de estudo das interacdes das variaveis e seus efeitos sobre a

resposta, como observado na Figura 1, em que os fatores bagaco de macéa e tempo

de cultivo apresentaram interacdo significativa sobre a producdo enzimatica. A

Figura 2 mostra a interacdo entre a concentracdo do bagaco de maca e o tempo de

cultivo.
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Figura 2 - Interacdo entre o tempo de cultivo e a concentracdo de bagaco de macé na

atividade enzimatica.
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Pode-se observar na figura 2 que a interacdo no menor nivel (-1) do tempo de
cultivo, independente da concentracdo de bagaco de macé, a producéo da enzima
foi baixa. Quando o tempo de cultivo foi aumentado para o maior nivel (+1) houve,
simultaneamente, um aumento da producdo enzimatica, resultando na maior
atividade de B-frutofuranosidase em maior concentragéo de bagacgo de maga (+1).

A partir dos resultados obtidos por DCCR, calcularam-se os coeficientes de
regressao dos fatores sobre a resposta e as interacbes (Tabela Ill). Os valores
destacados sao significativos em um intervalo de confianca de 95%. Os termos
bagaco de macd (linear e quadratico), tempo de cultivo (linear), pH inicial
(quadratico) e o termo de interacdo entre bagaco de maca versus tempo de cultivo,
apresentaram-se estatisticamente significativos (p<0,05). Como a variavel de pH

inicial (quadrético) foi significativa, o pH inicial (linear) foi mantido no modelo.

Tabela Ill — Coeficientes de regressdo estimados da otimizagdo de producédo da B-
frutofuranosidase de A. versicolor por DCCR

Coeficiente de Erro Padrdo  t(8) p

Regressao

Média 23,416 2.896168 8,085 0,000
Bagaco de Maca (L) 9,640 1570562 6,138 0,000
Bagaco de Maca (Q) -5,077 1.633613 -3,108 0,014
Tempo de Cultivo (L) 21,587 1.570562 13,745 0,000
Tempo de Cultivo (Q) 2511 1633613 1,537 0,163
pH (L) 2,607 1570562 1,660 0,135
oH (Q) 5,877 1.633613 3,597 0,007
Bagago de Maca X Tempo de 11,276 2051133 5,497 0,001

Cultivo ' ' ’
Bagaco de Magca X pH 1,338 2051133 0,653 0,532
Tempo de Cultivo X pH 1,807 2051133 0,881 0,404

A equacdo polinomial de segunda ordem (Eq. 2) para as variaveis
significativas na produgéo de B-frutofuranosidase foi:

Atividade B-frutofuranosidasica (Y) = 23,41+9,63X1 -5,08 X12 + 21,59 X2 +
2,6 X3 +5,87 X32 +11,27 X1 X2 +e (Eq. 2)

Onde X1 é a concentragdo de bagaco de maca (%), X2 € o tempo de cultivo
(dias) e X3 é o pH inicial do meio mineral.

Pode-se observar na Tabela IV que o modelo apresentou regressao
significativa no intervalo de 95% de confianca (Fcaic superior ao Ftap) com coeficiente
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de determinacdo (R?) igual a 0,9606, evidenciando que o modelo explicou 96,06%
da variacdo dos dados experimentais. O valor do Fcac da regresséo foi 14,48 vezes
maior que o Fwb, indicando que o modelo é preditivo. A falta de ajuste nado foi
significativa (Fcac menor que o Fwb), indicando que os dados experimentais se
ajustaram ao modelo obtido. Segundo Box e colaboradores (1978), para que uma
regressdo seja ndo apenas significativa, mas também util para fins preditivos, a

relacdo de Fcaic/Fiab deve ser superior a trés.

Tabela IV - Andlise de Variancia (ANOVA) do modelo ajustado para a Atividade Enzimatica

Somados  Grausde Quadrado = = N
Quadrados liberdade Médio calculado T tabelado P

Regressdo  9497,20 6 1582,87 44,73 3,09 <0,001
Residuo 389,22 11 35,38

Falta de 370,79 8 46,35 7,54 8,85 0,062
Ajuste

Erro Puro 18,43 3 6,14

Total 9886,42 17

*Valores tabelados (Box et al., 1978): Fregressao (6;11;95); Fraita de ajuste (8;3;95).
Coeficiente de Regressdo R?= 0,9696
ApoOs a andlise da significAncia do modelo foi possivel a construcdo de

superficies de resposta tridimensionais na visualizacdo da influéncia dos fatores
para a produ¢do maxima de B-frutofuranosidase (Fig. 3A, B e C).

Na Fig 3A pode-se observar que nas concentracdes mais elevadas de bagaco
de maca (2 a 3,68%), combinados ao maior tempo de cultivo (12 a 15 dias),
influenciaram positivamente na maior produgdo da [-frutofuranosidase pelo A.
versicolor. A Fig. 3B mostra o efeito do tempo de cultivo versus pH inicial na
produgcdo da enzima, o aumento do tempo de cultivo eleva a producdo da B-
frutofuranosidase, porém, o pH do meio nédo influenciou na faixa testada. Na Fig. 3C
€ possivel observar que o pH inicial influencia no aumento da atividade enzimatica
somente nos valores das extremidades (3,5 e 8,5), enquanto em concentragfes
maiores de bagaco de maca (2 e 3,68%) influencia positivamente a producao de (-

frutofuranosidase.
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Figura 3 - Superficie de Resposta da influéncia dos fatores sobre a producéo de
B-frutofuranosidase.

Varios estudos descrevem a otimizagdo da producao de B-frutofuranosidase
por fungos do género Aspergillus, utilizando residuos agroindustriais ou fontes
alternativas renovaveis de baixo custo. Um exemplo, séo as pesquisas relatadas por
Guimaraes et al (2010) para o fungo A. niveus, em que se produziu a invertase
extracelular (20 U.mL™?) induzido por bagaco de cana-de-acglcar, suplementado com
sacarose e glicose; e Reddy et al (2010), que também observou a producéo de B-
frutofuranosidase pelo fungo A. niger PSSF21 com melaco de cana-de-acucar (19,1
U.mL1).

Entretanto, esses estudos consideraram apenas a variacdo de um fator por
vez, 0 que pode resultar no aumento do nimero de experimentos necessarios para
obtencéo das condi¢des Otimas, e consequentemente do tempo e dos custos, devido
a elevada quantidade de reagentes e materiais necessarios para a realizacdo dos
estudos (BEZERRA et al.,, 2008). Por outro lado, a otimizacdo realizada neste

trabalho de forma multifatorial permitiu um incremento na atividade enziméatica
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(77,92 U.mL), atingindo valores superiores aos descritos para A. niveus
(GUIMARAES et al., 2009) e A. niger PSSF21 (REDDY et al., 2010).

3.3.PURIFICACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE-I

A B-frutofuranosidase de A. versicolor sofreu um processo de purificacdo
depois de um passo cromatografico com 3,67 vezes de purificacdo e 22,57% de
recuperacado (Tabela V). Apds o processo de purificacdo, a amostra foi separada em
dois “pools”, de acordo com seu perfil cromatografico (Figura 4). Estas amostras
foram aplicadas em gel SDS-PAGE 10% (v/v) e apresentaram migracédo distinta,
tanto no gel corado com a reagente Coomassie blue para visualizagdo de proteinas,
guanto no gel para atividade enzimatica, sugerindo a presenca de duas -
frutofuranosidases (Figura 5). A massa molecular da B-frutofuranosidase - | foi 75

kDa e da B-frutofuranosidase - Il foi 60 kDa (Figura 6).

Tabela V - Etapas da purificacdo parcial da B-frutofuranosidase extracelular de A. versicolor

Etapas Atividade  Proteina Atividqqe Recuperacdo Purificagéo
Total (U) total (mg) Especifica (U.mg?) (%) (vezes)

Extrato bruto 37.714,29 13.258,15 2,84 100,00 1,00

Precipitacdo 15.748,57 2.932,60 5,37 41,76 1,89

DEAE Sephadex g 51091 g1574 1043 22 57 3,67
pool | (FFase I)

pool Il (FFase Il) 12.474,38 2.403,53 5,19 33,08 1,82

Outros fungos do género Aspergillus apresentaram B-frutofuranosidases de
massas moleculares variadas — A. ochraceus: 13 kDa (GOSH et al., 2001) e 13,5
kDa (GUIMARAES et al., 2007); A. niger: 95 kDa (RUBIO e MALDONADO, 1995) e
75 kDa (GOOSEN et al., 2007); A. japonicus: 60 kDa (WANG e ZHOU, 2006).

Esta capacidade de secretar diferentes isoformas de B-frutofuranosidases é
comumente encontrada na literatura, Aureobasidium pullullans DSM2404 é produtor
de cinco isoformas de p-frutofuranosidase, quando cultivado com sacarose
(YOSHIKAWA et al., 2006); Fusarium oxysporum, quando cultivado na presenca de
frutose, foi capaz de produzir duas isoformas extracelulares desta enzima
(WOLSKA-MITASZKO et al., 2007).



16

FRACOES (5.0ml)

Figura 4 - Perfil cromatogréfico na coluna de DEAE-Sephadex da B-frutofuranosidase de A.
versicolor. (o) Absorbancia 540 nm para atividade enzimatica; (e) Absorbancia 280 nm para
proteina.
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Figura 5 - Perfil eletroforético por SDS-PAGE e Gel de Atividade das B-frutofuranosidases
produzidas por A. versicolor (A — Marcador de Massa Molecular; B — B-frutofuranosidase
pool I; C — atividade no gel da B-frutofuranosidase pool I; D — B-frutofuranosidase do pool Il;
E — atividade no gel da B-frutofuranosidase do pool II)
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Figura 6 - Determinagdo da massa molecular das beta-frutofuranosidase - | e Il obtidas
fungo Aspergillus versicolor. Marcador molecular: Fosforilase b (97 kDa), Albumina (66 kDa),
Ovoalbumina (45 kDa), Anidrase Carbénica (30 kDa), Inibidor da tripsina (21,1kDa) e a-
lactalbumina (14,1kDa).

3.4. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA — B-FRUTOFURANOSIDASE - |

3.4.1. Temperatura 6tima e termoestabilidade da B-frutofuranosidase - |

A B-frutofuranosidase - | purificada de A. versicolor exibiu uma temperatura
o0tima de 55°C (Fig.7), este resultado é superior ao encontrado para as -
frutofuranosidases de A. caespitosus (50°C) (ALEGRE et al., 2009), Chrysonilia
sitophila PSSF84 (50°C) (PATIL et al., 2011) e a encontrada para Mucor geophillus
(45°C) (QUERSHI et al.,, 2012), e inferior a descrita para A. phoenicis (60°C)
(RUSTIGUEL et al., 2010). A enzima manteve 100% de sua atividade enzimatica
por 12 horas quando incubada na faixa de temperatura de 40°C a 55°C, porém a
60°C a atividade da enzima manteve-se por até 6 horas de estabilidade térmica e
teve um declinio a partir deste periodo, atingindo a 40% de atividade apés 8 horas e
26% apos 12 horas (Fig. 8).

Em temperaturas acima de 60°C a B-frutofuranosidase - | de A. versicolor
apresentou baixa estabilidade térmica, perdendo totalmente a atividade em 60
minutos. Entretanto, essa B-frutofuranosidase apresentou termoestabilidade superior

quando comparada as [-frutofuranosidases produzidas por A. phoenicis
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(RUSTIGUEL et al.,, 2010) e A. caespitosus (ALEGRE et al., 2009) que foram
estaveis a 50°C por 1 hora e a 60°C por 1 hora e 20 minutos, respectivamente. A f3-
frutofuranosidase produzida por A. phoenicis (RUSTIGUEL et al., 2010) apresentou
estabilidade semelhante a produzida por A. versicolor a 65°C e 70°C perdendo

totalmente sua atividade apds 60 minutos.
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Figura 7 - Efeito da temperatura na atividade da B-frutofuranosidase - |
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Figura 8 - Estabilidade térmica da B-frutofuranosidase - |
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3.4.2. pH 6timo e estabilidade ao pH da (3-frutofuranosidase - |

O pH ¢étimo da B-frutofuranosidase - | purificada de A. versicolor foi 6,0 (Fig.
9), semelhante ao pH 6étimo encontrado para a B-frutofuranosidase extracelular
produzida por A. caespitosus (ALEGRE et al., 2009) e S. cerevisae NRRLY12632
(6,0) (MONA e MOHAMED, 2009). Comumente s&o descritas B-frutofuranosidases
com pH 6timo mais &cido — A. phoenicis (pH 4,5) (RUSTIGUEL et al., 2010), C.
sitophila PSSF84 (PATIL et al., 2011) e M. geophillus (pH 5,0) (QUERSHI et al.,
2012). Segundo Patil e colaboradores (2011) a mudanca no pH afeta a ionizagao
dos residuos de aminoacidos principais do sitio ativo da enzima, que influencia
diretamente na ligacdo e catalise do substrato em produtos.

A B-frutofuranosidase - | foi estavel por 12 horas ao pH na faixa de 3 a 6.
Entretanto, em 48 horas a enzima mostrou estabilidade reduzida em 40%
principalmente nos pH 4 a 6 (Fig. 10). Um pH étimo préximo ao neutro € interessante
para aplicacdes industriais, especialmente na area de producdo de acucares
invertidos e biossensores de sacarose (BAGAL-KESTWAL et al., 2008). Embora
algumas B-frutofuranosidases de pH 6timo préximo ao neutro — entre 6 e 7 — tenham
sido relatadas (OMORI et al.,, 2010; ALEGRE et al., 2009; MONA e MOHAMED,

2009) elas apresentam estabilidade inferior a B-frutofuranosidase de A. versicolor.
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Figura 9 - Efeito do pH na atividade da B-frutofuranosidase - |
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Figura 10 - Estabilidade ao pH da B-frutofuranosidase - | (m) pH 3; () pH 4; (A)pH 5¢e (V)
pH 6.

3.4.3. Efeito de ions e outros compostos

Dentre os fons e compostos testados (Tabela VI), o Fe*? na concentracédo de
5 mM aumentou a atividade da B-frutofuranosidase - | de A. versicolor em 27,32%,
indicando que este ion atuou como cofator ou grupo prostético da enzima,
acelerando a velocidade de reagdo. Além disso, a enzima ndo sofreu inibicdo na
presenca de etanol, acetona, e detergentes como SDS e Tween 80. Entretanto, o
fon Hg?* inibiu fortemente a enzima, em ambas as concentracées, na ordem de 86-
89%, respectivamente. Os demais ions ndo afetaram a atividade da -

frutofuranosidase - | de A. versicolor.
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Tabela VI - Efeito de ions e outros compostos na atividade relativa da B-frutofuranosidase - |
de A. versicolor

Compostos 1 mM 5 mM
Controle (sem ion) 100,00 100,00
MgSO, 108,78 110,72
NaCl 103,46 106,64
SnCl 96,46 96,32
BaCl, 100,21 104,84
(NH4)2SO04 101,13 101,70
CacCl, 111,00 105,74
HgCl, 11,69 14,32
CuSOq4 105,09 99,15
FeSO4 114,04 127,32
EDTA 94,63 92,93
Etanol 100,28 94,06
Acetona 101,41 102,40
SDS 104,24 90,95
Tween 80 101,87 103,32

As B-frutofuranosidases de C. sitophila PSSF84 (PATIL et al., 2011) e de A.
phoenicis (RUSTIGUEL et al., 2010) também foram afetadas negativamente pelo ion

Hg*?, sinalizando a presenca de grupos tiol, importantes para a atividade catalitica.

3.4.4. Parametros cinéticos da B-frutofuranosidase - |

Conforme representado na Figura 11, a B-frutofuranosidase- | de A. versicolor
apresentou comportamento de cinética de Michaelis-Mentes, mesmo em
concentracdes superiores de sacarose. Pode-se observar que Km para sacarose da
B-frutofuranosidase purificada de A. versicolor foi de 26,71 mM e a velocidade
maxima aferida para este substrato de 56,98 U.mg- 1.

A B-frutofuranosidase de A. phoenicis (RUSTIGUEL et al., 2010) apresentou
valores de Km e Vmax de 25 mM e 55,679 U.mg - !, a enzima de A. ochraceus
apresentou 13,4 mM e 42,13 U.mg* (GUIMARAES et al., 2007), enquanto que para
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enzima A. niveus corresponderam a 5,78 mM e 30,46 U.mg?! (GUIMARAES et al.,
2009).
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Figura 11 - Representacéo grafica de Lineweaver e Burk para os parametros cinéticos da [3-
frutofuranosidase - |
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4. CONCLUSOES

O fungo A. versicolor isolado da mata atlantica paranaense tem potencial
biotecnoldgico, pois apresentou produgao de B-frutofuranosidase com caracteristicas
interessantes para aplicagéo industrial. A producdo dessa enzima por esse fungo,
utilizando bagaco de maca como fonte indutora, é inédita, além de ser uma boa
alternativa para reduzir custos da producdo de enzimas. A utilizacdo do
planejamento experimental por DCCR auxiliou na otimizagdo das condigbes de
cultivo, proporcionando uma melhora significativa na produgdo da -
frutofuranosidase.

O processo de purificacdo dessa enzima revelou a presenca de duas
isoformas (FFase | e FFase IlI). A enzima caracterizada (FFase 1) apresentou
termoestabilidade em até 60°C e estabilidade ao pH numa faixa de 3 a 6. As
caracteristicas bioquimicas apresentadas pela B-frutofuranosidase - | mostram
potencial para aplicacdo em processos industriais que exigem estabilidade em

temperaturas moderadas e pH &cidos.
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