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RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo polimeros de frutose de grande interesse biotecnoldgico
devido as suas propriedades prebidticas e a capacidade de melhorar as caracteristicas
tecnoldgicas dos alimentos. Os FOS podem ser sintetizados a partir da sacarose através da
atividade de transfrutosilacdo de B-frutofuranosidases ou frutosiltransferases derivadas de
plantas, bactérias ou fungos. Penicillium janczewskii Zaleski CCIBt 3352 é um fungo
filamentoso isolado da rizosfera de Vernonia herbacea, uma Asteraceae do Cerrado que
acumula inulina nos 6rgdos subterraneos. Neste estudo foi avaliada a capacidade de P.
janczewskii de produzir FOS a partir do cultivo em meio contendo sacarose filtrada ou
autoclavada em concentracdes variando de 10 a 400 g L ™. Também foi realizada a otimizacéo
das condi¢bes empregadas nos ensaios enzimaticos para determinacdo das atividades de
transfrutosilacdo e de hidroélise (invertase). O cultivo de P. janczewskii em altas concentracdes
de sacarose favoreceu a maior producdo de biomassa, embora tenha reduzido os niveis de
proteinas extracelulares apds 10 e 16 dias de cultivo. Analise dos filtrados de cultura por
HPAEC/PAD mostrou que o cultivo em baixas concentragdes de sacarose ndo resulta na
producdo de FOS pelo fungo, predominando a atividade de hidrélise. No entanto, a partir de
100 g L de sacarose houve actimulo de FOS, atingindo niveis maximos em 200 g L™ do
substrato ap6s 10 dias de cultivo (54 g L™ de FOS). O fungo produziu quatro FOS, sendo 0s
dois majoritarios identificados como 1-cestose e neocestose. As melhores condi¢des de ensaio
para determinacdo da atividade de transfrutosilacdo foram definidas como sendo 10 horas de
incubacdo em 400 g L™ de sacarose, pH 5,0, a 55 °C. Em tais condicdes, foram produzidos 3,1
g L™ de FOS por hora de reacdo. A atividade de hidrélise da sacarose foi otimizada em 10
minutos de incubacdo em 10 g L™ de sacarose, pH 5,0, a 55 °C. Portanto, os resultados

indicam que P. janczewskii produz B-frutofuranosidases (invertases) que apresentam atividade

IX



de transfrutosilagdo em altas concentracdes de sacarose e atividade de hidrélise em baixas
concentracdes de sacarose. Altas concentracdes da fonte de carbono séo requeridas para a
producdo de elevados niveis de FOS pelo fungo, incluindo o FOS da neo-série neocestose, um
trissacarideo pouco comum em fungos filamentosos, e que apresenta caracteristicas
prebidticas e tecnoldgicas superiores aos FOS convencionais do tipo inulina. Nesse sentido,
P. janczewskii pode ser considerado um microrganismo potencialmente importante para

producdo comercial de fibras soltveis com propriedades diferenciadas.
Palavras-chaves: 1-cestose, fibras soluveis, frutanos, p-frutofuranosidases, neocestose,

Penicillium.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are fructose polymers of great biotechnological interest due to
their prebiotic properties and ability to improve the technological characteristics of food. FOS
can be synthesized from sucrose by transfructosylating activity of B-fructofuranosidases or
fructosyltransferases derived from plants, bacteria or fungi. Penicillium janczewskii Zaleski
CCIBt 3352 is a filamentous fungus isolated from the rhizosphere of Vernonia herbacea, an
Asteraceae from the Cerrado that accumulates high amounts of inulin in the underground
organs. In the present study, it was evaluated the ability of P. janczewskii to produce FOS
from filtrated or autoclaved sucrose ranging from 10 to 400 g L™. Optimization of the enzyme
assays for transfructosylating and hydrolytic activities (invertase) was also performed in this
work. The growth of P. janczewskii in high sucrose concentrations improved the biomass
production, although the extracellular proteins levels had been reduced after 10 and 16 days of
cultivation. The analysis of the culture filtrates by HPAEC/PAD showed that at low sucrose
concentrations, the production of FOS by the fungus was not significant, predominating
hydrolytic activity under this condition. However, it was observed FOS accumulation from
100 g L™ sucrose reaching the highest levels at 200 g L™ sucrose after 10 days of culture (54 g
L™ FOS). The fungus produced mainlyfour FOS, and the two major were identified as 1-
kestose and neokestose. The optimal conditions for transfructosylating activity were defined
as 10 hours of incubation at 400 g L " sucrose, pH 5.0 at 55 °C. Under such conditions, it was
produced 3.1 g L™ FOS per hour of reaction. The activity of sucrose hydrolysis was optimal at
10 minutes incubation at 10 g L™ sucrose, pH 5.0 at 55 °C. Our results suggest that P.
janczewskii produces B-fructofuranosidases (invertases) with transfructosilating activity at
high concentrations of sucrose and hydrolytic activity in low sucrose concentrations. High

concentration of the carbon source is required by the fungus to produce high levels of FOS,
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including the neo-type neokestose, an unusual FOS in filamentous fungi, that has superior
prebiotic and technological properties over the conventional inulin-type FOS. Therefore, P.
janczewskii can be considered a potential microorganism for industrial production of soluble

fiber with unique properties.

Keywords: Fructans, B-fructofuranosidases, 1-kestose, neokestose, Penicillium, soluble

fibers.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Os fungos e sua importancia biotecnologica

A questdo da diversidade fungica, sua extensdo e conservacao, tem atraido mais atengéo
nos ultimos anos do que em qualquer outro periodo da historia (Hawksworth, 2004). Cerca de
100.000 espécies de fungos foram descritas até o momento, entretanto, 0 nimero total de
espécies existentes esta estimado em cerca de 1,5 milhGes, podendo chegar a 5 milhdes
(Blackwell, 2011). No Brasil, o nimero de espécies fungicas descritas é em torno de 14.000,
sendo estimada a existéncia de 150 a 264 mil espécies (Lewinsonh & Prado, 2005). Isto torna
os fungos um dos recursos menos conhecidos e explorados da biodiversidade do nosso
planeta (Webster et al., 2007).

No curso da evolucdo, esses microrganismos tém conquistado uma ampla variedade de
habitats, desempenhando fungfes essenciais nos ecossistemas (Dix & Webster, 1995). No
entanto, a atuacdo dos fungos s6 é notada quando se tornam destaques nos meios de
comunicacdo como aditivos na formulacdo de um novo produto, no desenvolvimento de
algum processo de alto valor econdmico, ou quando causam extensos danos a plantas, animais
ou humanos (Bononi & Grandi, 1999).

Os fungos sdo organismos amplamente distribuidos na natureza e apresentam atividade
fisioldgica extraordinaria, sendo capazes de utilizar praticamente todas as fontes de carbono
(Archer et al., 2008). O substrato que uma espécie fungica é capaz de utilizar como fonte de
carbono esta relacionado diretamente ao tipo de enzima digestiva que é capaz de produzir e
liberar para o meio (Alexoupolos et al., 1996; Archer et al., 2008). Organismos quimio-
heterotréficos alimentam-se por absor¢do e em substratos insollveis sintetizam e secretam
enzimas capazes de hidrolisar tais substratos (Figura 1) (Tilburg et al., 1993; Grondona et al.,

1997).
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Figura 1. Esquema demonstrativo da digestdo e absorcdo realizada por fungos filamentosos

Adaptado de Moore-Landecker (1996).

A maioria dos fungos cresce em temperaturas que variam de 25 a 30 °C, tendo como
limite inferior 10 °C e superior 40 °C. Os fungos podem se desenvolver em ambientes com
pH variando entre 4 e 7, embora esses microrganismos tenham preferéncia por condicdes
acidas. Os fungos digerem os substratos onde crescem, liberando metabolitos que algumas
vezes alteram significativamente os niveis de pH no microambiente proximo as suas hifas

(Alexopoulos et al., 1996).

A habilidade dos fungos de crescer em substratos simples e de baixo custo e sua
capacidade de produzir diversas exoenzimas e metabdlitos tem despertado o interesse para o
uso biotecnologico desses organismos (Meyer, 2008). Outra vantagem observada na
prospeccdo quimica de metabolitos e exoenzimas de microrganismos € que estes podem ser

cultivados em escala industrial sem causar prejuizos aos ecossistemas, ao contrario das



plantas e algas, por exemplo. A retirada em grande escala desses organismos de areas naturais
pode acarretar danos ao ambiente, muitas vezes irreversiveis, aléem disso, a producao é afetada

pelas condicdes sazonais (Takahashi & Lucas, 2008; Suryanarayanan et al., 2009).

O metabolismo dos fungos é capaz de gerar diversos compostos com atividades
bioldgicas importantes. O metabolismo desses organismos pode ser dividido em (i)
metabolismo primario, que fornece energia e precursores quimicos as células, sendo
essenciais para o crescimento e a reproducao e (ii) metabolismo secundario, que aparenta ndo
ter funcdo definida no crescimento celular, mas que pode conferir ao organismo vantagens

adaptativas importantes (Brakhage et al., 2011).

Os metabdlitos primarios sdo moléculas produzidas ao longo do crescimento vegetativo,
sendo usadas em industrias alimenticias e de racdo, incluindo alcoois (etanol), aminoacidos
(glutamato monossaédico, lisina, treonina, fenilalanina, triptofano), nucleotideos flavorizantes
(&cido 5-guanilico, acido 5-inosinico), acidos organicos (acético, propidnico, fumarico,
lactico), polidis (glicerol, manitol, xilitol), polissacarideos (xantana), acUcares (frutose,
ribose) e vitaminas (riboflavina, cianocobalamina, biotiona) (Demain, 2000; Rajasekaran et

al., 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo sintetizados quando o crescimento microbiano se
encontra na fase estacionaria, sendo frequentemente bioativos e de baixo peso molecular.
Apresentam atividade antibidtica, imunossupressora e toxica sendo sintetizados a partir de um
metabolito primario. Esses metabdlitos geralmente sdo formados somente quando grandes
guantidades de precursores de metabdlitos primarios, tais como aminoacidos, acetato,
piruvato e outros sdo acumulados durante o cultivo. A composicdo do meio de cultura é
essencial para a formacdo desses metabolitos (Jay, 2005; Keller et al., 2005; Martin et al.,

2005; Yu & Keller; 2005; Nigam, 2009).



Os metabdlitos secundarios sd@o importantes para esses organismos, pois funcionam
como hormonios sexuais, substancias competitivas contra bactérias, fungos, amebas, insetos e
plantas, agentes de simbiose, efetores de diferenciacdo e outras atividades ainda pouco
conhecidas (Demain & Adrio, 2008), garantindo aos fungos vantagens ecoldgicas para
competicdo com outros microrganismos. Assim, muitos desses metabdlitos apresentam efeitos

toxicos ou inibitorios sobre outros organismos (Khaldi et al., 2010).

O conhecimento da fisiologia, bioguimica e genética de fungos filamentosos tornou
possivel a producédo de uma grande variedade de enzimas com aplicacdo industrial (Torres et
al., 2008; Orlandelli et al., 2012). O emprego de enzimas fungicas possibilita a geracdo de
novas matérias-primas, otimiza os processos industriais e aprimora as caracteristicas fisico-
quimicas do produto final. Atualmente tais enzimas sdo empregadas nos mais diversos setores
e segmentos, incluindo o seguimento téxtil, a inddstria farmacéutica, de papel e celulose, de

cosméticos (enzimocosméticos) e de alimentos e bebidas (Orlandelli et al., 2012).

Os géneros Aspergillus e Penicillium tém sido empregados em estudos cientificos na
busca por compostos bioativos, recebendo atencdo especial da industria, uma vez que dos
6.500 metabdlitos identificados, 30% foram obtidos destes dois géneros (Suryanarayanan et
al., 2009). Além disso, muitas enzimas comercialmente utilizadas também sdo derivadas
destes fungos, como pode ser constatado na Tabela 1 (Bon et al., 2008; Orlandelli et al.,

2012).



Tabela 1. Enzimas comerciais obtidas a partir de fungos do género Aspergillus e Penicillium

Fungo produtor Enzimas comerciais

Aspergillus aculeatus B-glucanase, pectinase

Aspergillus melleus protease

Aspergillus niger aminopeptidase, o-amilase, o-galactosidase,

catalase, celulase, fitase, [-glucanase,
hemicelulase, inulinase, lipase, pectinase,
protease, xilanase

Aspergillus oryzae aminopeptidase, a-amilase, lactase, protease,
Aspergillus pulverulentuns pectinase

Penicillium camemberti lipase

Penicillium citrinum irotease

Penicillium funiculosum pectinase, xilanase

Penicillium lilacinum dextranase

Penicillium roqueforti lipase

Adaptado de Orlandelli et al. (2012).

Fungos do género Penicillium foram classificados como anamorficos (Hyphomycetes)
por longo tempo, sendo alocados em uma classe conhecida como Deuteromycetes, aludidos
também como “fungos imperfeitos”. O nome do género “Penicillium” deriva de “penicillus”,
que significa “pequena escova” e foi introduzido por Link em 1809. No século 19 muitas
espécies foram descritas, sendo Dierckx em 1901 o primeiro pesquisador a introduzir um

sistema de classificacdo secundéario para o género (Houbraken & Samsun, 2011).

Esses fungos sdo disseminados por propagulos que se formam em células onde nao
ocorre meiose (fidlides), referidas como conidios (Figura 2), entretanto muitos derivam de
micélio vegetativo ndo especializado (Kirk et al., 2001). Esses organismos sdo comumente
encontrados no solo e rizosfera de plantas, e sdo considerados fungos de ampla importancia

econbmica (Grandi, 1999).
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Figura 2. PadrGes de conidiéforos observados em fungos do género Penicillium. A)
conidioforos com fialides solitarios, B) Monoverticilado, C) Diverticilado, D) e E)
Biverticilados, F) Terverticilado, G) Quaterverticilado, Barra = 10 um. Adaptado de Visagie

et al. (2014).

1.2.  Frutooligossacarideos e sua importancia para o homem

Tem crescido a consciéncia por partes dos consumidores de que os alimentos ndo séo
necessarios apenas para nutricdo e obtencdo de energia, mas também para prevenir doencas e
manter o bem estar fisico e mental. Como consequéncia, a demanda por alimentos funcionais
tem aumentado nas ultimas decadas. Uma classe de alimento funcional que tem recebido
atencdo especial sdo as fibras soluveis, que incluem carboidratos como os frutanos, que sdo
polimeros de frutose unidos por liga¢des glicosidicas do tipo B - frutanos de cadeia curta sdo
conhecidos como frutooligossacarideos (FOS) e apresentam de dois a dez residuos de frutose,
geralmente contendo uma molecula de sacarose na extremidade redutora (Velazquez-

Hernandez et al., 2009).



Existem diferentes classes de FOS dependendo do tipo de ligagdo existente entre os
mondmeros do polimero (Figura 3). No tipo inulina, a unidade frutosil é f-2,1 ligada a por¢éo
frutosil da sacarose terminal na extremidade redutora, formando o trissacarideo precursor 1-
cestose, ao passo que no tipo levano a unidade frutosil ¢ -2,6 ligada a sacarose, formando o
trissacarideo 6-cestose. No tipo neolevano o precursor é o trissacarideo neocestose em que a
unidade frutosil ¢ B-2,6 ligada a porcéo glicosil da sacarose. Em plantas, ha ainda a ocorréncia
de levanos mistos cujo precursor ¢ o tetrassacarideo bifurcose, com ligagdes B-(2,1) e p-(2,6)
(Sangeetha et al., 2005; Veldzquez-Hernandez et al., 2009; Yildiz, 2011; Apolinério et al.,

2014).
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Figura 3. Estruturas quimicas de di, tri e tetrassacarideos precursores dos diferentes tipos de

frutanos encontrados. Adaptado de Velazquez-Hernandez et al. (2009).

O interesse pelos FOS como ingredientes alimentares tem aumentado por serem
considerados agucares dietéticos e ndo convencionais. As enzimas digestivas humanas néo
sdo capazes de hidrolisar as ligagdes P desses carboidratos, no entanto, as mesmas Sdo
metabolizadas seletivamente por bifidobactérias no intestino delgado, sendo, portanto,

considerados como prebidticos (Velazquez-Hernandez et al., 2009). Os beneficios dos FOS a
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salde humana incluem a ativacao do sistema imunologico, reducéo dos niveis plasmaticos de
colesterol, fosfolipidios e triglicérides; melhoram a sintese de vitaminas do complexo B e
promovem maior absorcéo de calcio e magnésio no trato gastrintestinal, proporcionam alivio
da constipacdo intestinal e podem inibir o desenvolvimento de tumores e doencas
inflamatdrias do intestino (Dominguez et al., 2014; Mutanda et al., 2014). Além disso, 0s
FOS ndo sdo cariogénicos, funcionam como excelentes adocantes de baixa caloria e seu uso é
considerado seguro para pessoas diabéticas (Yun, 1996; Maiorano et al., 2008; Patel & Goyal,

2011).

Os FOS também apresentam propriedades tecnoldgicas interessantes para a indudstria
alimenticia, tais como facilidade de incorporacdo aos alimentos, boa estabilidade a altas
temperaturas e ao congelamento, sdo bons agentes espessantes, e podem substituir as gorduras
e aclcares comuns como a sacarose. Também melhoram a textura, umectancia, viscosidade,
depressdo do ponto de congelamento e atividade da dgua, aumentando dessa maneira a vida
de prateleira dos alimentos. A combinacdo de FOS com adocantes de alta intensidade
proporciona um perfil de dogura equilibrada e mascara o sabor residual de aspartame ou
acesulfame K (Crittenden & Playne, 1996; Yun, 1996; Niness, 1999; Patel & Goyal, 2011).
Os FOS tém sido muito empregados na formulac&o de alimentos no leste da Asia, América do

Norte e na Europa (Monsan et al., 2009; Yildiz, 2011).

Do ponto de vista comercial os FOS estdo divididos em dois grupos. O grupo (i)
produzido por hidrélise enzimética da inulina, com grau de polimerizacdo variando entre 1 e 7
unidades de frutosil, comercializado como Raftilose® e produzido pela Orafit Ltda, da
Bélgica ou como Frutafit®, produzido pela Imperial-Suikner Unie, da Holanda. O grupo (ii) é
produzido por reagdo enzimética de transfrutosilacdo a partir de sacarose, com grau de
polimerizagdo variando entre 1 e 5 unidades de frutosil. Este tipo de FOS é produzido pela
Meiji Seika Ltda (Toquio, Japdo) e comercializado como Neosugar®, Profeed®, Meioligo®

ou Nutraflora®. O Actilight® é produzido e comercializado na Europa pela Beghin Meiji
9



Industries (Hidaka et al., 1986; Hartemink et al., 1997; Passos et al., 2003). A sintese de FOS
usando frutosiltransferases de A. niger foi desenvolvida pela primeira vez por Meiji Seika
Kaisha Ltd., Japdo, resultando no langamento do produto comercial Meioligo® (Singh

&Singh 2010; Dominguez et al., 2014).

A demanda mundial de prebioticos estd estimada em cerca de 167 mil toneladas e cerca
de 390 milhGes de euros. Entre eles, incluem-se FOS do tipo inulina, isomalto-
oligossacarideo, polidextrose, latulose e amido resistente, que sdo considerados 0s mais
populares. Em 1995, o mercado global de FOS produzidos a partir da sacarose foi estimado
em 2000 toneladas (Menrad, 2003; Sird et al., 2008; Dominguez et al., 2014) e estima-se que
0 mercado de nutracéuticos da Europa apresente uma participacdo de mais de 20% até 2017

(Dominguez et al., 2014).

Tendo em vista a grande demanda de FOS como ingredientes alimentares, o isolamento
e identificacdo de novas cepas capazes de produzir enzimas com atividade de
transfrutosilacdo e o desenvolvimento de métodos de producdo mais avancados e menos

onerosos sao fundamentais para o avan¢o da producdo desses agucares.

1.3. Producéo de frutooligossacarideos (FOS)

Frutanos e seus oligdmeros sdo encontrados em trigo, centeio, banana, aspargos, cebola,
alho, alcachofra de Jerusalém, tomate, entre outros vegetais. Entretanto, a concentracdo de
FOS é baixa para exercer efeito benéfico significativo. Além disso, a produgdo de FOS em
larga escala a partir desses vegetais é limitada por condigdes sazonais e é pouco viavel
economicamente (Sangeetha et al., 2005). Dessa forma, o uso de sistemas enzimaticos
microbianos para a producdo de FOS a partir da sacarose é uma alternativa com melhor custo-

beneficio.
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Diferentes processos enzimaticos que podem gerar produtos finais similares vém sendo
utilizados para a producdo de FOS. Esses processos incluem a sintese de FOS a partir de
sacarose, utilizando enzimas com atividade de transfrutosilacdo, ou ainda, por meio de
hidrolise controlada de inulina por inulinases (Katapodis et al., 2004; Sangeetha, 2005;
AntoSova et al., 2008; Singh & Singh, 2010; Vega-Paulino & Zlniga-Hansen, 2012; Mutanda

etal., 2014).

A inulina, polimero linear de frutose com ligacbes B-2,1, € amplamente distribuida na
natureza como carboidrato de reserva em 0rgaos subterraneos das plantas, especialmente da
familia Asteracea, sendo a raiz de chicoria a principal fonte comercial de inulina. As enzimas
responsaveis pela hidrélise da inulina sdo B-frutofuranosidases, incluindo as inulinases. As
exo-inulinases (B-D-frutano frutanohidrolases, EC. 3.2.1.80) catalisam a liberacdo de
unidades de frutose a partir da extremidade ndo redutora da molécula de inulina, podendo
também hidrolisar eficientemente a sacarose e o trissacarideo rafinose. Por outro lado, as
endo-inulinases (2,1 B-D-frutano frutanohidrolases, EC. 3.2.1.7) hidrolisam aleatoriamente as
ligacbes internas da inulina, liberando uma série de FOS, também chamados de
inulooligossacarideos, como a inulotetraose e a inulopentaose, sendo, desta forma, especificas
para inulina (Moriyana et al., 2006; Singh & Gill, 2006; Yuan et al., 2006; Chi et al., 2009).

No entanto, a maior parte da producdo de FOS em escala industrial é realizada a partir
de sacarose por meio da agdo de frutosiltransferases (E.C. 2.4.1.9) ou B-frutofuranosidases
(EC. 3.2.1.26) - (invertases) de origem microbiana. Essas enzimas atuam sobre a sacarose em
uma reacdo em que uma molécula de sacarose serve como doadora do grupo frutosil e a outra
como receptora, sendo adicionada a esta Ultima sucessivas unidades de frutose formando

cadeias lineares ou ramificadas (Yun, 1996) - (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes estruturas de frutanos produzidas a partir da sacarose por enzimas com

atividade de transfrutosilacdo. Adaptado de Figueiredo-Ribeiro et al. (2014).

Normalmente as invertases hidrolisam a sacarose em glicose e frutose, no entanto,
também podem apresentar atividade de transfrutosilacdo, provavelmente devido a hidrélise
reversa. A producdo de FOS por estas enzimas ocorre apenas em altas concentracdes de
sacarose. Em contraste, frutosiltransferases tém baixa atividade hidrolitica e alta atividade de
transfrutosilacdo mesmo em baixas concentragdes de sacarose (AntoSova & Polakovi, 2001;
Singh & Gill, 2006).

As plantas necessitam de duas enzimas distintas para catalisar o alongamento da cadeia
de frutanos, especificamente do tipo inulina: a sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST;
E.C. 2.4.1.99), que atua de forma irreversivel no sentido da sintese e a frutano:frutano 1-
frutosiltransferase (1-FFT; E.C. 2.4.1.100), que pode atuar tanto no sentido de sintese quanto
no de hidrélise. Por outro lado, a maior parte dos microrganismos sintetizam FOS
empregando apenas uma enzima com ambas as atividades (Velazquez-Hernandes et al., 2009;

Figueiredo-Ribeiro et al.,, 2014). Além disso, as enzimas de origem microbiana sao
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geralmente mais termoestaveis em comparacdo aquelas derivadas de plantas, uma
caracteristica importante para aplicac6es biotecnoldgicas (Yun, 1996).

Muitas espécies fungicas produzem enzimas envolvidas na biossintese de FOS, no
entanto, particularmente espécies de Aspergillus, Aureobasidium e Penicillium se destacam
como as principais fontes dessas enzimas para fins industriais (Sangeetha et al., 2005; Ghazi
et al., 2007). Normalmente enzimas fangicas com atividade de transfrutosilacdo geram 1-
cestose (GF,), 1-nistose (GF3) e F-frutofuranosilnistose (GF,), em que uma, duas ou trés
unidades de frutose sdo ligadas a molécula de sacarose, respectivamente (Yun, 1996; Vega &
Zuniga-Hansen, 2014). Segundo Sangeetha et al. (2004), sdo produzidos em escala industrial,
65% de FOS, 25% de glicose, 5% de frutose e 5% de sacarose. Apds purificacdo por
cromatografia o produto comercial apresenta 95% de FOS (37% de 1-cestose, 53% de nistose
e 10% de 'F-frutofuranosilnistose) e 5% de sacarose e monossacarideos (Bornet et al., 2002).
A sintese de FOS a partir da sacarose pode ser considerada mais vantajosa do que a partir da
hidrolise da inulina, uma vez que é possivel produzir FOS com comprimento da cadeia ou
com composi¢do da mistura de FOS pré-determinada modulando apenas o tempo de reacdo

(Nemukula et al., 2009).

1.4.  Fungos produtores de FOS

Atualmente, as principais fontes microbianas de enzimas com atividade de
transfrutosilacdo para producdo de FOS em escala industrial pertencem aos géneros
Aureobasidium, Aspergillus e Penicillium. Os FOS produzidos por esses microrganismos
geralmente sdo obtidos pela atividade enzimatica de frutosiltranferases (FTase) e/ou

frutofuranosidases (FFase) (Tabela 2) (Dominguez et al., 2014).
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Tabela 2. Producdo de frutooligossacarideos (FOS) por frutosiltransferase (FTase) e/ou
frutofuranosidase (FFase) de diferentes espécies fungicas.

Microrganismo

Enzima

Producéo (%)

Referéncia

Aureobasidium
pullulans

Aspergillus flavus

Aspergillus japonicus

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Aspergillus terreus

Penicillium citrinum

Intra e extracelular
FTase

Intra e extracelular
FTase

Intra e extracelular
FTase

Intracelular FTase
Extracelular FTase
Extracelular FTase

Intra e/ou
extracelular FTase

Extracelular FFase

Extracelular FFase
Extracelular FFase

Intra e extracelular
FFase

Extracelular FTase
Extracelular FTase
Extracelular FTase
Extracelular FTase

Intra e/ou
extracelular

Penicillium chysogenum Extracelular FTase

58,0

56.6

NA
59.0
64.1

63.4

NA

46.0

41.0

NA

26.0
55.8
54.1
57.4

24.4

39.3

42.5

Yun e Song (1993)

Sangeetha et al. (2004a)

Vandakova et al. (2004)
Lateef et al. (2007)
Dominguez et al. (2012)

Ganaie et al. (2013)

Chen e Liu (1996)

Mussatto et al. (2009)

Mussatto e Teixeira
(2010)

Wallis et al. (1997)

Nguyen et al. (1999)
Ganaie et al. (2013)
Sangeetha et al. (2004a)
Sangeetha et al. (2005a)

Ganaie et al. (2013)

Lim et al. (2005b)

Ganaie et al. (2013)

NA: Ndo Avaliado

Adaptado de Dominguez et al. (2014).
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Alguns fungos também séo capazes de sintetizar FOS do tipo levano ou neolevano, 0s
quais possuem maior atividade prebiotica (Marx et al., 2000; Kilian et al., 2002).
Recentemente foi demonstrado que Gliocladium virens produz 6-cestose e 1-cestose (Fialho
et al.,, 2013). A sintese destes FOS na proporcdo de 3:1 também foi relatada em
Schwanniomyces occidentalis (Alvaro-Benito et al., 2010). Outros fungos também foram
capazes de sintetizar FOS do tipo levano e neolevano como relatado em Rhodotorula sp.
(Hernalsteens & Maugeri, 2008), P. citrinum (Lim et al., 2007) e P. purpurogenum (Dhake &

Patil, 2007).

O significado biolégico da producdo de FOS por microrganismos é incerto. E possivel
que fungos isolados de ambientes ricos em sacarose, tais como frutas, possam usar a sintese
de FOS como protecdo contra estresse osmatico. A hidrélise da sacarose com formacao de
glicose e frutose acarreta na elevacdo da pressdo osmotica no ambiente devido ao aumento do
nimero de moléculas de acgucar. Por outro lado o nimero de moléculas ndo é alterado na
transformacéo da sacarose em FOS. Além disso, a producdo de FOS pode ser vantajosa contra
microrganismos competidores que sdo capazes de usar a sacarose, mas nao os FOS, que sdo

muito menos suscetiveis a hidrolise microbiana (Yoshikawa et al., 2006).

1.5. O Cerrado como fonte de fungos que metabolizam frutanos

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, representando 21% do territdrio
nacional, superado em area apenas pela floresta amazonica, e é considerado um hotspot de
biodiversidade. O termo "Cerrado™ é comumente usado para designar um conjunto de
ecossistemas (cerrado, campos e matas de galeria) e caracteriza-se por uma estagdo seca bem
definida (Coutinho, 2002; Batalha, 2011). A vegetacdo do Cerrado € composta por numerosas

espécies adaptadas a seca e ao fogo, em que predominam as espécies herbaceas (Mantovani &

15



Martins, 1988). As espécies mais representativas pertencem a familia Asteracea e cerca de
60% destas armazenam grandes quantidades de frutanos do tipo inulina em seus 6rgaos
subterraneos (Figueiredo-Ribeiro et al., 1986; Tertuliano e Figueiredo-Ribeiro, 1993). A
rizosfera destas plantas compreende uma zona com elevada exsudacdo de carboidratos e
intensa atividade microbiana devido a presenca de bactérias e de fungos filamentosos capazes
de produzir enzimas que metabolizam frutanos (Vullo et al., 1991; Cordeiro-Neto et al.,

1997).

Estima-se que existam cerca de 70 a 100 mil espécies de fungos (incluindo os
linquenizados) no Cerrado (Dianese, 2000). Considerando a grande biodiversidade nos
tropicos, para cada espécie de planta vascular estdo associados de seis a oito fungos
(Hawksworth, 1991; 2001); entretanto, estudos mais recentes realizados na Universidade de
Brasilia (UnB) constataram a associacdo de mais de 25 espécies fungicas por espécie vegetal

(Dianese et al., 1997).

Usando inulina como Unica fonte de carbono, Cordeiro Neto et al. (1997) isolaram 50
espeécies de fungos filamentosos a partir da rizosfera de Calea platylepsis, Vernonia cognata,
Vernonia herbacea, Viguiera discolor e Viguiera aff-robusta, todas Asteraceas nativas do
Cerrado. Muitos desses fungos foram capazes de produzir inulinases extracelulares. Estudos
sobre a caracterizacdo de algumas dessas enzimas, particularmente em relacdo a afinidade por
diferentes substratos, e capacidade das mesmas de produzirem FOS foram realizados por

Pessoni et al. (1999; 2007).

A sintese de FOS por Gliocladium virens, outro fungo isolado da rizosfera de V.
herbacea, foi estudada por Pessoni et al. (2009). Os autores constataram que quando esse
fungo é cultivado até 18 dias em meio contendo 30 g L™ de sacarose ocorre a producdo de
FOS, principalmente 1-cestose, nistose e F-frutofuranosilnistose. Também foram observadas

diferencas nos niveis de FOS produzidos quando o fungo foi cultivado em 3 e 30 g L™ de
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sacarose, 0 que sugere uma relacdo entre a concentracdo da fonte de carbono com a producéo
de FOS (Pessoni et al., 2009). Mais recentemente, foi demonstrado que G. virens produz altos

niveis de 6-cestose e 1-cestose em 150 g L™ de sacarose (Fialho et al., 2013).

Os fungos filamentosos Neocosmospora vasinfeca e Paecilomyces lilacinum, também
isolados da rizosfera de Asteraceae do Cerrado, apresentaram menor capacidade de hidrolisar
sacarose (15 g L™) apés 5 dias de cultivo quando comparado com os outros dois isolados
estudados (Humicola fuscoatra e Tiarospora perforans). No entanto, as analises dos filtrados
das culturas de N. vasinfecta evidenciaram a presenca de FOS com predominancia de 1-
cestose. Em contraste, os FOS ndo foram detectados na cultura de H. fuscoatra cultivado em
meio contendo sacarose, sendo encontrada apenas atividade endo-inulinasica (Figueiredo-
Ribeiro et al., 2014), embora relativamente baixa quando comparada a apresentada por P.
janczewskii (URM 3511), isolado da rizosfera de V. herbacea. O fungo P. janczewskii se
mostrou promissor na producdo de grandes quantidades de proteinas extracelulares com
atividade inulinasica e invertasica quando cultivado em meio contendo, respectivamente,
inulina ou sacarose como fontes de carbono (Pessoni, 2002; Pessoni et al., 1999; 2007).
Estudos com um novo isolado de P. janczewskii (CCIBt 3352) demonstraram que esta cepa é
capaz de produzir elevados niveis de enzimas com atividade invertasica e de transfrutosilagéo,
levando a producéo de 1-cestose e neocestose em meio de cultivo contendo 30, 100 e 150 g L
! de sacarose (Simdes et al., ndo publicado). Contudo, as condi¢cdes 6timas de producio
desses FOS e de atividade enzimatica, como a concentracdo de sacarose no meio e a
investigacdo da presenca de enzimas intracelulares neste organismo, ainda ndo foram

investigadas.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento de Penicillium janczewskii e sua
capacidade de produzir frutooligossacarideos (FOS) e enzimas envolvidas na sintese desses
carboidratos, quando cultivado em meio filtrado ou autoclavado, contendo sacarose em
diferentes concentracdes. O trabalho objetivou também estabelecer as condic¢des 6timas para

determinacéo das atividades de sintese de FOS e de hidrolise da sacarose.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico: cultivo, producdo em meio liquido e analise dos

filtrados

O fungo filamentoso Penicillium janczewskii Zaleski CCIBt 3352, originalmente
isolado da rizosfera (Cordeiro-Neto et al., 1997) de Vernonia herbacea (atualmente
Chrysolaena obovata (Less.) M. Dematteis), foi obtido da Cole¢do de Culturas de Algas,
Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado
de S&o Paulo. Para obtencdo dos in6culos o fungo foi crescido em placas de Petri contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA, Difco) em estufa Fanem CB Retilinea a 28 °C, no escuro,
por 7 dias. Foram utilizados como indculo trés discos (6 mm) do meio contendo micélio
fangico, obtidos com auxilio de furador de rolha esterilizado, que foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura liquido Czapek,
constituido pelos seguintes componentes (g L™): NaNO; (3), KH,PO, (1), KCI (0,5),
MgS0O,.7H,0 (0,5) e FeSO,4.7H,0 (0,01). Como fonte de carbono foi utilizada sacarose nas
concentragdes de 10, 30, 100, 150, 200, 300 e 400 g L™'. Os meios foram esterilizados por

18



autoclavagem (121 °C por 15 min) ou filtrados empregando membranas de nitrocelulose de
0,22 um. Apds a adicdo do inoculo, as culturas foram mantidas em incubadora Tecnal TE-420
a 28 °C, no escuro, sob agitacdo orbital continua (140 rpm). As coletas foram realizadas aos
10 e 16 dias de cultivo, conforme previamente estabelecido (Simdes et al., ndo publicado),
sendo a massa micelial separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, empregando nylon
do tipo pele de ovo. A biomassa fungica foi liofilizada e pesada, sendo subtraida a massa
média (N=3) dos inoculos liofilizados e retirados da mesma cultura. Os filtrados foram
utilizados para analise de carboidratos, proteinas, pH e potencial osmotico, conforme descrito

a seguir. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

3.2.  Andlises de pH e de potencial osmético

Para as analises de pH e de potencial osmotico foram utilizados os filtrados de cultura
do fungo, sendo o valor de pH medido empregando-se pHmetro EDGE® Hanna® e o de

potencial osmotico determinado com Osmdmetro Vapro® 5520.

3.3. Determinacdo da concentracdo de proteinas, acucares redutores e

acucares totais

Os filtrados de cultura foram submetidos & quantificacdo de proteinas pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino como padrédo. A concentragéo
de acgucares redutores foi determinada pelo método de Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945),
empregando-se como padrdo uma mistura equimolar de glicose e frutose. Os acUcares totais
foram quantificados pelo método de antrona, conforme descrito por Jermyn (1956),
utilizando-se frutose como padrao.
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3.4.  Andlise de carboidratos por HPAEC/PAD

Aliquotas de 2 mL dos filtrados das culturas foram deionizadas em colunas de troca
idnica (10 x 1 cm), contendo resina cationica (Dowex® 50Wx8) e anidnica (Dowex® 1x8 100-
Cl) (Sigma-Aldrich). Apds purificacdo, o pH das amostras foi ajustado para 7 com solucédo de
hidroxido de amoénia 3M, sendo em seguida, liofilizadas e retomadas em 2 mL de &gua
deionizada. Apds filtracdo em membrana de nitrocelulose (0,22 pm) (Millipore), as amostras
foram diluidas em &gua deionizada e analisadas por Cromatografia Liquida de Troca Anidnica
de Alto Desempenho acoplada a Detector de Pulso Amperométrico (HPAEC/PAD) em
sistema Dionex ICS-3000 (USA), utilizando-se coluna Carbo Pack PA 1 (4 x 250 mm). A
eluicdo foi realizada utilizando-se gradientes de hidréxido de sédio 150 mM (eluente A) e
acetato de sédio 500 mM em hidroxido de sédio 150 mM (eluente B), conforme metodologia
estabelecida por Shiomi et al. (1991) e Vieira et al. (1995). O tempo de elui¢do das amostras
foi de 40 minutos cada, com fluxo de 0,250 mL min™. Os picos foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencdo com os padrdes comerciais. A quantificacdo dos agucares
identificados foi realizada utilizando-se curvas com diferentes concentraces dos padrdes (25,
50, 100 e 200 pg mL™), considerando a concentracéo e a area do pico de cada aclicar. Foram
empregados padrdes comerciais de frutose, glicose, sacarose, 1-cestose e nistose (Sigma-
Aldrich), e padrdes de neocestose e 6-cestose, gentilmente fornecidos pelo Dr. Norio Shiomi

(Rakuno Gakuen University, Ebetsu, Hokkaido, Japéo).

20



3.5.  Andlise de carboidratos por CCD

A composicdo dos carboidratos soltveis também foi analisada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Amostras contendo 80 pg de agucares totais foram aplicadas em
placas prontas de silica-gel 60254 20x20 cm (Merck). A CCD foi conduzida utilizando-se
como fase mdvel alcool isobutilico-alcool n-propilico-agua (3:12:4; wv:viv), com
desenvolvimento duplo totalizando 12 h de corrida. A revelacdo dos aclcares contendo
frutose na molécula foi feita empregando-se solucdo de uréia/acido ortofosforico conforme
descrito por Wise et al. (1955). A solucdo reveladora foi aplicada uniformemente sobre a
placa com auxilio de um borrifador, seguido de secagem em estufa a 150 °C por trés minutos.
Foram empregados padrGes comerciais de frutose, glicose, sacarose, 1-cestose e nistose
(Sigma-Aldrich), e padrdes de neocestose e 6-cestose cedidos por Dr. Norio Shiomi, como ja

mencionado acima.

3.6. Otimizacao dos ensaios enzimaticos

3.6.1. Filtracdo em gel para remocao dos agucares

Os acucares presentes nos filtrados das culturas foram removidos através de filtracdo em
gel para os ensaios de atividade de hidrolise e de transfrutosilagdo. Para isto foram utilizadas
seringas de 10 mL, empacotadas com resina Bio-Gel P6-DG (Bio-Rad). Aliquotas de 2 mL
foram transferidas para as seringas adaptadas a um tubo cénico de 50 mL (tipo Falcon)
coletor. O conjunto foi centrifugado (Internacional Centrifugal PR-2) a 1.380 g por 15
minutos a 4 °C. A amostra retida no tubo coletor foi entdo empregada para determinacéo de

proteinas totais e das atividades enzimaticas.
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3.6.2. Atividade de hidrolise

A determinacdo das condic¢Bes Otimas da atividade de hidrdlise da sacarose foi conduzida
apos a remocdo dos agucares presentes nos extratos enzimaticos conforme descrito no item
3.6.1. Aliquotas de 125 uL do extrato enzimatico foram incubadas por 5 minutos na presenca
de 125 puL de tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, contendo diferentes concentracdes de
sacarose (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600 ¢ 800 g L™), a 55 °C. A determinacao do pH 6timo
foi conduzida utilizando 125 uL do extrato enzimatico, na presenca de 125 pL de tampédo
Mcllvaine’s variando o pH (3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 ¢ 8,5), contendo
10 g L™ de sacarose e incubagéo por 30 minutos, a 55 °C. A temperatura 6tima foi conduzida
utilizando 125 plL de extrato enzimatico, na presenga de 125 plL de tampdo acetato de sodio
0,1M pH 5,0, 10 g L™ de sacarose variando a temperatura (30, 35,40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80 e 85 °C), por 5 minutos de incubacédo. Para determinagdo do tempo 6timo foi utilizado
125 uL de extrato enzimatico e 125 uL de tampdo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0 contendo 10
g L™ de sacarose a 55 °C em diferentes tempos de incubagéo (5, 10, 15 e 30 minutos) e (1, 2,
4, 6, 8, 10, 16 e 24 horas). As atividades de hidrélise de sacarose foram determinadas por
meio de quantificacdo dos aclcares redutores liberados empregando-se 0 método de ADNS
(Miller, 1959). Para tal, foi usado o reagente contendo solucdo A: 2,5 g de &cido 3,5-
Dinitrosalicilico (ADNS) em 75 mL de agua e solu¢do B: 75 g de tartarato duplo de sédio e
potéssio em 50 mL de hidroxido de sddio 2M. As duas solucdes foram reunidas e o volume

ajustado para 250 mL.

As reacOes foram paralisadas atraves da adi¢cdo de 250 pL do reagente ADNS. As
misturas foram fervidas em banho-maria por 5 minutos, adicionados 2,5 mL de agua destilada
e a leitura da absorbéncia foi realizada a 540 nm. Uma unidade enzimatica foi considerada
como sendo a quantidade de enzima que produz 1 umol de glicose/frutose por minuto nas

condicdes de ensaio. Foi utilizada como padrdo uma mistura equimolar de glicose e frutose.
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Os ensaios foram realizados em triplicata. Como controle foi realizado o mesmo ensaio
descrito acima, entretanto foi acrescentada a mistura ja na incubacdo 250 uL de ADNS para

inativagéo das enzimas.

3.6.3. Atividade de transfrutosilacao

Apo0s a remogdo dos agucares presentes nos extratos enzimaticos (item 3.6.1,), aliquotas
de 125 pL foram incubadas durante 16 h na presenca de 125 uL de tampdo acetato de sddio
0,1 M, pH 5,0, contendo diferentes concentra¢des de sacarose (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400,
600 e 800 g L™), a 55 °C. O pH ¢étimo foi determinado por meio de incubagdo por 16 h em
tampdo Mcllvaine com (pH 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5), em
400g L™ de sacarose final, a 55 °C. A temperatura 6tima foi determinada por incubacao
durante 16 h em tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 5,0 variando a temperatura (30, 35, 40,45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 e 85 °C) utilizando 400g L™ de sacarose (concentracdo final). O
tempo 6timo de incubacdo foi determinado por 5, 10, 15, 30 minutos e 1, 2, 4, 6, 8, 10, 16 e
24 horas, em tampdo acetato de soédio 0,1 M, pH 5,0 a 55 °C. As reacdes enzimaticas foram
paralisadas por fervura em banho-maria por 5 minutos, seguido de centrifugacdo a 9.000 g,
por 5 minutos em microcentrifuga MiniSpin Eppendorf®. Como controles foram empregados
extratos inativados em fervura por 5 minutos antes de serem adicionados ao tampédo contendo
sacarose nas diferentes condicfes citadas acima. As misturas de reacdo foram diluidas 100x
em agua deionizada e os produtos foram analisados por meio de HPAEC/PAD em sistema
Dionex ICS-3000®, conforme descrito anteriormente. Uma unidade enzimaética foi
considerada como a quantidade de enzima que produz 1 pmol de produto (FOS) por minuto

nas condicdes de ensaio. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.6.4. Extracdo e determinacao de proteinas intracelulares

As proteinas intracelulares de P. janczewskii foram extraidas conforme descrito por
Pessoni et al. (2009). O micélio fungico foi coletado por filtracdo a vacuo, pesado e macerado
em almofariz na presenca de nitrogénio liquido. Apds adicdo de tampé&o acetato de sodio 0,1
M, pH 5,0 (10 mL de tampdo por grama de massa fresca), o material foi centrifugado
(Sorvall® Super T21) a 3.100 g, por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi considerado o extrato
enzimatico bruto, o qual foi empregado para determinacdo das proteinas totais (Bradford,

1976) e para as analises enzimaticas como descrito no item 3.6.3.

3.7.  Perfil eletroforético das proteinas extracelulares por SDS-PAGE

Os filtrados de cultura foram dialisados em membrana de celulose (21 mm de diametro
e 30 cm comprimento), com limite de exclusdo de 12.000 Da (Sigma Aldrich) por um periodo
total de 24 horas. A dialise foi realizada contra agua destilada a 4 °C em camara fria por uma
noite, com trocas de agua a cada 2 horas no periodo diurno. Apés dialise as amostras foram
liofilizadas re-suspendidas em 1 mL de tampéo acetato de sodio 0,1 M pH 5,0, sendo o teor de

proteinas determinado pelo método de Bradford (1976), conforme ja descrito.

O perfil eletroforético das proteinas extracelulares de P. janczewskii foi avaliado por
meio de eletroforese em sistema desnaturante, na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970). Foi utilizado poliacrilamida a 10% para o gel de separagéo e 4%
para 0 gel de empilhamento. As amostras contendo o equivalente a 40 pg de proteinas totais
foram preparadas na proporcao de 1:1 em tamp&do de amostra constituido por glicerol 27%

(viv), SDS 6% (m/v), azul de bromofenol 0,01% (m/v), Tris-HCI 0,12 M (pH 6,8), na
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presenca de 10% (v/v) de B-mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas durante 5 min em
agua fervente e aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada empregando-se o tampéo de
corrida Tris-HCI 0,025 M (pH 8,3), glicina 0,19 M e SDS 0,1% (m/v). Apds
aproximadamente 1 hora de corrida, sob corrente de 60 V, procedeu-se a coloragdo das
proteinas com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em metanol:acido acetico
glacial:dgua deionizada (4:1:5; v:v:v), durante 30 minutos sob agitacdo constante. Em
seguida, o excesso de corante foi removido e o gel mantido em solucdo descorante forte
constituida de metanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v) por 1-3 horas até a visualizacdo

das bandas de proteina.

Como marcadores moleculares foram utilizados miosina (200 kDa), B-galactosidase
(116,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), aloumina de soro bovino (66,2 kDa), ovoalbumina (45
kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e
aprotinina (6,5 kDa), todos integrantes do conjunto para calibracdo de massa molecular
“Broad Range” da Bio-Rad (USA). O gel foi fotografado sob luz branca empregando-se

sistema documentador de captura de imagem modelo L-Pix Touch, da Loccus do Brasil.

A determinacdo da massa molecular das proteinas detectadas foi feita através do célculo
da mobilidade relativa da proteina de interesse e sua localizacdo na curva de calibracao
tracada com os valores da mobilidade relativa das proteinas marcadoras, contra os logaritmos

de suas massas moleculares, conforme Weber & Osborn (1969).

3.8. Andlise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e para comparacdo dos dados
quantitativos de massa seca, proteinas, pH e producdo de FOS foi realizado o teste ANOVA
utilizando-se o programa SISVAR 4.3. Foi aplicado o teste de Tukey com 5% de

significancia, comparando-se as diferentes concentragdes de sacarose no meio filtrado e
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autoclavado e também comparando o meio filtrado e autoclavado em cada concentracdo de

Sacarose.

4. RESULTADOS

4.1.  Aspectos morfoldgicos de P. janczewskii

A morfologia de P. janczewskii CCIBt 3352 cultivado durante 7 dias em meio BDA foi
observada através de microscopia éptica (Figura 5). O fungo produziu conidiéforos em forma
de pincel com ramificacbes (Figura 5A), conidios (Figura 5B), hifas septadas e fialides

(Figura 5C). Na Figura 5D é possivel observar o aspecto geral das hifas do fungo.

Figura 5. Estruturas vegetativas e reprodutivas de P. janczewskii CCIBt 3352 cultivado meio
BDA, observadas através de microscopia optica. Destaque para o conidiéforo em forma de
pincel com ramificacdo (A), conidios (B), hifas septadas, fidlides e conidioforos (C) e aspecto

geral do fungo (D). Barra = 10 pm. Aumento de 400x.
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O fungo foi isolado originalmente da rizosfera de Vernonia herbacea (Figura 6A),
Asteraceae do Cerrado que acumula inulina nos 6rgdos subterraneos. Quando cultivado em
meio BDA, houve a formacdo de micélio de coloracdo verde acinzentada devido a grande
quantidade de conidios (Figura 6B). Por outro lado, quando P. janczewskii foi cultivado em
meio liquido Czapek, suplementado com diferentes concentracfes de sacarose, variando entre
10 e 400 g L™, foram produzidas massas miceliares agregadas conhecidas como péletes
(Figura 6C). Também foi possivel observar diferenga na coloragdo do meio nas diferentes
concentragOes de sacarose. As hifas ficaram mais hialinas com o aumento da concentragéo de
sacarose, porém ndo foi analisada a espessura da parede celular, a fim de verificar alteraces

nessa estrutura em fungéo da concentragao do substrato.

iy
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;‘ / 1909t ’ 300gL™

Figura 6. Planta de Vernonia herbacea (atualmente Chrysolaena obovata), acumuladora de
frutanos do tipo inulina nos riz6foros (A), barra 20 cm. Coldnia de P. janczewskii CCIBt 3352
cultivado em meio BDA por 7 dias no escuro a 28 °C (B), barra 1 cm; e cultivado em meio
liquido Czapek suplementado com diferentes concentragdes de sacarose (10 a 400 g L™), por
10 dias no escuro a 28 °C, sob agitacdo continua de 140 rpm (C). (Foto de V. herbacea

gentilmente cedida pela Dra. M.A.M. Carvalho).
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4.2.  Producdo de biomassa e proteinas extracelulares

Penicillium Janczewskii CCIBt 3352 apresentou tendéncia de aumento na producéo de
biomassa em funcdo do aumento da concentracdo de sacarose disponivel no meio, tanto em 10
dias quanto em 16 dias de cultivo (Figura 7A e B). No entanto, esta tendéncia nao foi
observada com o aumento da fonte de carbono a partir de 200 g L™t. Também foi possivel
observar que o cultivo em meio autoclavado (Figura 7A e B) foi menos favoravel a producéo
de biomassa fungica que o meio filtrado em membranas de nitrocelulose de 0,22um (Figura
7A e B). Em média, P. janczewskii produziu em meio filtrado 2,5 vezes mais biomassa do que

em meio autoclavado.

A producdo de proteinas extracelulares pelo fungo, diferentemente da producdo de
biomassa, foi inversamente proporcional a concentracdo de sacarose (Figura 7C e D). Foi
detectada maior secrecdo de proteinas em meio contendo 10 g L. No entanto, os niveis de
proteinas diminuiram em funcdo do aumento da disponibilidade da fonte de carbono até a
concentracdo de 100 g L™t e a partir de entdo os niveis de proteinas estabilizaram. O meio
autoclavado, além de ndo favorecer a producdo de biomassa (Figura 7A e B), também nao foi
propicio a secrecdo de proteinas (Figura 7C e D), quando comparado ao meio filtrado (Figura
7C e D). Considerando 16 dias de cultivo em 10 g L™ de sacarose, a producdo de proteinas
extracelulares no meio filtrado foi aproximadamente 1,5 vezes maior que em meio

autoclavado.
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Figura 7. Producao de biomassa por P. janczewskii CCIBt 3352, apds 10 (A) e 16 (B) dias de
cultivo em meio filtrado (m) e meio autoclavado (=) em membranas de 0,22 um (B) e
producdo de proteinas extracelulares, ap6s10 (C) e 16 (D) dias de cultivo em meio filtrado (m)
e meio autoclavado (=). Os meios continham de 10 a 400 g L™ de sacarose como fonte de
carbono. As barras representam o erro padrdo (n= 3). As letras maiusculas e minusculas
comparam as diferentes concentracbes de sacarose no meio filtrado e autoclavado,

respectivamente, e * compara o meio filtrado com o meio autoclavado em cada concentracdo

de sacarose (Tukey p<0,05).

4.3. Variagdo do pH e potencial osmotico dos filtrados de cultura

Houve tendéncia de alcalinizacdo do meio apds 10 e 16 dias de cultivo na presenca de
sacarose nas concentracfes 10, 30 e 100 g L™ (Figura 8A e B). No entanto, em concentragdes
superiores de substrato (150 a 400 g L™), o pH do meio se manteve préximo ao pH inicial, em
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torno de 5,0. Na concentracdo de 10 g L™, o meio autoclavado (Figura 8A e B) apresentou
menor alcalinizacao do que o meio filtrado (Figura 8A e B), com diferenca de uma unidade de
pH. No entanto, em concentra¢fes maiores de substrato, de modo geral, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os dois meios. Foi avaliado o potencial osmético do meio
filtrado contendo diferentes concentracGes de sacarose (Figura 9). O aumento do potencial
osmotico do meio foi diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de sacarose. O
potencial osmotico do meio contendo 400 g L™ de sacarose aumentou aproximadamente 12

vezes quando comparado ao meio contendo 10 g L™ de sacarose.
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Figura 8. Variacdo do pH dos filtrados de cultura de P. janczewskii CCIBt 3352 obtida apds
10 (A) e 16 (B) dias de cultivo em controle ([1), meio filtrado (m) e meio autoclavado (=) em
membrana 0,22 um (B). Os meios continham 10 a 400 g L™ de sacarose como fonte de
carbono. As barras representam o erro padrdo (n= 3). As letras maiusculas e minasculas
comparam as diferentes concentragfes de sacarose no meio filtrado e autoclavado,
respectivamente, e * compara o meio filtrado com o meio autoclavado em cada concentragéo

de sacarose (Tukey p<0,05).
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Figura 9. Potencial osmético dos filtrados de cultura de P. janczewskii CCIBt 3352 em meio
filtrado em membranas de 0,22 um , apos 0 (), 10 (m) e 16 (=) dias de cultivo em meio
contendo 10 a 400 g L™ de sacarose como fonte de carbono. As barras representam erro

padrdo (n = 3).

4.4. Composicao dos filtrados de cultura por HPAEC/PAD e CCD

A anélise por HPAEC/PAD dos carboidratos presentes nos meios autoclavado e filtrado
(Figura 10) revelou que ap6s 10 dias de crescimento em 10 e 30 g L™" de sacarose toda a fonte
de carbono foi hidrolisada por P. janczewskii. No meio contendo 10 g L™ de sacarose
praticamente toda a glicose e frutose liberadas foram consumidas pelo fungo. Além disso, ndo
foi observada a producdo de FOS em baixas concentracGes de sacarose. No entanto, nas
concentracdes de 150 a 400 g L™* de sacarose, 0 fungo ndo consumiu toda a fonte de carbono
e houve acumulo de pelo menos quatro oligossacarideos. Quando comparado ao meio
autoclavado, o cultivo em meio filtrado proporcionou maior producéo de oligossacarideos.

Dois destes oligossacarideos foram identificados como sendo 1-cestose e neocestose. O
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filtrado de cultura obtido ap6s 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose foi
analisado também por cromatografia em camada delgada (Figura 11). Através da utilizacéo de
revelador especifico para agucares contendo frutose na molécula, foi possivel comprovar que

além de 1-cestose e neocestose, 0s outros dois produtos ndo identificados também se tratam

de FOS.
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Figura 10. Perfil por HPAEC/PAD dos filtrados de cultura de P. janczewskii CCIBt 3352,
aos zero e 10 dias de cultivo em meio filtrado em membranas de 0,22 pum ou autoclavado,
contendo 10 a 400 g L™ de sacarose. Os picos foram identificados usando-se padrdes
comerciais: G= glicose; F= frutose; S= sacarose; 1K= 1-cestose; NK= neocestose; e NI= nédo

identificado.
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Figura 11. Cromatografia em camada delgada do filtrado de cultura de P. janczewiskii CCIBt
3352, obtido apos 10 dias de cultivo em meio filtrado em membranas de 0,22 um, contendo
200 g L™ de sacarose. Foram utilizados 80 pg de aglicares totais (A) e como padrdes (P)

foram utilizados frutose, sacarose, neocestose, 1-cestose e nistose.

A maior producéo de FOS ocorreu no meio filtrado contendo 200 g L™ de sacarose aos
10 dias de cultivo, chegando a valores de 29 g L™t de 1-cestose e 25 g L™ de neocestose
(Figura 12C e D), totalizando a produgdo de 54 g L™t de FOS. No entanto, em concentra¢fes
de sacarose superiores a 200 g L™, a produgdo de FOS decresceu. No meio autoclavado,
também contendo 200 g L™t de sacarose (Figura 12A e B), a producdo de 1-cestose e

neocestose totalizou apenas 9 g L™

34



Producédo de FOS (g LY
N
o
*
>
m

w

o

1
> o+

0o *
p

> *

>*

Producgédo de FOS (g L %)
@]
%

5 A a
b M- WP a Ba Wb

10 30 100 150 200 300 400 10 30 100 150 200 300 400
Concentracdo de Sacarose (g L) Concentracdo de Sacarose (g L™%)

Figura 12. Producdo de 1-cestose apds 10 (A) e 16 (B) dias de cultivo e neocestose apds 10
(C) e 16 (D) dias em meio contendo sacarose filtrado em membrana de 0,22 um (m) e meio
autoclavado (=) por P. janczewskii CCIBt 3352. Os cultivos foram realizados em meios de
cultura contendo diferentes concentragbes de 10 a 400 g L™ de sacarose como fonte de
carbono. As barras representam o erro padrdo (n= 3). As letras maiusculas e minusculas
comparam as diferentes concentracbes de sacarose no meio filtrado e autoclavado,
respectivamente, e * compara o meio filtrado com o meio autoclavado em cada concentracdo

de sacarose (Tukey p<0,05).

35



4.5.  Perfil de eletroforético das proteinas extracelulares

A anélise por SDS-PAGE das proteinas extracelulares de P. janczewskii cultivado em
meio contendo 10, 200 e 400 g L™ de sacarose mostrou alteragfes do perfil proteico nas
diferentes concentragdes de sacarose. No meio contendo 10 g L™ de sacarose foram
observadas duas bandas, respectivamente com massa molecular estimada em 48,8 e 20,8 kDa,
nédo observadas nos meios contendo 200 e¢ 400 g L™ de sacarose. Por outro lado, bandas com
massa molecular de 60,1 e 56,1 kDa estavam presentes somente nas concentracfes mais
elevadas de sacarose, sendo mais evidentes em 400 g L™'. As bandas com massa molecular
42,5, 38,3 e 33,3 kDa foram visualizadas em todos os trés tratamentos. No entanto,

apresentaram aumento de intensidade nas concentragdes de 200 e 400 g L™ de sacarose.
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Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida em sistema desnaturante (SDS-PAGE) das
proteinas extracelulares de P. janczewskii CCIBt 3352, obtidas apds 10 dias de cultivo em

meio filtrado em membrana de 0,22 um contendo 10, 200 e 400 g L™ de sacarose.
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4.6. Otimizacdo dos ensaios enzimaticos para determinacdo das

atividades hidrolitica e de transfrutosilacéo

Com base nos experimentos anteriores, o fungo foi cultivado durante 10 dias em meio
filtrado contendo 200 g L™ de sacarose. O filtrado de cultura serviu como fonte de enzimas
para a determinacdo das condicdes 6timas dos ensaios enzimaticos (atividade hidrolitica e de
transfrutosilacdo). Com relacdo a atividade hidrolitica, foi verificado que o aumento da
atividade foi inversamente proporcional ao aumento da concentracdo do substrato. Portanto,
foi observada atividade méxima realizando a incubacgdo na presenca de 10 g L™ de sacarose,
decrescendo em concentra¢cdes mais elevadas (Figura 14A). Além disso, foram verificados
trés valores de pH étimos (3,0, 5,0 e 6,0) (Figura 14B), ja temperatura 6tima foi estabelecida
em 55 °C (Figura 14C). O tempo de 10 minutos foi considerado ideal para determinagéo da

atividade de hidrolise da sacarose (Figura 14D).
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Figura 14. Efeito da concentracdo de sacarose (A), pH (B), temperatura (C) e tempo de
incubacdo (D) sobre a atividade invertasica no filtrado de cultura de P. janczewskii, obtido
apos 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose. As barras representam erro

padrdo (n = 3).

Também foram estabelecidas as melhores condi¢des para determinacdo da atividade de
transfrutosilacdo para sintese de 1-cestose e neocestose. Ao contrério do que foi observado
para a atividade hidrolitica, atividade méxima para sintese de FOS ocorreu em concentragoes
elevadas de sacarose (400 a 800 g L™), ja em concentracGes inferiores a 50 g L™ de sacarose,
ndo foi detectada atividade de sintese significativa (Figura 15A). Os valores de pH e
temperatura 6timos foram semelhantes aos observados para a atividade hidrolitica, pH 5,0 e

55 °C, respectivamente (Figura 15B e C). A sintese de FOS exigiu tempos de incubacédo
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superiores aos observados para a atividade invertasica (Figura 15D). A atividade de
transfrutosilacdo foi maxima apos 10 h de incubagdo, ndo sendo detectada atividade
significativa de sintese de 1-cestose e neocestose em tempos inferiores a 6 e 8 h,
respectivamente. Com base na otimizacdo do ensaio enzimatico, a producdo de FOS através
de sintese enzimatica pode ser estimada em 20 g L™ de 1-cestose, ja a producdo de neocestose
foi significativamente menor (11 g L™) (Figura 16), portanto, 15,5% da sacarose disponivel

foram convertidas nos dois FOS.
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Figura 15. Efeito da concentragdo de sacarose (A), pH (B), temperatura (C) e tempo de
incubacéo (D) sobre a atividade de transfrutosilacdo no filtrado de cultura de P. janczewskii,
obtido apds 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose. Quantidade de 1-

cestose (m) e neocestose (A). As barras representam erro padrao (n = 3).
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Figura 16. Producdo de FOS através de sintese enzimatica, utilizando o filtrado de cultura de
P. janczewskii, empregando as condi¢des 6timas de reacdo (sacarose 400 g L™, pH 5,0, a 55
°C por 10 h). O filtrado de cultura foi obtido apds 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g

L™ de sacarose. As barras representam o erro padrdo (n= 6).

4.7. Atividades enzimaticas e contetido de FOS no meio extracelular e

intracelular

Também foi avaliada a atividade invertasica e de sintese de FOS utilizando extratos
enzimaticos intra e extracelulares de P. janczewskii, obtidos a partir do cultivo do fungo
durante 10 dias em meio filtrado contendo 200 g L™ de sacarose. Foi observada maior
atividade hidrolitica sobre a sacarose no extrato extracelular, com valor 27% maior do que o
encontrado no extrato intracelular (Figura 17A). O extrato extracelular também apresentou
maior atividade de transfrutosilagdo quando comparado ao extrato intracelular. A atividade de
sintese de 1-cestose e de neocestose no extrato extracelular foi superior a 50% quando

comparado ao extrato intracelular (Figura 17B).
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Figura 17. Atividade enzimatica intracelular e extracelular de culturas de P. janczewskii
obtidas apds 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose. Atividade hidrolitica
(sacarose 10 g L™, pH, 5,0, 55 °C por 5 min) com formagéo de glicose (A), e atividade de
transfrutosilacdo (sacarose 400 g L™, pH, 5,0, 55 °C por 16 h) com formacao de 1-cestose (m)

e neocestose (=) (B). As barras representam o erro padrédo (n =6).

Menor teor de proteinas foi observado no meio extracelular (14,9 pug mL™) em relacdo
ao intracelular (22,3 pg mL™) - (Figura 18A). A quantificacdo de 1-cestose e neocestose no
extrato extracelular mostrou niveis acima de 50 g L™, entretanto, nao foi detectada a presenga

de FOS no extrato intracelular (Tabela 3).
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Figura 18. Concentracdo de proteinas nos extratos intracelulares e extracelulares de culturas
de P. janczewskii, obtidas apds 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose

como fonte de carbono.As barras representam o erro padréo (n= 6).

Tabela 3. Producdo de 1-cestose e neocestose nos extratos extracelular e intracelular de
Penicillium janckzewskii, ap6s 10 dias de cultivo em meio contendo 200 g L™ de sacarose
como fonte de carbono.

Extrato 1-Cestose (g L™) Neocestose (g L™) Total (g L™)
extracelular 25,923 26,446 52,372
intracerlular 0,000 0,000 0,000
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5. DISCUSSAO

O organismo utilizado neste trabalho foi o fungo filamentoso Penicillium janczewskii
CCIBT 3352, isolado originalmente da rizosfera de V. herbacea. A anélise da morfologia do
fungo realizada através de microscopia de luz indicou a presenca de estruturas em forma de
pincel com ramificacGes, conidios, hifas septadas e fidlides, caracteristicas que o qualificam
como sendo do género Penicillium, anamdrfico, pertencente a classe Hyphomycetes
(reproducdo assexuada através de estruturas denominadas conidios), e importante componente
da micobiota de solo. No Brasil foi isolado em solos dos estados de Pernambuco, Sdo Paulo e

Amazonas (Maia et al., 2006).

O cultivo de P. janczewskii em meio liquido Czapek contendo altas concentracGes de
sacarose resultou em maior pigmentacdo da cultura, quando comparado ao cultivo em baixas
concentracdes de sacarose. Os pigmentos sdo encontrados principalmente na parede celular,
mas também estdo presentes no meio extracelular (Butler & Day, 1998). Os pigmentos da
parede, comumente polifendlicos, funcionam como reforco da rede de proteinas e
polissacarideos, através de ligacGes cruzadas oxidativas ou pela impregnacdo com um
polimero hidrofébico (Peter, 2001). Esses compostos conferem diferentes coloracdes as
culturas e muitas micotoxinas também sdo pigmentadas como as naftoquinonas de
Penicillium e Aspergillus sendo antioxidativas (Buzzini & Martini, 1999; Duran et al., 2001).
As melaninas protegem o0s organismos contra estresses ambientais, como por exemplo,
exposicdo a metais pesados, limitagdo de nutrientes, alteragdes no pH do meio, radiacdo UV e
condicBes hiperosmoticas (Loguercio-Leite et al., 2006). Sendo assim, a maior produgdo de

pigmento nas culturas poderia estar relacionada a elevada concentracdo de sacarose.
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O padrdo de crescimento observado foi muito semelhante ao verificado por Pessoni et
al. (2005; 2007) para uma cepa diferente de P. janczewskii (URM 3511), porém cultivada em
concentragdes inferiores de sacarose (10 g L™). Em Aureobasidium pullulans o crescimento
exponencial foi observado durante 4,5 dias de cultivo em meio basal contendo 200 g L™ de
sacarose como fonte de carbono (Yun et al., 1997). Em Gliocladium virens a producdo de
biomassa também foi proporcional ao aumento da fonte de carbono em 3 e 6 dias de cultivo
em meio contendo sacarose variando entre 10 g L™t e 150 g L™ (Fialho et al., 2013). O

mesmo padrdo de crescimento também foi observado neste trabalho.

Diferentemente do esperado, o cultivo de P. janczewskii em meio autoclavado resultou
em menor producdo de biomassa e de proteinas extracelulares quando comparado ao cultivo
em meio filtrado. A autoclavagem do meio resulta em hidrélise térmica de parte da sacarose,
liberando glicose e frutose. A maior concentragdo de monossacarideos no meio facilitaria a
absorcdo da fonte de carbono pelo organismo, reduzindo o gasto energético para a sintese de
invertases. No entanto, a alta temperatura empregada no processo de autoclavagem do meio
pode acarretar na formacédo de substancias toxicas para célula como &cidos fracos e compostos

furénicos (Palmgvist & Hahn-Hagerdal, 2000; Klinke et al., 2004).

Os compostos furanicos 5-hidroximetilfurfural (HMF) e o furfural apresentam maior
potencial toxico (Dunlop, 1948; Antal et al., 1991; Larsson et al., 1999; Lewkowski, 2001) e
seu efeito inibitério depende da concentracdo e da sensibilidade da espécie exposta (Almeida
et al., 2007). Esses compostos podem afetar a fisiologia celular atraves da reducdo da
atividade de enzimas, desnaturagdo do DNA, inibicdo da sintese de RNA e de proteinas, e
danos a parede celular, resultando, portanto, em baixa viabilidade e desenvolvimento do
organismo (Zaldivar et al., 2001; Machado et al., 2011). Baptista et al. (2013) avaliando o
efeito inibitério do hidroximetilfurfural na fermentacdo alcodlica por Saccharomyces

carlsbergensis ATCC 6269 concluiram que o composto afeta o crescimento da levedura
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devido a perda de integridade e do potencial da membrana citoplasmatica. Os autores também
constataram a completa inibicdo do crescimento e do processo de fermentacdo realizado pela
levedura na presenca do hidroximetilfurfural na concentragdo de 15 g L. Petersson et al.
(2006) atribuiu ao hidroximetilfurfural o efeito de acumulo de lipidios e a reducdo de
proteinas em leveduras, o que também pode ter ocorrido em P. janczewskii. Portanto, 0 menor
desenvolvimento de P. janczewskii em meio autoclavado pode ser explicado, pelo menos em
parte, pela provavel formacéo de furfurais e hidroximetilfurfural toxicos a partir da sacarose

submetida a alta temperatura.

Maior producdo de proteinas foi detectada em meio contendo baixa concentracdo de
sacarose (10 g L™* de sacarose). Em estudos com a cepa URM 3511 de P. janczewskii, Pessoni
et al. (2007) constataram alto teor de proteinas até o 9° dia de crescimento em 10 g L™ de
sacarose, atingindo niveis de cerca de 100 ug mL™, os quais sdo superiores aos detectados no
cultivo de P. janczewskii CCIBT 3352. Observacdo semelhante também foi relatada por
Fialho et al. (2013), estudando o fungo G. virens. Os autores verificaram que em
concentracdes de sacarose superiores a 150 g L™, o teor de proteinas extracelulares ndo foi
significativamente alterado. Provavelmente isso ocorre devido a limitacdo de nitrogénio, visto
que estudos anteriores realizados por Pessoni et al. (2009) mostraram que mudancas nas
fontes e concentragdes de nitrogénio podem aumentar os niveis de proteinas extracelulares em

G. virens.

O cultivo de P. janczewskii em 10 e 30 g L™ de sacarose resultou em alcalinizagdo do
meio, principalmente no meio filtrado, no entanto, quando na presenca de concentragdes
superiores da fonte de carbono, o fungo apresentou tendéncia de acidificacdo do meio apds 16
dias de cultivo. Mashiro et al. (2008) constataram que culturas liquidas de Aspergillus oryzae,
sem a presenca de sacarose ou em baixas concentragdes (10 g L) apresentam pH alcalino
(pH 8,8), no entanto, quando ha excesso da fonte de carbono (50 g L), o pH torna-se &cido
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(pH 4,9). Segundo os autores, o pH afetou a atividade enzimatica do fungo. O pH inicial do
meio desempenha papel chave na producdo e estabilidade de enzimas, na utilizacdo dos
nutrientes presentes no meio e no crescimento do microrganismo (Kim et al., 2000; Dhake &
Patil, 2005). Um sistema de regulacdo génica garante que enzimas sejam secretadas
predominantemente quando o pH do meio extracelular se encontra proximo ao pH 6timo

dessas enzimas (Maccheroni Jr., 2004).

O aumento do potencial osmético do meio foi diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de sacarose, significando, portanto, a elevacdo da pressdo osmotica. A hidrélise
enzimatica da sacarose libera glicose e frutose resultando em aumento do ndmero de
moléculas livres, elevando ainda mais a pressdo osmatica no meio. A sintese de FOS pode ser
um mecanismo empregado pelo organismo a fim de proporcionar protecdo contra esse

estresse (Yoshikawa et al., 2006).

Apbs 10 dias de cultivo em meio contendo 10 e 30 g L™ de sacarose, P. janczewskii
consumiu toda a fonte de carbono disponibilizada e ndo foi detectada a formacdo de FOS.
Provavelmente, o fungo empregou os FOS produzidos como fonte alternativa de carbono
guando a sacarose no meio foi esgotada. No cultivo em concentracGes variando entre 150 e
400 g L't de sacarose foram detectados glicose, frutose, sacarose e niveis substanciais de FOS.
Portanto, a baixa concentracdo de sacarose favorece predominantemente a hidrolise e
assimilacdo do dissacarideo como fonte de carbono, no entanto, quando ha alta
disponibilidade de sacarose, o fungo consome a fonte de carbono e o excesso pode ser
empregado na sintese de FOS. Neste estudo foram identificados dois tipos diferentes de FOS,
a 1-cestose do tipo inulina, formada por cadeias lineares e a neocestose da neoserie, com

cadeias ramificadas.

A sintese de FOS do tipo levano e neolevano como a 6-cestose e a neocestose,

respectivamente, ¢ incomum em fungos filamentosos, mas relativamente bem documentada
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em leveduras tais como S. cerevisiae, Schwanniomyces occidentalis e Xanthophyllomyces.

dendrorhous (Fialho et al., 2013).

Embora pouco documentada a sintese de neocestose desperta interesse, pois estudos tém
demonstrado que neo-FOS sdo mais estaveis que os FOS do tipo inulina, visto que 0s neo-
FOS possuem uma estrutura ramificada que confere maior estabilidade em relacdo aos FOS
com estruturas lineares (Lim et al., 2007). Neo-FOS apresentam estabilidade de 95% depois
de 48 horas a 80 °C. Além disso, apresentam baixa viscosidade, resultando em menor custo

energético no processo de producdo quando comparado a outros oligossacarideos.

Fialho et al. (2013) verificaram maior producdo de 6-cestose por G. virens em 10, 30 e
50 g L de sacarose ap6s 3 dias de cultivo, no entanto, apos 6 dias de cultivo os niveis de FOS
declinaram devido ao consumo de 6-cestose como fonte de carbono. No entanto, 0s autores
verificaram que o cultivo em 100 e 150 g L™, o fungo acumulou maiores niveis do FOS apds
6 dias. Prata et al. (2010) verificaram em P. expansun que 0 aumento exponencial da
producdo de FOS iniciou-se a partir de 12 horas de cultivo. A maxima producdo de FOS foi
verificada ap6s 36 h, um total de 117,7 g L™, correspondendo a 80% de 1-cestose, 19% 1-
nistose, e 1% IF-frutofuranosilnistose. Os autores constataram que €é necessario altas
concentracdes do oligossacarideo precursor para a sintese do homdlogo com mais uma
unidade de frutose. Apos 36 h, quando toda a sacarose havia sido consumida, o fungo iniciou
0 consumo dos FOS anteriormente produzidos. De acordo com Maiorano et al. (2008) a
sacarose é preferencialmente hidrolisada e utilizada para o crescimento micelial, mas em altas
concentragfes a fonte de carbono é geralmente convertida em FOS. Ning et al. (2010)
verificaram em X. dendrorhous que concentragdes elevadas de sacarose afetam positivamente
o rendimento maximo de neo-FOS, atingindo 227,7 g L~ * em 400 g L™* de sacarose. Chen e
Liu (1996) observaram em Aspergillus japonicus maior producgdo de frutosiltransferase em

cultivo contendo 250 g L de sacarose. Antosova et al. (2002) obtiveram maior atividade
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frutosiltransferase em A. pullulans utilizando sacarose a 350 g L. Assim como nos trabalhos
acima citados, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a producdo de FOS €

altamente dependente da presenca de elevadas concentracdes de sacarose.

Maior produgao de FOS ocorreu no meio filtrado contendo 200 g L™* de sacarose aos 10
dias de cultivo, atingindo um rendimento de 27%. Tal rendimento pode ser considerado
relativamente baixo quando comparado ao rendimento obtido por linhagens empregadas como
fontes comerciais de FOS (55-60%) (Yun & Song, 1993; Sangeetha et al., 2005; Nobre et al.,
2013). Outros fungos apresentaram rendimento de FOS préximo ou acima do rendimento da
cepa estudada. Foi alcancado um rendimento de 44% na producdo de FOS por A. pullulans
(Shin et al., 2004). Para A. japonicus, esse valor foi de 55,8% (Wang & Zhou, 2006),
enquanto que para A. niger o rendimento foi de 24% (Nguyen et al., 1999). Os resultados
também indicaram o decréscimo na producdo de FOS nos cultivos contento concentracdes de
sacarose superiores a 200 g L. Vega-Paulino & Zlniga-Hansen (2012) também verificaram
reducdo na producdo de FOS por A. pullulans, entretanto, esse decréscimo foi constado em
concentragdes superiores aos observados no presente estudo (700 e 800 g L™* de sacarose). Os
autores acreditam que isso se deve ao declinio da taxa de reacdo enzimatica, ao efeito de nédo-
idealidade termodinamica, a inibicdo por sacarose, e a limitacdo de transferéncia de massa ou

baixa atividade da agua devido a alta concentracdo de sacarose.

Apesar de o fungo apresentar bom rendimento de FOS quando cultivado em meio
filtrado, em meio autoclavado o rendimento foi de apenas 4,5%. Segundo AntoSova &
Polakovic (2001), a producdo de FOS pela acdo de frutosiltransferases é inibida
competitivamente pela glicose formada como subproduto de reacdo. Aléem do acimulo de
glicose ocorrer devido a agdo enzimatica, a formacéao de glicose, bem como de frutose livre a
partir da sacarose também € observada quando o dissacarideo é submetido a altas

temperaturas, como ocorre durante o processo de autoclavagem (Eggleston et al., 2000).
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Portanto, o baixo rendimento de FOS no meio autoclavado provavelmente se deve em grande
parte a presenca de monossacarideos liberados durante a esterilizacdo do meio. Outro fator
que pode justificar o baixo rendimento de FOS obtido no meio autoclavado é a presenca de

compostos furanicos.

Uma estratégia empregada no intuito de reduzir a inibicdo da sintese de FOS causada
pela glicose é a adicdo da enzima glicose oxidase ao meio reacional. A enzima promove a
formacéo de acido glicbnico a partir da glicose, eliminando assim o seu efeito inibitdrio sobre
as enzimas de transfrutosilacdo. Nesses casos, o rendimento de FOS pode alcancar 90-98%

(Dominguez et al., 2014).

A analise das proteinas extracelulares de P. janczewskii através de SDS-PAGE revelou
a presenca de pelos menos cinco bandas proteicas que aumentaram de intensidade ou que
foram visualizadas apenas em cultivos realizados na presenca de altas concentracdes de
sacarose. Por outro lado, duas bandas apresentaram elevacdo na intensidade na concentracédo
mais baixa de sacarose. Yoshikawa et al. (2008) encontraram pelo menos cinco formas de -
frutofuranosidades em A. pullulans, sendo uma delas dominante na fase de producdo de FOS,
e as outras quatro enzimas elevaram seus niveis somente no periodo de degradacao de FOS.
Kurakake et al. (2008) verificaram que A. oryzae KB ¢ capaz de produzir duas formas de [3-
frutofuranosidases, uma denominada F1 (96 kDa), com alta atividade de transfrutosilagéo,
preferencialmente produzida em alta concentracdo de sacarose, e outra denominada F2 (79
kDa), que apresenta atividade predominantemente de hidrélise, sendo expressa em baixa
concentragdo de sacarose. Como ocorre em A. oryzae KB, é provavel que P. janczewskii
produza diferentes B-frutofuranosidases que diferem na capacidade de predominantemente
hidrolisar sacarose ou sintetizar FOS, em baixas e altas concentragbes do dissacarideo,
respectivamente. Portanto, serd necessario realizar estudos de purificacdo e caracterizagdo
enzimatica no intuito de identificar as diferentes isoformas da enzima e as reagdes que cada

uma realiza.
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Os experimentos de otimizacdo das condicdes empregadas nos ensaios enzimaticos
mostraram que a atividade de hidrolise foi maior em baixas concentracfes de sacarose. Por
outro lado, foi observada atividade de transfrutosilacdo méaxima apenas em concentracdes
elevadas de sacarose. Tal fato reforga a existéncia de B-frutofuranosidases em P. janczewskii
que apresentam atividade hidrolitica e de sintese de FOS dependendo da disponibilidade de
substrato. Uma frutosiltransferase tipica sintetiza FOS mesmo em baixas concentracdes de
sacarose, no entanto, a presenca dessa enzima em P. janczewskii, ainda ndo pode ser
descartada, visto que B-frutofuranosidases presentes no complexo enzimatico podem estar

hidrolisando os FOS formados por frutosiltransferases.

A atividade de hidrélise sobre a sacarose apresentou temperatura étima de 55 °C e foi
observada atividade 6tima em trés valores diferentes de pH (3,0, 5,0 e 6,0). Pode-se especular
gue o complexo hidrolitico de P. janczewskii possa ter isoformas que apresentem diferentes
pH 6timos de atividade. Atividade hidrolitica em A. japonicus TIT-900.76 apresentou pH e
temperatura 6timos de 4,0 e 65 °C, respectivamente (Chen & Liu, 1996). B-frutofuranosidases
com valores de pH 6timo em faixa tdo acida como 3,0 sdo pouco comuns, no entanto, ha
relatos na literatura de enzimas que apresentam estabilidade em uma faixa de pH variando
entre 3,5 e 8,0 (Rustiguel, 2009). A B-frutofuranosidase de Candida utilis apresenta
estabilidade de pH entre 3,0 e 6,0 (Chavéz et al., 1997), ja a enzima produzida por Fusarium
graminearum apresenta estabilidade em uma faixa mais ampla de pH, entre 3,0 e 8,0

(Gongalves, 2013).

Com relacdo a atividade de transfrutosilacdo, os valores de pH e temperatura 6timos
foram 5,0 e 55 °C, respectivamente. De forma similar, a atividade de sintese de FOS em A.
japonicus TIT 90076 apresentou pH 6timo entre 5,0 e 6,0, temperatura 6tima entre 55 e 65 °C
e concentracdo Otima de substrato de 250 g L™ de sacarose (Chen & Liu, 1996). Em A.

japonicus JN19 os autores verificaram pH 6timo de 5,5, entretanto, a temperatura e
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concentracdo 6tima de sacarose foi de 30 °C e 180 g L™, respectivamente (Wang & Zhou,
2006). O tempo 6timo de incubacdo para a atividade de transfrutosilacdo pode ser considerado
baixo em relacdo ao observado para enzimas de outros fungos. Em A. pullulans a reacéo de
sintese de FOS requer 24 horas de incubacdo (Sangeetha et al., 2004; Shin et al., 2004;
Yoshikawa et al., 2008), como também é observado para enzimas de P. chrysogenum (Ganaie
et al., 2013). Ja a atividade de transfrutosilacdo realizada por enzimas de A. japonicus requer
16 horas (Mussato & Teixeira, 2010). Embora o tempo de incubacdo necessario para a reacao
de sintese de FOS tenha sido menor no presente estudo do que é observado para as enzimas

citadas acima, o rendimento foi significativamente menor.

A producdo de neo-FOS em fungos filamentosos é pouco frequente, mas tem sido
reportada mais recentemente. Alguns trabalhos sugerem que estes microrganismos tém
vantagens funcionais com relacdo aos demais, devido as suas caracteristicas estruturais (Lim
et al., 2005; 2007). Segundo Lim et al. (2007), a producdo de neo-FOS empregando enzimas
de P. citrinum imobilizadas apresentou rendimento maximo de 105 g L™ Em estudo
realizado por Linde et al. (2012), a producdo de neo-FOS pela enzima de X. dendrorhous foi
de 40 a 168 g L™, quando a concentracdo de sacarose variou de 420 a 600 g L™. Essa
producdo foi bem acima daquele alcancado pela cepa estudada que foi de 11 g L™ de
neocestose em 400 g L de sacarose. A producdo de FOS e neo-FOS pela bactéria Bacillus
megaterium foi descrita por Homann et al. (2007) e os FOS produzidos foram identificados

como 1-cestose, 6-cestose, neocestose e blastose.

Frutosiltransferases e B-frutofuranosidases sao produzidas intra e/ou extracelularmente
por varios microrganismos. Diversos autores descreveram o isolamento de linhagens capazes
de produzir estas enzimas (Maiorano et al., 2008). P. janczewskii, assim como alguns outros
fungos, sdo capazes de produzir enzimas intracelulares com atividade de transfrutosilagéo,

embora a sua producdo tenha sido 50% menor quando comparado a sua producdo
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extracelular. Dhake & Patil (2007) identificaram P. purpurogenum como produtor de
frutosiltransferases intra e extracelulares. Estudos realizados por Lattef et al. (2007) em A.
pullulans indicam producéo de 56% de FOS a partir de enzimas intracelulares. Masahiro et al.
(2008) constataram através de analises enzimaticas em A. oryzae que a producéo de 1-cestose,
nistose e F-frutofuranosilnistose, a partir da sacarose, ocorreu quase que exclusivamente pela
acao de enzimas de transfrutosilacdo localizadas no micélio, enquanto que cerca de 40% da
hidrolise da sacarose em glicose e frutose foi localizada no meio extracelular. Fungos como
Aspergillus flavus, A. niger e A. pullulans também sdo capazes de produzir enzimas intra e
extracelulares produtoras de FOS (Dhake & Patil, 2007). Em analises feitas no meio de
cultivo e no extrato intracelular P. janczewskii, obteve-se uma producdo de FOS extracelular
expressiva, entretanto ndo foi observada a presenca de FOS no extrato intracelular.
Provavelmente as enzimas sdo produzidas e rapidamente enviadas para o meio extracelular

onde tém papel na sintese de FOS.

A diferenca no teor de proteinas encontrada entre 0s meios intra e extracelular se deve
principalmente a seletividade com a qual os fungos exercem sobre seus substratos. Assim, no
meio extracelular os teores de proteinas sdo menores devido a secrecdo de proteinas
especificas para determinada fungdo reduzindo assim o gasto de energia (Moore-Landecker,
1996). Por outro lado, a célula possui no seu interior um conjunto muito maior e concentrado

de proteinas envolvidas nos mais diversos processos metabdlicos.

Apesar das concentragdes de FOS detectadas nas culturas e nas atividades enziméticas
deste trabalho terem sido inferiores aquelas detectadas nos estudos descritos acima, foi
possivel verificar que a cepa CCIBT 3352 de P. janczewskii possui potencial biotecnoldgico
para producdo de FOS, particularmente neocestose, um FOS pouco relatado em fungos

filamentosos.
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CONCLUSOES

As fibras soluveis incluindo os FOS tem atraido cada vez mais a atencdo da comunidade
académica e da indastria devido principalmente as suas caracteristicas nutricionais e
propriedades fisico-quimicas importantes. Como esses oligossacarideos sdo produzidos
industrialmente por enzimas microbianas, o estudo da secrecdo de enzimas que 0s sintetizam

é de grande interesse biotecnoldgico.

Penicillium janczewskii requer altas concentragdes de sacarose para a produgdo de
quantidades apreciaveis de 1-cestose (FOS do tipo inulina), além de neocestose (FOS do tipo
neolevano), esse Ultimo, pouco comum em fungos filamentosos, e que apresenta
caracteristicas prebioticas e tecnoldgicas superiores em relacdo aos FOS convencionais do
tipo inulina. Os resultados também indicaram que a sintese de FOS é promovida por f-
frutofuranosidases (invertases) com atividade de transfrutosilagédo quando na presenca de altas
concentracdes de sacarose. Estudos mais aprofundados devem ser conduzidos no sentido de
maximizar as condicdes de producdo enzimatica, bem como, purificar e caracterizar as
enzimas envolvidas na sintese de FOS. No entanto, os resultados apresentados ja indicam que
P. janczewskii é um fungo promissor como fonte industrial de fibras solGveis com
propriedades diferenciadas. Além da importancia biotecnoldgica, o presente estudo forneceu
dados importantes e ainda pouco investigados sobre a sintese de frutanos por microrganismos

isolados de plantas nativas do cerrado.
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