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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi sintetizar frutooligossacarideos (FOS) a partir
da p-frutofuranosidase (FTase) produzida em biorreator utilizando células livres de
Penicillium citreonigrum. Para isso, o fungo foi cultivado em meio rico em sacarose
(20% p/v) a 150 rpm, pH 6,5, 28°C durante 61 h. Ao fim da fermentacéo, o sobrenadante
obtido por filtracdo foi utilizado para determinacdo da atividade extracelular e sintese
enzimética de FOS utilizando sacarose a 60% (p/v). A mdxima atividade da p-
frutofuranosidase extracelular produzida em biorreator (232,16 U/mL) foi obtida apds 38
h de fermentacdo (produtividade de 6,11 U/mL.h). A concentragdo maxima de FOS foi
observada apds 24h de reacdo, correspondendo a um consumo de 30% (m/m) da
sacarose inicial. O rendimento maximo de FOS obtido foi de 20% (m/m) em relacdo a
concentracdo inicial de sacarose, resultando em niveis elevados de GF, (18%, m/m) e
baixos rendimentos de GFz (1,5%, m/m) e GF4 (0,6%, m/m). Os resultados aqui
apresentados sugerem utilizacdo do fungo P. citreonigrum em processos que visem a
producdo de kestose por via enzimatica. No entanto, estudos mais aprofundados séo
necessarios para otimizar os parametros reacionais, e assim aumentar o rendimento do
FOS.

1. INTRODUCAO

A B-frutofuranosidase é uma enzima pertencente a familia GH32 das glicosil hidrolases, estando
agrupadas em diferentes isoformas de acordo com o seu pH de acionamento (Vargas et al., 2003). Em
altas concentragdes de sacarose, algumas B-frutofuranosidase séo capazes de catalisar reacdes de
transfrutosilacdo produzindo frutooligossacarideos (Aziani et al., 2012). A maioria destas enzimas
tém sido encontradas em fungos, tais como Aureobasidium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Fusarium spp (Dominguez et al., 2012; Dominguez et al., 2010; Mussatto et al., 2009; Prata et al.,
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2010; Sangeetha, Ramesh, & Prapulla, 2004; Yun, 1996).

P

Os frutooligossacarideos sdo oligossacarideos formados por unidades de frutosil, encontrados
naturalmente em pequenas quantidades em varios vegetais, porém em concentra¢do muito baixas para
exercer qualquer efeito benéfico. Todavia, esses oligossacarideos podem ser produzidos, em larga
escala, por acdo de enzimas microbianas com atividade de transfrutosilacdo (frutosiltransferase (EC
2.4.1.9) e/ou B-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26)) (Kralj et al., 2008; Sangeetha, Ramesh, & Prapulla,
2005).

Os frutooligossacarideos sdo aglcares ndo-convencionais, representados principalmente por
kestose (GF2), nistose (GF3) e 1- B-frutofuranosilnistose (GF4), em que unidades de frutose (F) estdo
unidas entre si por ligacbes do tipo B (2—1) e ligadas a uma fragdo terminal de glicose (G) por
ligacdes do tipo a (2—1) (Yun, 1996).

Estes oligossacarideos constituem um grupo prebidtico importante. Dentre os beneficios de sua
ingestdo estdo, diminuicdo da incidéncia de infeccBes intestinais, protecdo contra o cancer de colon,
melhoria da absor¢do mineral, diminui¢do do teor de colesterol total e lipideos no soro sanguineo, e
em geral, melhoria da satide humana (Dominguez et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi sintetizar frutooligossacarideos (FOS) a partir da f3-
frutofuranosidase (FTase) produzida por P. citreonigrum URM 4459

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo e Condic¢des de Cultura

Penicillium citreonigrum URM 4459 foi obtido na Micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco (URM — UFPE), e mantidas em meio Agar Czapek Dox (Himedia, India) a 4 °C.

2.2. Preparacao do inéculo

‘Para preparagdo do indculo, o fungo Penicillium citreonigrum URM 4459 foi cultivado em
meio Agar Czapek Dox (Oxoid, Inglaterra), a 30 °C, durante 7 dias. O inoculo foi obtido por
suspensdo de esporos em solucdo esterilizada de 0,1% (p / v) de Tween 80 (Merck).

2.3. Producao da B-frutofuranosidase em biorreator utilizando células livres

Para produgio da B-frutofuranosidase, o pré-inoculo contendo uma concentragdo de 10*
esporos/mL foi adicionado em Enrlenmeyers (250 mL) contendo 100 mL de meio composto por
(p/v): sacarose (10%), NaNOs (0,2%), MgS04.7H.0 (0,05%), KoHPO4 (0,5%) e KCI (0,05%). O
pré-indculo foi crescido por 3 dias, a 28° C, 150 rpm, e depois transferido para um biorreator de 2
L, tipo tanque agitado, utilizando como volume de trabalho 1 L de meio de cultura, contendo a
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mesma composicdo do meio do pré-inoculo, exceto a sacarose, cuja concentracdo foi ajustada
para 20%. A fermentacgéo foi conduzida sob as seguintes condicdes: temperatura (28°C), pH (6,5)
e agitacdo (150 rpm), durante 61 horas de fermentacdo. Ao fim da fermentacéo, as células foram
removidas por filtracdo a vacuo em papel Whatman n. 1, e o filtrado obtido foi utilizado para
determinacéo da atividade extracelular e sintese enzimatica de FOS.

2.4. Determinacédo da atividade de transfrutosilacéo (FTase)

A atividade de transfrutosilagdo da B-frutofuranosidase foi determinada de acordo com o
método descrito por, Ganaie et al. (2014), utilizando a sacarose como substrato a uma
concentracdo de 60% (p/v) em tampdo citrato, pH 6,0. A liberacdo de glicose foi medida com kit
de determinacgdo enzimatica de glicose (GOD-POD, Labtest, Brasil) a 505 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima requerida para hidrolisar 1umol
de glicose por minuto sobre as condic¢des de ensaio.

2.5. Producdo de FOS

A producdo de frutooligossacarideos a partir da B-frutofuranosidase de Penicillium
citreonigrum foi realizada utilizando uma mistura de reagdo contendo B-frutofuranosidase e
sacarose (60%, em tampéo citrato, pH 6,0) na propor¢do de 1:3 (v/v). Essa mistura foi mantida
em agitador orbital (150 rpm) a 55° C, retirando-se amostras nos seguintes tempos: 0, 3, 6, 9, 12,
21 e 24 h. Ao fim da incubacdo, a reagdo foi interrompida em banho fervente por 10 min, e as
amostras foram diluidas (1:10) e filtradas a 0,2 um. O filtrado obtido foi utilizado para
determinacéo da concentracgdo de agucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

2.6. Determinacdo da concentracao de FOS

As concentragfes de FOS (1-kestose, 1-nistose, and 1-B-frutofuranosilnistose), frutose,
glicose e sacarose das amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) usando um equipamento LC-10 A (Shimadzu) equipado com uma coluna Prevail
Carbohydrate ES (5 pum, 250 x 4.6 mm, Alltech). Os acUcares foram detectados por meio de um
Evaporative light scattering Sedex 85 (Sedere). A fase mdvel consistiu em acetonitrila e gua
(70:30 v/v), com 0,04% de hidroxido de amonio diluido em agua, a uma vazdo de 1 mL / min a
25°C (Dias et al., 2009; Nobre et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producio da B-frutofuranosidase de Penicillium citreonigrum em
biorreator utilizando célula livres

O desempenho de produgdo da B-frutofuranosidase obtida a partir de P. citreonigrum em
biorreator, utilizando as condic¢Ges otimizadas em Erlenmeyers, estd ilustrado na Figura 1. Nesta
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figura, ¢ possivel constatar que a B-frutofuranosidase obteve méxima atividade (232,16 U/mL)
apos 38 h de fermentagdo (produtividade de 6,11 U/mL.h). Logo em seguida, houve um declinio
acentuado na atividade da enzima, atingindo, ao final das 88 h de fermentacdo, uma reducédo de
cerca de 40% da atividade.

Lim et al. (2006), ao estudarem a producdo de frutosiltransferase a partir de culturas de
Penicillium citrinum, observaram que a maxima producdo da enzima foi obtida ao final de 96 h
de fermentacdo, sob as mesmas condi¢Ges experimentais utilizadas neste trabalho, exceto a
agitacéo (400 rpm) e o volume de trabalho (1,5L) .

Atividade Ftase (U/mL)

O T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo de fermentagao (h)

Figura 1- Producao de B-frutofuranosidase a partir de Penicillium citreonigrum em biorreator de 2 L.

3.2. Sintese enzimatica de FOS

A sintese de FOS catalizada pela FTase extracellular obtida de P. citreonigrum foi
estudada utilizando sacarose a 60% (p/v) (Figura 2). A concentracdo maxima de FOS foi
observada apds 24h de reacdo, correspondendo a um consumo de 30% (m/m) da sacarose inicial.
O rendimento maximo de FOS obtido foi de 20% (m/m) em relacdo a concentracdo inicial de
sacarose, resultando em niveis elevados de GF2 (18%, m/m) e baixos rendimentos de GFz (1,5%,
m/m) e GF4 (0,6%, m/m), sugerindo que a FTase extracelular produzida por P. citreonigrum ndo
¢ capaz de utilizar grandes quantidades de GF, para alongamento da cadeia glicosidica. Isto
implica na possibilidade da sacarose atuar como frutosil doador e aceitador preferencial para a
formacdo de FOS ou forte ligacdo de GF, ao sitio ativo da enzima por tempo prolongado
(Antosova et al., 2008). O perfil de formacdo de GF2, em comparagdo com os demais oligdmeros,
é benéfico para os ativos de satde devido a sua forca edulcorante, uma vez que, 0 aumento da
cadeia de frutose diminui o poder edulcorante do FOS (Spiegel, 1994).
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Figura 2 - Producédo enzimatica de frutooligossacarideos a partir da B-frutofuranosidase extracelular
obtida de Penicillium citreonigrum.

4. CONCLUSAO

Assim, os resultados aqui apresentados sugerem a utilizacdo do fungo P. citreonigrum em
processos que visem a producdo de kestose (GF2) por via enzimatica. No entanto, estudos mais
aprofundados sdo necessarios para otimizar os parametros reacionais, € assim aumentar o
rendimento do FOS.
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