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Resumo

As enzimas microbianas, como as -D-frutofuranosidases catalisadoras da hidrolise da sacarose, sdo
uma alternativa limpa de catalisadores para as industrias de fabricacdo de bens consumiveis de
melhor qualidade, pois apresentam um alto grau de especificidade, permitem a regulacdo da
atividade e sdo sintetizadas em condic¢des simples de cultivo. Neste trabalho foi estudada a producéo
de invertases a partir do fungo filamentoso Aspergillus sp. M2.4, bem como a caracterizacdo
bioguimica, uma vez que cada processo depende de parametros especificos, e cada micro-organismo
sintetiza invertases com determinadas caracteristicas. Para tal, realizou-se o isolamento de fungos
filamentosos de matéria organica em decomposi¢do, 0s quais ndo apresentaram como bons
produtores da invertase. Dessa forma, analisou-se quatro fungos filamentosos do banco de fungos
do laboratorio, selecionando-se o Aspergillus sp. M2.4, tendo como melhores padrdes o crescimento
em meio de cultura submerso Carvalho-Peixoto, durante cinco dias, a 30°C, de forma estacionaria,
utilizando-se como fonte de carbono o farelo de trigo, e fonte de nitrogénio o extrato de levedura,
assim como a propria solucao de sais do meio CP, 0s quais proporcionaram um aumento da atividade
de 35 U totais para 290 U totais, representando um aumento de 8 vezes. Além disso, a invertase
produzida apresentou ponto étimo no pH 4.5 e a 65°C, o qual proporcionou um aumento na atividade
para mais de 400 U totais, superior cerca de 12 vezes. Vale citar que, a enzima apesentou boa
estabilidade ao pH, mantendo atividade superior a 69% nos pH de 4.5 a 7.0, durante 120 minutos,
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além de uma excelente termoestabilidade, nas temperaturas de 50°C a 55°C, com atividade residual
superior a 80%. Esses resultados sugerem uma possivel aplica¢do industrial da invertase estudada
em bioprocessos, tendo como foco a reducdo da cristalizacdo da sacarose na producédo do etanol da
cana-de-acgucar e sintese de frutooligossacarideos.

Palavras-chave: Aspergillus. Bioprospeccdo. Enzimas. Fungos Filamentosos. Invertase.

Abstract

Microbial enzymes, such as p-D-fructofuranosidases that catalyze the hydrolysis of sucrose, are a
clean alternative to catalysts for industries that manufacture better quality consumables, as they have
a high degree of specificity, allow the regulation of activity and are synthesized under simple
cultivation conditions. In this work, the production of invertases from the filamentous fungus
Aspergillus sp. M2.4, as well as the biochemical characterization, since each process depends on
specific parameters, and each microorganism synthesizes invertases with certain characteristics. To
this end, filamentous fungi were isolated from decomposing organic matter, which were not good
producers of invertase. Thus, four filamentous fungi from the laboratory's fungal bank were
analyzed, selecting Aspergillus sp. M2.4, having as the best standards the growth in submerged
culture medium Carvalho-Peixoto, for five days, at 30°C, in a stationary way, using wheat bran as a
carbon source, and yeast extract as a nitrogen source, as well as the CP medium salt solution itself,
which provided an increase in activity from 35 total U to 290 total U, representing an 8-fold increase.
In addition, the produced invertase showed an optimal point at pH 4.5 and 65°C, which provided an
increase in activity for more than 400 total U, about 12 times higher. It is worth mentioning that the
enzyme showed good stability at pH, maintaining activity greater than 69% at pH 4.5 to 7.0, for 120
minutes, in addition to excellent thermostability, at temperatures from 50°C to 55°C, with activity
residual greater than 80%. These results suggest a possible industrial application of the invertase
studied in bioprocesses, focusing on the reduction of sucrose crystallization in the production of
ethanol from sugarcane and the synthesis of fructooligosaccharides.

Keywords: Aspergillus. Bioprospecting. Enzymes. Filamentous fungi. Invertase.

1. Introducéo

As enzimas sdo encontradas em todas as células desempenhando a funcédo de catalisadores de
reacOes que compdem as vias anabolicas e catabdlicas do metabolismo celular. Em funcdo a
possibilidade da producdo enzimatica por meio de processos fermentativos em grande escala com
eficiéncia na regularidade exigida, simplicidade nutricional e grande variedade de atividades
cataliticas, os microrganismos sdo as principais fontes enziméticas na aplicacdo industrial (Da
Fonseca et al., 2022; Wani et al., 2022). A tecnologia enzimética foi uma alternativa
ambientalmente correta juntamente com a busca por tecnologias mais eficientes, esta veio para
substituir gradativamente os processos quimicos, gerando produtos como biocombustiveis e
produtos farmacéuticos (Cioni et al., 2022; Da Fonseca et al., 2022).

Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos sdo os mais utilizados na producdo de
enzimas interessantes em processos industriais, como alimento rico em proteinas, na producéo de
frutooligossacarideos (FOS), na hidrélise de carboidratos, como a sacarose, producdo de acidos
organicos, antibidticos, dentre diversas outras aplicacGes (Barzee et al., 2021; Madhavan et al.,
2022; Singh et al., 2022). Neste contexto, fungos filamentosos dos mais variados géneros, como o
Aspergillus, sdo constituidos de hifas tubulares, as quais secretam enzimas pelas suas pontas e
formam o micélio (Lubeck and Lubeck, 2022; Sakekar et al., 2021). O género Aspergillus esta entre
os fungos filamentosos de maior importancia econdémica devido a diversidade de enzimas
importantes sintetizadas pelos mesmos, usadas em amplos processos industriais, podendo destacar
a p-D-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) ou invertase, pelo seu potencial biotecnoldgico (Danmek et
al., 2022; Tasar et al., 2022).

A invertase € uma enzima que torna o agucar nao redutor em agucar redutor ou invertido, por
meio da degradacdo da sacarose, obtendo um xarope de glicose e frutose. A preferéncia da hidrolise
enzimatica a hidrolise acida (quimica) é devido a eficacia em néo resultar sabor indesejavel, obtendo
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um produto de maior qualidade por ndo gerar subprodutos (Danmek et al., 2022; Huang et al., 2022;
Tasar et al., 2022). Essa enzima pode ser aplicada na industria sucroalcooleira para minimizar a
cristalizacdo da sacarose na producdo do etanol da cana-de-agucar e na sintese de FOS por meio da
sacarose e unidades de frutose (Bhadra et al., 2022; Kwai et al., 2022).

Dessa forma, esse trabalho objetivou isolar fungos filamentosos a partir de matéria organica
em decomposicéo e verificar a producdo de invertase a partir dos microrganismos isolados e do
banco de fungos do laboratdrio de Biologia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri campus Janauba, MG, Brasil. Por fim, realizar a padronizag&o do cultivo do fungo para uma
maior atividade enzimética e caracterizar bioquimicamente o biocatalisador visando futura
aplicacdo em industrias de etanol e producdo de frutooligossacarideos.

2. Material e Métodos

As analises foram realizadas no Laboratorio de Biologia do Instituto de Engenharia, Ciéncia
e Tecnologia (IECT), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM)
campus Janauba, Minas Gerais, Brasil. Os microrganismos foram cadastrados no Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), numero
AB64AD93.

2.1 Coleta de material organico

Coletou-se material organico para o isolamento dos fungos filamentosos possiveis produtores
da enzima invertase. A coleta foi realizada na cidade de Serrandpolis de Minas, situada na
latitude 15° 48" 45" Sul e Longitude 42° 52' 11" Oeste, e na empresa Usina Sao Judas Tadeu na
cidade de Jaiba, ambas cidades no norte de Minas Gerais (Brasil).

Para a escolha do tipo de material a ser coletado levou-se em considera¢do, a umidade e a
temperatura do local e se o material se encontrava em contato com o solo. Portanto, o material
coletado tratou-se de casca de coco em decomposicdo (amostra 1), racdo de folha de coqueiro
(amostra 2) e bagaco de cana-de-acucar (amostra 3), conforme a Figura 1.

A coleta ocorreu sem que suas propriedades naturais fossem modificadas, para isso, utilizou-
se luvas cirdrgicas estéreis; pinca metalica e um frasco de vidro, com volume aproximado de 50
mL, previamente autoclavados a 120°C, 1.0 atm, durante 30 minutos. O material coletado foi
mantido a 4°C, até a sua posterior analise (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020).

Figura 1 — Material organico coletado para isolamento de fungos filamentosos: (A) Amostra
1, (B) Amostra 2 e (C) Amostra 3.

2.2 Isolamento, Manutencéo e Caracterizagao das Cepas

Isolamento e caracterizagdo: Preparou-se meios de cultura solidos compostos por aveia
Quaker® e agar conforme Emerson (1941), sendo autoclavados a 120°C, 1 atm, durante 30 minutos,
vertidos 20 mL de meio em placas de Petri, anteriormente autoclavadas. Apoés a solidificacdo do
meio, as amostras coletadas foram postas sobre o meio de cultura, com o auxilio de pincas
autoclavadas, e mantidos em estufa bacterioldgica, a 30°C (amostras 1 e 2) e 50°C (amostra 3), no
decorrer de 96 horas, sendo analisada a cada 24 horas o crescimento de fungos filamentosos, com
base nas caracteristicas morfoldgicas macroscépicas, tais como: tamanho, textura, pigmentacgéo,
superficie, borda, coloracio, aspecto e fundo. A medida que os microrganismos se desenvolveram
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foi realizado o isolamento pontual ao centro de outra placa de Petri contendo 0 mesmo meio de
cultivo e mantidos nas mesmas condicOes (Lopes et al., 2016).

Manutencdo das cepas: Os fungos isolados foram mantidos em meio sélido Emerson (1941),
inclinados em tubos de ensaio. Os repiques foram realizados periodicamente, sendo mantidos a
30 °C em estufa bacterioldgica durante sete dias e, posteriormente, armazenados em a 4 °C (Lopes
et al., 2016). As amostras do fungo também foram mantidas a 4 °C em silica gel, segundo
metodologia de Michelin (2009).

2.3 Influéncia da temperatura no crescimento micelial em meio de cultivo solido

Realizou-se o inoculo dos fungos isolados pontualmente em triplicata na placa de Petri
contendo meio de cultivo sélido aveia (Emerson, 1941; Lopes et al., 2016), posteriormente, as
placas foram colocadas em estufa bacterioldgica a diferentes temperaturas, que variaram de 30°C a
45°C, com intervalo de 5°C. A medic&o do raio micelial dos fungos filamentosos foi realizada apos
48 horas de crescimento dos microrganismos, sendo calculada a taxa de crescimento em
centimetros/hora.

2.4 Identificac@o de Género pela Técnica de Microcultivo

Através da técnica de Ridel (Lacaz et al., 1991) foi realizado o microcultivo dos fungos
isolados para analisar suas caracteristicas microscopicas e com base no formato do corpo de
frutificacdo e dos seus esporos, identificar o possivel género que o fungo pertence.

2.5 Indculo, Extragdo e Determinagdo da Atividade das Invertases do Extrato Bruto

Indculo: Os esporos dos fungos filamentosos isolados e do banco de fungos, mantidos em
tubos contendo meio de cultura inclinados, foram suspensos com 3 mL de agua destilada
esterilizada, e um volume de 1 mL da suspens&o de esporos (123 x 10* esporos mL™?) foi inoculada
em 25 mL do meio de cultura, contidos em Erlenmeyer de 125 mL.

Extracdo do exrato bruto: O extrato bruto foi obtido através de filtragdo a vacuo com auxilio
de um funil de Biichner e papel de filtro Unifil® 12.5 cm de didmetro. Os filtrados contendo as
enzimas extracelulares foram submetidos a dosagem enzimatica para a determinacdo da atividade
invertasica (Lopes et al., 2016).

Determinacdo da atividade enzimética: A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada
a 60°C, utilizando-se como substrato a sacarose Vetec® 1% (m/v) em tamp&o acetato de sddio 100
mM, pH 5.0, utilizando-se o acido 3’,5’-dinitrosalicilico (DNS) como reagente colorimétrico
(Miller, 1959), sendo as leituras realizadas a 540 nm em espectrofotdmetro Fento®. O método foi
previamente padronizado por uma curva padrdo de glicose (0.1 a 1.0 mg mL™), sendo a unidade de
atividade (U mL™?) definida como a quantidade de enzima que hidrolisou um pumol de substrato por
minuto por mL, nas condicdes de ensaio. A atividade total (U total) = pmol mL™ x volume do
filtrado.

2.6 Triagem de Fungos Produtores de Invertases

Juntamente com as espécies isoladas, testou-se quatro espécies do banco de fungos do
laboratdrio identificados como M1.8, M2.4, M2.5 e L1, isolados em trabalhos anteriores (Silva et
al., 2022 and Souza et al., 2020) com o intuito de escolher o melhor produtor de invertases.

Dessa forma, preparou-se 25 mL de meio de cultura submerso Carvalho-Peixoto (CP)
(Peixoto et al., 2003) com farelo de trigo como fonte de carbono, contidos em Erlenmeyer de 125
mL, sendo autoclavados a 120°C, 1.0 atm, durante 30 minutos. Ap6s o indculo de 1 mL da suspensdo
de esporos dos microrganismos, os meios foram mantidos em estufa bacteriologica, de forma
estaciondria, a 30°C, durante cinco dias. Decorrido o tempo de incubacdo, as culturas foram filtradas
e a atividade enzimatica determinada (Lopes et al., 2016).
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2.7 Otimizagao da Producéao de Invertases

Avaliou-se as condi¢Ges mais propicias para o cultivo e producdo otimizada de invertass pelo
Aspergillus sp. M2.4.

Influéncia do meio de cultura: Diferentes meios de cultura foram analisados para o
crescimento fungico e producéo de invertase contendo farelo de trigo como fonte de carbono, sendo:
(1) Czapeck modificado, sem adi¢do de NaNOs (Wisemam, 1975); (2) SR modificado, sem adicéo
de NH4H2PO4 (Rizzatti et al., 2001); (3) CP (Peixoto et al., 2003); e (4) Meio Khanna modificado,
sem adi¢do de NH4NO3, KCI, ZnSOs, MnSOg4, FeClze com adigdo de ZnClz e ZnCls (Khanna et al.,
1995). Apos o inoculo, os meios foram mantidos em estufa bacterioldgica, de forma estacionéria, a
30°C, durante quatro dias. Decorrido o tempo de incubacéo, as culturas foram filtradas e a atividade
enzimatica determinada.

Efeito do tempo de cultivo: Para determinar a quantidade de dias necessarios para a maxima
producéo enzimatica pelo microrganismo em estudo, prepararam-se 25 mL do meio submerso CP
(Peixoto et al., 2003) contendo farelo de trigo como fonte de carbono, inocularam-se os esporos do
Aspergillus sp. M2.4, sendo mantidos em estufa bacterioldgica, de forma estatica, a 30°C, durante
dez dias, sendo a analise da atividade enzimética do extrato extracelular realizada a cada 24 horas
(Lopes et al., 2016).

Efeito da fonte de carbono: Foram analisadas quinze diferentes fontes de carbono na
concentracédo de 1% (m/v) no meio submerso CP (Peixoto et al., 2003), sendo: farelo de trigo (Fito
Alimentos®), amido de milho (Maizena®), sacarose (Vetec®), glicose (Isofar®), palha de cana-de-
acucar (coletada na SADA), farinha de linhaga (Pacha®), farelo de aveia (Fito Alimentos®), farinha
de linhaca marrom (Fito Alimentos®), farinha de trigo integral (Fito Alimentos®), farinha de chia
(Fito Alimentos®), aveia®, galactose (Vetec®), frutose (Isofar®), lactose® e maltose (Isofar®).

Efeito da fonte de nitrogénio: Analisaram-se trés diferentes fontes de nitrogénio na
composicdo do meio submerso CP (Peixoto et al., 2003), contendo farelo de trigo como fonte de
carbono: (1) 0.48% (m/v) de extrato de levedura, (2) 0.48% (m/v) de peptona e (3) 0.24% (m/v) de
extrato de levedura acrescido de 0.24% (m/v) de peptona.

Efeito da solucdo de sais no meio: A influéncia do efeito de diferentes solucBes de sais do
meio de cultura submerso CP foi realizada utilizando-se as solu¢des de sais: (1) do préprio meio CP
(Peixoto et al., 2003); (2) apenas 0.05 g de sais Wesson; (3) sais CP acrescido de 0.05 g de sais
Wesson e (4) meio sem solucdo de sais.

2.8 Caracterizacao Bioquimica das Invertases Brutas e Soluveis

Temperatura e pH 6timo da enzima: A atividade enziméatica em funcdo da temperatura e pH
foi analisada de 40°C a 70°C, com intervalos de 5°C, com o substrato sacarose 1% (m/v) em tampao
acetato de sodio 100 mM, nos pHs 4.5; 5.0 e 5.5; e sacarose 1% (m/v) em tampéo fosfato de sddio
100 mM nos pHs 6.0; 6.5 e 7.0 (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020).

Estabilidade ao pH: Com o intuito de avaliar a estabilidade da enzima a diferentes pHs
adicionaram-se solugdes tampdo com diferentes pHs, sendo tampéo acetato de sédio 100 mM nos
pHs 4.5; 5.0 e 5.5 e tampéo fosfato de sdédio 100 mM nos pHs 6.0; 6.5 e 7.0. Manteve a mistura
enzima-tampdo no gelo por diferentes tempos de 30 minutos 120 minutos. Decorrido o tempo de
incubacdo, determinou-se a atividade invertasica com o substrato sacarose 1% (m/v) em tampé&o
acetato de sodio 200 mM pH 4.5, na temperatura de 65°C (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020).

Estabilidade & temperatura: A estabilidade a temperatura foi avaliada através da incubacédo da
enzima durante o tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos, na auséncia de substrato, nas temperaturas de
50°C a 70°C, com intervalo de 5°C. Posteriormente, fez-se a dosagem a 65°C, utilizando-se o
substrato sacarose 1% (m/v) em tampao acetato de soédio 100 mM pH 4.5 (Silva et al., 2022 and
Souza et al., 2020).
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2.9 Reprodutibilidade e Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados de forma independente e em triplicata, os resultados
apresentados sdo a média dos valores obtidos (Lopes et al., 2016). Os resultados estdo
acompanhados do desvio padrdo quando nas tabelas e o erro quando nos graficos. Os graficos e
calculos foram realizados com o auxilio do software licenciado Origin 8.0 e de planilhas eletronicas,
respectivamente. A analise estatistica foi avaliada com o auxilio do software de acesso livre Sisvar
5.8, em que o teste de médias utilizado foi o Tukey, com a = 0,05.

3. Resultados e Discussao

3.1 Isolamento, caracteriticas macroscopicas e taxa de crescimento dos isolados

Isolamento: Isolou-se, dos distintos materiais coletados, trés fungos filamentosos
identificados como M1, M3 e M6. O microrganismo M1 foi isolado da racdo de folha de coqueiro,
enquanto os fungos M3 e M6 da casca de coco em decomposicao. Dessa forma, verificou-se
que a amostra que obteve maior quantidade de fungos filamentosos foi a da casca de coco em
decomposi¢do, uma das possiveis explicacGes esta associada ao fato das caracteristicas do material
e do local onde 0 mesmo foi coletado, uma vez que se sabe que matéria organica em decomposi¢ao
e locais Umidos sdao um dos principais habitats dos microrganismos (Al Haboubi and Matloob,
2022). Enguanto que o bagaco de cana-de-acucar ndo apresentou henhum isolado na temperatura de
crescimento avaliada. Isto ocorre, pois algumas espécies de fungos necessitam de temperaturas mais
baixas ou mais altas para se desenvolverem, ou seja, cada micro-organismo possui uma temperatura
adequada em que comeca o seu desenvolvimento, o que pode estar relacionado ao caso observado
(Jiang et al., 2022).

Caracterizacdo macroscopica: Apos 0 repique pontual ao centro da placa de Petri contendo
meio aveia foi possivel identificar que o fungo M1 possuiu textura algodonosa, 0 meio de cultivo
ndo apresentou pigmentacdo, sendo a cepa com bordas irregulares, além de possuir coloracdo de
esporos branco acinzentada com esporos pretos e fundo liso. Enquanto que o fungo M3 possui
textura algodonosa, 0 meio de cultivo apresentou no centro uma pigmentacao levemente alaranjada
e os arredores um amarelo escuro, tendo bordas irregulares, e coloracdo de esporos branco/verde, e
fundo liso. Por sua vez, o fungo M6 possuiu textura algodonosa, 0 meio de cultivo ndo apresentou
pigmentacdo, bordas irregulares, possuiu coloracdo de esporos branco acinzentada com esporos
cinza escuro e fundo liso. As Figura 2A e Figura 2C, apresentam os fungos no estagio inicial, em
gue ainda ndo havia observado o surgimento dos esporos (pontos mais escuros na superficie do
micélio). No entanto, a Figura 2B, apresenta pontos de cor verde, indicando o surgimento dos
esporos, conforme a Tabela 1.

A B C

Figura 2 — Fungos isolados da casca e palha de coco: (A) M1, (B) M3 e (C) M6.
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Tabela 1 — Analise das caracteristicas morfoldgicas macroscopicas dos fungos isolados.

Caracteristicas M1 M2 M6
Textura Algodonosa Algodonosa Algodonosa
Pigmentacéo Ausente Presente Ausente
Bordas Irregular Regular Irregular
Esporos Branco acinzentado Branco e verde Branco acinzentado
Fundo Liso Liso Liso

Os fungos apresentam diferentes caracteristicas morfoldgicas macroscopicas a depender da
espeécie estudada, como se observa na literatura para fungos pertencentes aos géneros Aspergillus,
Rhizopus, Penicillium, Cladosporium, dentre outros (Ouili et al., 2022). Com isto, uma das
caracteristicas mais marcantes € a presenca do micélio, composto por hifas septadas ou cenociticas,
as quais conferem sustentacdo, captura de nutrientes e reproducdo. Uma das formas de reproducéo
é o surgimento dos esporos, os quais podem ter diferentes coloracbes. Além disso, as colbnias
podem produzir pigmentos no meio, bem como apresentar diferentes texturas, como algodonosa e
aveludada (Elfita et al., 2022; Sari et al., 2022).

Taxa de crescimento: Observando a Tabela 2, percebe-se que a temperatura apresentou
significativa influéncia sobre a taxa de crescimento dos fungos isolados, e conforme o teste
estatistico de comparacéo de médias, o fungo M1 possui melhor temperatura de crescimento a 30°C
(0.095 cm ht), conforme o indice a. Enquanto, para os fungos M3 e M6 foi a 35°C, conforme o
indice a, com taxa de crescimento de 0.058 cm h™t e 0.085 cm h?, respectivamente.

Tabela 2 — Taxa de crescimento dos fungos filamentosos isolados a diferentes temperaturas.

Fungos Taxa de crescimento / cm ht
30°C 35°C 40°C 45°C
M1 0.095 + 2E-42 0.091 + 2E-4° 0.081 + 2E-4° 0.00¢
M3 0.035 + 1E-4° 0.058 + 3E-42 0.00° 0.00¢
M6 0.031 + 2E-4° 0.085 + 3E-42 0.030 + 2E-4° 0.00¢

Nota: Em (0.00) significa auséncia de taxa de crescimento. As médias foram avaliadas com o teste Tukey, com a de 0.05. O teste
de médias foi avaliado separadamente para cada fungo isolado.

Os fungos sofrem significativa influéncia da temperatura, pois ela afeta a germinacdo dos
esporos presentes no substrato, bem como a reproducdo destes. Com isto, cada espécie possui um
comportamento intrinseco em determinadas faixas de temperaturas, como observado neste trabalho,
onde ha uma temperatura 6tima em que eles possuem taxa de crescimento maxima. Sendo assim,
h& espécies que possuem seu crescimento inibido em altas temperaturas, e hd espécies que
necessitam de temperaturas mais elevadas para se desenvolverem. O crescimento do Aspergillus
flavus foi avaliado a 20 e a 37°C, e foi observado que em temperaturas mais elevadas a taxa de
crescimento foi mais significativa (0.047 cm h™t). Por outro lado, os fungos do solo pertencentes aos
filotipos Endogonomycetes e Taphrinomycetes sdo conhecidos por serem sensiveis a alteracdes
abruptas de temperatura (Feng et al., 2022; Jiang et al., 2022; Natarajan et al., 2022).

3.2 Triagem da Producéo de Invertases em Meio de Cultivo Submerso

Os fungos isolados, bem como do banco de fungos foram utilizados para a triagem de
producéo de invertases. Dessa forma, estatisticamente a cepa M2.4 (425.182 U totais) apresentou a
atividade estatisticamente mais significativa dentre os fungos avaliados. Por outro lado, constatou-
se que 0 M1, M3 e M6 apresentaram atividade de 0.100 U totais, 0.109 U totais e 0.127 U totais,
respectivamente, relativamente baixas e menos significativas, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 — Anélise da producéo de invertase pelos fungos selecionados no cepario do
laboratorio.

Fungos Atividade / U totais

M1 0.100 + 0.0119
M3 0.109 + 0.041f
M6 0.127 + 0.152¢

M1.8 1.554 + 0.067¢

M2.4 35.182 + 0.8902

M2.5 12.993 + 1.436"
L1 2.866 + 0.188°

As invertases podem ser produzidas por uma gama de fungos, os quais utilizam residuos
agroindustriais, como cascas, para a producéo do catalisador (Rasbold et al., 2022). Na literatura foi
relatado que nas condi¢Oes otimizadas, os fungos Cunninghamella echinulata PA3S12MM,
Aspergillus niger (45.87 U mL™), A. brasiliensis ATCC 9642 (5.84 U mL™), A. carbonarius PC-4
(9.4 U mL™) e outras espécies do género so industrialmente interessantes para produzir invertases
com alto potencial catalitico (Batista et al., 2021; Guerrero-urrutia et al., 2021; Rasbold et al., 2022;
Tasar and Tasgar, 2022). Por sua vez, o0 M2.4 nao cultivado nas suas melhores condi¢des, apresentou
atividade de invertase igual a 21.259 U mL™, revelando consideravel significancia da cepa para a
producédo das enzimas. Determinadas espécies de fungos sdo especializadas em produzir invertases
com elevado potencial de aplicacdo industrial, para a conversao da sacarose em acgucar invertido e
frutooligossacarideos (FOS) (Batista et al., 2021). O A. niger A42 (ATCC 204447) foi avaliado
guanto a producdo de invertases, e verificou-se que no quinto dia de fermentacdo, a atividade
invertasica foi superior 100 U mL™, indicando que o género é potencialmente um bom produtor da
enzima (Gurler et al., 2021).

3.3 Otimizacdo da Producao de Invertases
Meio de cultivo: Conforme descrito anteriormente, o fungo M2.4 é potencialmente do género
Aspergillus (Souza et al., 2020), como observado na Figura 3A. Sendo assim, o cultivo dessa cepa
nos quatro diferentes meios de cultura, revelou producdo 6tima de invertase no meio CP (420.610
U totais), estatisticamente mais significativo conforme o indice a expresso na Figura 3B.
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Figura 3 — Resultados para a cepa M2.4: (A) Microscopia da cepa Apergillus sp. M2.4 com
aumento de 100x, (B) Analise do melhor meio de cultivo submerso para producéo da

invertase pelo Aspergillus sp. M2.4.
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A composicdo do meio de cultivo é um fator altamente significativo para a expressdo da
atividade de invertases, como foi evidenciado no estudo com o A. niger OZ-3 (Tasar and Tasar,
2022). Foi relatado que a producdo de invertases por Saccharomyces cerevisiae € melhorada em
presenca de extrato de levedura (1.15 U mL™), peptona e caseina, todas fontes organicas de
nitrogénio. Por outro lado, em presenca de fontes inorgénicas de nitrogénio (nitrato de potassio e
nitrato de sodio) a atividade invertéasica foi minima (0.39 U mL™1) e menos significativa (Mahendran
et al., 2022) O A. carbonarius (IOC 4612) foi utilizado para produzir invertases, e nas condigdes
6timas a atividade alcancada foi superior a 39 U mL™ (Barros et al., 2022). Além disso, o tipo de
sal e sua concentragéo influencia na producgéo de invertases, como observado com o cultivo nas
condigdes 6timas do S. cerevisiae, com atividades maiores em presenca de 0.5% de sulfato e sodio
(0.89 U mL™Y), cloreto de magnésio e sulfato ferroso. Por outro lado, em presenca de sulfato de
zinco, sulfato de magnésio e fosfato de potassio, a atividade foi minima (< 0.5 U mL™) (Laroute et
al., 2021; Mahendran et al., 2022). Isto nédo foi observado no presente trabalho, pois em presenca
das baixas concentracdes dos sais sulfato de magneésio e fosfato de potassio (sais CP), obteve-se em
média uma atividade invertasica de 21.030 U mL™.

Tempo de cultivo: Estatisticamente, o Aspergillus sp. M2.4 no quinto dia de cultivo produziu
a maior e mais significativa atividade invertéasica (548.785 U totais), cerca de 22% superior ao
quarto dia, e, aproximadamente, 11% maior que o sexto dia. Além disso, a partir do sexto dia de
cultivo observou decréscimo na atividade enzimatica, conforme Figura 4.
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Figura 4 — Analise do tempo de crescimento do Aspergillus sp.M2.4 para uma maior
producdo enzimatica.

O perfil de crescimento dos micro-organismos, inicia-se com a ambientagdo da cepa ao meio
de cultivo (fase lag), seguida pela fase log, que é o crescimento exponencial, acompanhado do
consumo dos nutrientes disponiveis e liberagcdo de metabdlitos primarios, como as enzimas. Por fim,
h& as etapas de decréscimo, que representa a morte da cepa e a producdo de metabolitos secundérios,
0 que reprime a as enzimas extracelulares (Jeennor et al., 2022; Rodrigues et al., 2022). Foi relatado
que no terceiro dia de cultivo de S. cerevisiae, nas condigdes 6timas, produziu-se invertases com
atividade de 1.73 U mL, enquanto no quinto dia houve um dos menores valores expressos (1.2 U
mL™) (Mahendran et al., 2022). Outros autores determinaram que o cultivo de A. niger A42 (ATCC
204447) revelou atividade de quase 1000 U mL* em 14 dias de cultivo, observando uma fase inicial
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com baixa atividade, seguida por uma fase de aumento exponencial e decréscimo (Germec and
Turhan, 2020).

Influéncia da fonte de carbono: Estatisticamente, o farelo de trigo dentre as quinze fontes de
carbono testadas, foi a mais significativa para producdo de invertases, apresentando atividade de
495.958 U totais. Além disso, a aveia e a sacarose proporcionaram maiores valores de atividade.
Por outro lado, a lactose proporcionou a menor atividade expressada (34.462 U totais), conforme a
Figura 5.
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Figura 5 — Efeito indutor da fonte de carbono na producéo de invertase pelo Aspergillus sp.

M2.4 em cinco dias de cultivo em meio de cultura submerso.
Note: Fontes de carbono 1,5%: 1- Farelo de trigo; 2- Aveia; 3- Sacarose; 4- Amido de milho; 5- Farelo de aveia; 6- Farinha de
linhaca; 7- Farinha de trigo integral; 8- Farinha de chia; 9- Farinha de linhagca marrom;10- Maltose; 11- Glicose; 12- Frutose; 13-
Galactose; 14- Palha de cana-de-agucar; 15- Lactose.

Estudos com o A. carbonarius PC-4 demonstraram que o farelo de trigo proporcionou a
induziu a producéo de invertases em presenca de farelo de trigo (< 1.0 U mL™) e agticares simples
(< 3.0 U mL™?), como glicose, frutose, sacarose, maltose e lactose (Nascimento et al., 2019). Foi
relatado que em presenca de sacarose, o A. brasiliensis ATCC 9642 produziu invertases com
atividade maxima de 41.69 U mL™? (Guerrero-Urrutia et al., 2021). O farelo de trigo, assim como
outras fontes de carbono complexas e a base de celulose, hemicelulose e lignina, sdo excelentes
alternativas para a producéo de enzimas, pois a hidrolise desses polimeros libera agicares como a
manose, Xilose, arabinose e outros. Os farelos e cascas sdo compostos por substancias complexas,
ricas em proteina e outros, com elevado potencial para producdo de enzimas hidroliticas (Arya et
al., 2022; Tuysuz et al., 2020).

Influéncia da fonte de nitrogénio: Dentre as fontes de nitrogénio analisadas para a producao
invertasica, 0 meio contendo apenas extrato de levedura foi estatisticamente mais significativo,
apresentando uma atividade enzimatica de 493.797 U totais, de acordo a Figura 6.
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Figura 6 — Efeito da fonte de nitrogénio na producéo de invertase por Aspergillus sp. M2.4
em meio de cultura submerso tendo farelo de trigo como fonte de carbono.

Estudos prévios com A. niger OZ-3 demonstram que a producdo de invertase € menos
evidenciada em presenca do extrato de levedura (entre 21.0 e 34.0 U mL™), por outro lado é
promovida em presenca de peptona (entre 23.0 e 44.0 U mL™?) (Tasar and Tasar, 2022). O estudo
com o A. carbonarius PC-4 evidenciou que o extrato de levedura é capaz otimizar a producédo de
invertases, as quais apresentaram atividade de 9.7 U mL™* (Batista et al., 2021). Além disso, foi
constatado que a concentracdo da fonte de nitrogénio também € um fator decisorio, pois as invertases
produzidas pelo A. niger IBGE 01 em presenca de maiores concentragdes do extrato de levedura foi
superior (4.58 U mL™) as concentrag@es inferiores do composto (3.81 U mL™1) (Ahmed et al., 2021).
Com isto, nota-se que a composicdo proteica e 0s nutrientes do extrato de levedura sdo essenciais
para a otimizagdo da producéo de invertases, com atividade superior a 18.0 U mL™.

Efeito de sais no meio: Dentre as variagdes de sais do meio de cultura submerso, notou-se que
o0s sais do préprio meio CP (Peixoto et al., 2003) foi o que mais induziu a atividade invertasica,
290.473 U totais, seguido dos sais Wesson, 282.491 U totais, de acordo a Figura 7.
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Figura 7 — Efeito das solugdes de sais do meio de cultura submerso CP para a produgéo
enzimatica pelo Aspergillus sp. M2.4.
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Estudos prévios tém demonstrado que o uso de 1% de sulfato de magnésio e 0.75% de fosfato
de potassio, demonstraram induzir a producdo de invertases por Penicillium sp., com atividade
superior a 10 U mL™* (Nehad and Atalla, 2020). A S. cerevisiae foi utilizada para produzir invertases,
e foi constatado que o fosfato de potéassio e o sulfato de magnésio sdo bons indutores de sintese de
invertase, com atividade superior a 0.4 U mL™* (Mahendran et al., 2022). Esses sais, componentes
do meio CP, foram utilizados para induzir a producéo de outras enzimas pelo Aspergillus sp. M
1.7.2, os quais se mostraram mais eficientes. O contrario foi observado em presenca dos sais
Wesson, revelando que a complexidade e alta concentracdo de sais no meio ndo é viavel para a
geracdo de enzimas como amilases (> 4000 U totais) pelo género Aspergillus (Souza et al., 2020).
Diferentes espécies de Aspergillus apresentaram boa producéo de enzimas hidroliticas de sacarose
qguando foram incubadas em presenca de sais fosfato e sulfato. A atividade das enzimas
extracelulares para o A. awamori 10C 4142 foi de 14.45 U mL™; A. carbonarius 10C 4612 de 15.55
U mL%; A. flavus 10C 4051 de 9.54 U mL%; A. niger 10C 4591 de 63.95 U mL%; e A. oryzae 10C
3999 de 9.45 U mL1, demonstrando alto potencial de producéo desses catalisadores pelo género,
quando incubados em meios de cultivo contendo sais CP (Barros et al., 2020).

3.4 Caracterizacao Bioquimica das Invertases Brutas e Sollveis

Determinacdo do pH e temperatura 6timos: Avaliando a estatistica das médias gerais para 0s
diferentes pH, percebeu-se que no pH 4.5 obteve-se as maiores atividade meédias (a cima de 300 U
totais). Com isto, observando os resultados para o pH 4.5, nota-se que a temperatura de 65°C foi
estatisticamente mais significativa, alcancando uma atividade invertasica de quase 450 U totais. Os
outros pH foram expressivos (entre 4.5 e 5.5), mas ndo proporcionaram a melhor atividade
invertasica, conforme a Figura 8.
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Figura 8 — Efeito da temperatura e do pH na atividade da invertase.
Nota: A andlise estatistica foi realizada com base no teste de médias Tukey (o= 0.05). A primeira etapa foi realizar o desdobramento
no pH, com isto avaliou-se qual o pH médio foi estatisticamente mais significativo (pH: 4.52 — 303.502 U totais; 5.0° — 254.948 U
totais; 5.5¢ — 231.061 U totais; 6.0¢ — 172.359 U totais; 6.5¢ — 63.698 U totais; 7.0f — 63.698 U totais). O indice a representa a média
mais significativa.
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As enzimas sdo compostas por aminoacidos em seus sitios ativos e interacGes eletrostaticas,
as quais necessitam de um pH e temperatura méxima adequados para evitar a desnaturacdo e perda
da atividade. Isto pois, concentracdes de H* podem afetar a forma como ocorre as interagdes com o
substrato e 0s aminoacidos presentes na estrutura proteica (Paul et al., 2021). Estudos com o A.
niger LP5 mostram que a invertase possui ponto 6timo de atividade no pH 6.0 e a 60°C (1.13 U mL"
1. Além disso, o perfil da invertase nos diferentes pH mostrou que a atividade é crescente até pH
6.0 e decrescente a partir do pH 6.5. Em relacdo a temperatura, a atividade é crescente até os 60°C
e decrescente a partir dos 65°C (Danmek et al., 2022). O Aspergillus sp. CSA 35 apresenta ponto
6timo no pH 6.0 e a 50°C, com atividade maxima entre 18.0 e 8 U mL* (Aghogho et al., 2020).
Com isto, pode-se afirmar que no ponto 6timo as invertases produzidas por fungos filamentosos do
género Aspergillus sdo altamente eficientes na hidrélise da sacarose (Martinez-Ruiz et al., 2022).
Os trabalhos citados, bem como os resultados do presente trabalho mostram que o ponto 6timo varia
de espécie e cepa, no entanto, assim como 0S micro-organismos mencionados, as invertases do
Aspergillus sp. M2.4 possuem grande potencial hidrolitico (> 22.22 U mL™).

Estabilidade ao pH e a temperatura: A enzima em estudo apresentou-se estavel em todos 0s
pH testados, de 4.5 a 7.0, até os 120 minutos, com atividade enzimatica acima de 50%. Contudo, a
enzima apresentou atividade relativa de 97 a 120% na faixa de pH de 5.5 a 7.0, por 30 minutos. Em
tempos superiores, a enzima manteve sua atividade na faixa e 54 a 79%, como observado na Figura
9A. A analise da termoestabilidade da enzima mostrou que a enzima manteve até 62% da sua
atividade, quando incubada a 50 e 55°C; além disso, foi capaz de manter sua conformacéo por 30
minutos a 60°C. Contrariamente, a 65 e 70°C, a invertase perdeu mais de 80% da sua atividade, o
que denota a importancia de se analisar o comportamento termoestavel do biocatalisador, como
mostrado na Figura 9B.
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Figura 9 — Estabilidade: (A) diferentes pH e (B) diferentes temperaturas.
Nota: A estabilidade foi avaliada quanto a capacidade da enzima manter até 50% da sua atividade nos tempos pré-estabelecidos. A
atividade relativa foi calculada com base no ponto zero (400 U totais). O erro dos pontos experimentais foi menor que o icone
referente a cada curva.

Enzimas hidroliticas de sacarose produzidas pelo A. oryzae S719 foram caraterizadas
bioquimicamente, e constatou-se que a enzima tinha maiores atividades pH 6.0, mas manteve-se
estavel em todas as faixas de pH avaliadas, reduzindo apenas 10% da atividade maxima. Com isto,
foi constatado que as enzimas podem possuir diferentes estados de dissociacao, ou seja, em cada pH
ela apresenta um comportamento diferente. No entanto, apenas o pH 6.0 a enzima se apresentou
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num estado de dissociacdo que se mostrou eficiente para a ligacdo com o substrato e para a
conformacao catalitica da enzima (Han et al., 2020).

O A. oryzae S719 produziu enzimas com maxima hidrolise da sacarose a 55°C, mantendo sua
estabilidade a cima de 50% em 24 horas de incubagdo nas temperaturas abaixo dos 50°C. No entanto,
a partir desse ponto as enzimas se manterdo estaveis por menos de 12 horas, revelando que parte da
estrutura proteica foi desnaturada, uma vez que as interacfes entre as cadeias poliméricas dependem
da temperatura (Deng et al., 2020; Han et al., 2020).

A temperatura e pH 6timos de ensaio das beta-frutofuranosidades sollveis produzidas pelo A.
niger LBA 02 foram na faixa de 50 a 65°C e pH de 3.5 a 4.0. Essa faixa 6tima diz respeito a
flexibilidade que a enzima livre possui, sendo necessario formas de estabilizar a enzima,
protegendo-a da desnaturacdo (Da Cunha et al., 2022; Deng et al., 2020). Além disso, em se tratando
da estabilidade bioquimica das enzimas produzidas, elas manterdo até 50% da atividade por 4 horas
a 50°C, até 50% da atividade por 3 horas a 60°C, e perdeu quase 100% da atividade a 70°C. Em
relacdo a estabilidade ao pH, elas manterdo até 50% da atividade em duas horas de incubacdo da
faixa de 4 a 5.0 (Da Cunha et al., 2022).

Outras espécies de micro-organismos, como Yarrowia lipolytica A-101-B56-5, também
produzem invertases termoestaveis e estaveis em diferentes pH. As invertases dessa cepa
apresentam estabilidade (manteve mais de 50% da atividade) até os 60°C e na faixa de pH de 3.0 a
6.5, por até 3 horas de incubagdo (Szymanski et al., 2022). Com isto, percebe-se que a estabilidade
das invertases varia de espécie para espécie, e que a temperatura e pH interferem consideravelmente
na hidrolise, interacdo com o substrato e conformacdo da enzima.

4. Conclustes

Atraveés deste trabalho foi possivel determinar que os melhores parametros para a invertase
extracelular do Aspergillus sp. M2.4 foi o meio submerso CP, com cinco dias de cultivo, a 30°C,
tendo como fonte de carbono o farelo de trigo, fonte de nitrogénio o extrato de levedura e solucéo
de sais do préprio meio, 0s quais proporcionaram um aumento de mais de 8 vezes na atividade.
Além disso, a invertase produzida apresentou ponto 6timo no pH 4.5 e a 65°C, o qual proporcionou
um aumento de 12 vezes a atividade inicial determinada. Em complemento, apesentou boa
estabilidade ao pH, mantendo atividade superior a 69% nos pHs de 4.5 a 7.0, durante 120 minutos,
além de uma excelente termoestabilidade, nas temperaturas de 50°C a 55°C, com atividade residual
superior a 80%.
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