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RESUMO

Duzentas e cinglienta e oito hinhagens de microrganismos foram
isoladas de amosiras de melago de cana-de-agticar, frutas e flores, ¢ testadas quanto
a capacidade de converter a sacarose em palatmose. Entre estes nucrorganismos foi
selecionada uma linhagem idenfificada como Klebsiella sp produtora de
ghcostltransterase, que catalisa a converso de sacarose em palatinose,

Estudou-se a oprodu¢o e a caracterizag@io bioquimica de
glicosiltransferase intracelular da linhagem de Klebsiella sp n® 18, A enzima foi
purificada através de fracionamento com sulfato de amonio, cromatografia em
colunas de DEAE-Sephadex A-50 ¢ CM-celulose. A glicosiltransferase apresentou
atividade 6tima a 33°C e na faixa de pH 6,0 a 6,6. O tratamento t€rmuco da enzima
purificada durante 1 hora a 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 35°C
resultaram em  5,3%, 10,5%, 13.2%, 158%, 18,4%, 31,6%, 92,1% ¢ 100% de
inativaglo respectivamente. A conversio mixima de sacarose em palatinose foi 86%
quando 2 enzima foi mcubada em solugfio 4% de sacarose em tampéo cifrato-fosfato
0,03 M pH 6,5 durante 64 horas a 25°C. A atividade enzimatica nfo foi afetada por
CuSOy4, KCI, MgSQy, FeClz e Pb(CHzCOO)). Os sais MnClp, CaCly, ZnCly,
BaCly e CoCly, inibiram fracamente a atividade de gheosiltransferase, porém, a
enzima foi totalmente inibida por HgCly e AgNO3 na concentracfio 1 mM. A
atividade enzimatica foi inibida pelo reagente iodo na concentragdo 0,1; 1,0 ¢ 10
mM, sugerindo que residuos tirosina podem estar envolvidos na atividade de
glicosiltransferase. Os reagentes p-cloromercuribenzoato ¢ iodoacetamida na
. concentragdo 0,1, 1,0 e 10 M, ndo inibiram a atividade enzimatica. Os valores de
: Km e Vmax da enzima purificada foram respectivamente 120 mM e 0,090 umol de
palatinose/ minuto.mg de proteina para o substrato sacarose. O peso molecular da
glicosiltransferase foi estimado em 74.000 daltons, através de filtragio em gel
Sephadex G-200.



SUMMARY

Two hundred and fifty eight straims of microorganisms were isolated
from sugar cane molasses, fruit and flower samples and examined for their capacity
to convert sucrose in palatinose. From these microorgamsims, one strain was selected
and classified as Klebsiella sp. This bacteria produces the glucosyltransferase
enzyme which catalyzes the conversion of sucrose to palatinose.

The production and biochemical characterization of mtracellular
glucosyltransferase of the strain Klebsiella sp n° 18 were studied. The enzyme was
purified by fractionation with ammomum sulfate and DEAE-Sephadex A-30 and
CM-cellulose column chromatographies. The glucosyltransferase has optunum
activity at 35°C and pH 6.0 - 6.6. The thermal treatment of the purified enzyme for
one hour at 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C and 35°C resulted 1n 3.3%,
10.5%, 13.2%, 15.8%, 18.4%, 31.6%, 92.1% and 100% inactivation, respectively.
The maximum conversion of sucrose to palatmose was 86% when 4% sucrose
solution in citrate-phosphate buffer pH 6,5 was incubated with the enzyme at 23°C
for 64 hours. The enzyme activity was not affected by CuSOy4, MgSOy4, FeCl3 and
PH(CH3C00);. MnaCly, CaCly, ZnClp, BaCly and CoCly salis slightly inhibated
the glucosyltransferase activity but, 1 mM of either HgClp or AgNO3 totally
inhibited the enzyme. The enzymatic activity was inhibited by iodine reagent m the
concentration of 0,1; 1,0 and 10 mM, suggesting that tyrosine groups may be
involved in the glucosyliransferase activity. The p-chloromercuribenzoate and
jodoacetamide reagents did not inhibit glucosyltransferase activity. The kinetic
parameters Km and Vmax in relation to sucrose were 120 mM and 0.090 pmol of
palatinose/ minute. mg protein, respectively. A molecular weight of 74,000 for the
glucosyltransferase was estimated by Sephadex G-200 gel filtration.



~ L-INTRODUCAO

A produgio de agGcares alternativos a partir de sacarose tem grande
- importincia para a industria de alimentos e farmacéutica. Um agicar que pode ser
- obtido a partir de sacarose por transformagdo enzimdtica ¢ a isomaltulose (6-0-alfa-

© D-glicopiranosil-D-frutofuranose), um dissacarideo redutor que apresenta ligagfo

: glicosidica alfal,6 ¢ pode ser obtido por transformagio enzmmatica a partir de

. sacarose. A isomaltulose, também conhecida como palatinose, apresenta cerca de

- 37% da dogura da sacarose € possui propriedades fisicas e organolépticas muito
. sinulares a sacarose.

. Devido ao baixo potencial cariogénico, a palatinose ¢ utilizada
- comercialmente no Japfo, na produgdo de doces € gomas de mascar. A palatinose ¢
também usada na produgio de isomalte {alfa-D glicopiranosil 1,6 manitol (GPM) +
~ alfa-D glicopiranesil 1,6 sorbitol (GPS)] que apresenta baixo valor cal6rico, baixa
. cariogenicidade e menor higroscopicidade quando comparado com outros aglicares
 4lcoois como sorbitol, manitol e xilitol.

. Iinhagens de Protaminobacter rubrum [(MAUCH & SCHMIDT-
. BERG-LORENZ, 1964)], Erwinia rhapontici (CHEETHAM et alii, 1982 ¢ 1985),
Erwinia carotovora var. atroseptica (LUND & WYATT, 1973) e Serratia
plymuthica [MAUCH & SCHIMDT-BERG-LORENZ, 1964), (FUJI et aln, 1983),
(MCALLISTER et alii, 1990)] tem sido descritas na literatura para a conversio de
sacarose em palatinose, porém em geral fot observado a formagio de ouifros
~ agicares durante o processo.

O presente trabalho visa © isolamento e selecio de mucrorganismo
- produtor de enzima glicosiltransferase capaz de converter a sacarose em palatinose
com alto rendimento.



A preparagiio enzimatica sera purificada através de fracionamento com
sulfato de aménio, cromatografias em coluna de DEAE-Sephadex A-50 ¢ CM-
celulose para a sua posterior caracterizagio bioquimica.




| 2-REVISAQ BIBLIOGRAFICA

- STODOLA et alii (1952), durante o estudo da formagfio de dextrana a
- partir de sacarose, asando a dextranasacarase obtida pela fermentacio da bactéria
- Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F, solaram dois novos agucares como
subprodutos da reagio. Um destes compostos, foi identificado como sendo o
3;2'  dissacarideo leucrose (5-0-alfa-D-glicopiranosil-D-frutose).

. Posteriormente, SHARPE et alii (1954) (ecitado por SHARPE et aln,
1960) identificaram o outro aghcar como isomaitulose (6-0-alfa-D-glicopiranosil-D-
. frutose). Este dissacarideo podia facilmente ser distinguido da isomaltose (6-0-alfa-
- D-glicopiranosil-D-glicose) pela cromatografia em papel, mas sua forma
- fenilosotriazélica foi idéntica a isomaltose, desse modo estabelecendo
| essencialmente sua estrutura como isomaltulose.

- Dois anos depois, 0 mesmo grupo de pesquisadores (STODOLA et al1,
- 1956) relatou novamente que a isomaltulose foi isolada como subproduto durante o
: - processo de obtengdio do dissacarideo leucrose a partir de sacarose por aglio da
f} _ enzima dextranasacarase (sacarose: 1,6-alfa-D-ghucana 6-alfa-D-glicosiltransferase
~ E.C. 2415) produzida pelo microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
- 512 F |

: WEIDENIAGEN & LORENZ (1957) relataram a obtengdo de 9% de
conversdo de sacarose em isomaltulose, durante um processo fermentativo, por agio
 de uma bactéria da familia Enterobacteriaceae. O produto foi denominado
- palatinose (citado por SHARPE et alii, 1960).

AVIGAD (1959) verificou a sintese de glicosilfrutoses pela agfio de
alfa-glicosidase obtida de levedura, em solugio contendo 17,1% de sacarose €



18,0% de frutose, preparada em tampdio fosfato de sédic 0,05M pH 6,6, no qual
também se adicionou invertase para a hidrélise total dos residuos de sacarose. Apés
a remogio de hexoses livres, foi feita a purificagfio ¢ andlise dos oligossacarideos
formados. Foram obtidos seis tipos de glicosilfrutoses, sendo que o dissacarideo
isomaltulose foi o produto formado em maior quantidade. Na cromatografia de
aglicares em papel, usando-se o revelador anilina-difenilamina, a isomaltulose
produziu uma colorago amarelo-oliva.

SHARPE et alii (1960) descreveram o isolamento ¢ estudo de algumas
propriedades de isomaltulose formada durante a sintese enzimatica de dextrana por
acdio da bactéria Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F. Na cromatografia de
aglicares em papel, quando revelada com o reagente uréia-acido fosforico, a
isomaltulose apresentou uma mancha caracteristica de dissacarideos formados de
frutose ¢ quando a isomaltulose foi hidrolisada por aquecimento por 1 hora em HCI
0,25 N, a cromatografia em papel do hidrolisado mostrou quantidades relativamente
iguais de glicose e frutose.

BOQURNE et alii (1961) observaram que durante o cultivo de
Streptococcus bovis em meio contendo 8,5% de sacarose, paralelamente a produgdo
de dextrana, havia produ¢fo de diversos oligossacarideos tais como isomaltose,
isomaltotriose, 5-0-alfa-isomaltosil-D-frutose, isomaltotrinlose, sendo que leucrose e
isomaltulose eram produzidos em grande quantidade.

MAUCH & SCHMIDT-BERG-LORENYZ (19644 ¢ 1964b) (extado por
MCALLISTER et alii, 1990) estudaram a sintese de isomaltulose por células de
Serratia plymuthica e Protaminobacter rubrum e sugeriram que a atividade
envolvida era de uma isomaltulose iransglicosilase, pois além da sintese de
isomaltulose, a enzima catalizava a transferéncia de residuos alfa-D-glicosil. Na
presenga de sacarose e manose ou arabinose havia formagfio de isomaltulose, alfa-
D-glicosil-manose ou alfa-D-glicosil-arabinose. Os aufores também relataram que a
enzima de Protaminobacter rubrum era intracelular.



B WALLENFELS et alii (1966) verificaram que 90 a 95% da enzima
- pululanase ligada 2 célula de Aerobacter aerogenes, linhagem atualmente

f classificada como Klebsiella pneumoniae, era extraida apds agitagiio de 10 g de

 células frescas e tumidas em 100 ml de solugdo 0,1% (p/v) de dodeeil sulfato de
© . sbdio. (SDS).

SIDDIQUI & FURGALA (1967) isolaram ¢ caracterizaram 08
oligossacarideos presentes no mel e verificaram que isomaltulose é um componente
presente no mel em quantidade aproximada de 1%.

LUND & WYATT (1973) relataram que quando linhagens de Erwinia
carotovora var, atrosepiica G120 foram inoculadas em meio contendo peptona 1%,
extrato de carne 0,4% e sacarose 4% e incubadas a 253°C por 3 dias sob agitaglio,
. ogorria a formacfio de dois compostos redutores, denominados I e I, que se
acumulavam no meio de cultura. Apds cromatografia em papel dos compostos
purificados e revelagdo com anilina-difentlamina-deido fosforico, o componente I e
o aglcar padrio palatinose apresentaram coloragBo verde-amarelada, caracteristica
‘de oligossacarideos que apresentam ligagfio glicosidica alfa-1,6. Apds mdrolise
4cida do componente I com acido sulfirico 0,5 N durante 2 horas e analise dos
produtos de hidrélise através de cromatografia em papel, os autores verificaram que
havia formagdo de glicose e frutose em quantidades aproximadamente iguais.

KOBAYASHI & MATSUDA (1980) purificaram a dextranasacarase
de Leuconostoc mesenteroides, NRRL B-512 F, que catalisa a polimerizagdo de
moléculas de glicose, a partir do substrato sacarose, formando o polissacarideo
dextrana. Os autores relataram que a enzima apresentava atividade étima em pH 6.0
e a 30°C. A dextranasacarase foi inibida por 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) na concentragio 0,5 mM e ativada por CaClp (1 mM). Os sais CuClp,
FeClz e MnClp na concentragio 1 mM inibiram respectivamente 93%, 83% e 62%
da atividade enzimatica.



ROBERTS & HAYES (1980) verificaram que a palatimose era
fracamente metabolizada por Streptococcus mutans ¢ por microrganismos obfidos
de placas dentdrias e sugeriram que a palatinose era fracamente cariogénica {citado
por MCALLISTER et alu1, 1990).

CHEETHAM et alii (1982) descreveram a bioconversdo de sacarose
para isomaltulose pela bactéria Erwinia rhapontici. Os autores relataram que a
enzima responsavel pela formagfio de isomaltulose era uma glicosiltransferase e
estava localizada no espago peripldsmico. Esta enzima era mais ativaem pH 7.0 e a
30°C, e apresentava valor de Km em relagfo ao substrato sacarose igual a 0,35 M. A
adicio de nitrogénio, nutrientes ou outros aglicares na solugfio do substrato sacarose
nio aumentou a atividade da enzima. Os pesquisadores verificaram a fﬁﬂhﬁgﬁ@ de
acidos ¢ de um dissacarideo possivelmente 1-0-alfa-D-glicosifrutose como
subprodutos durante a fermentagfo da sacarose.

Pesquisadores da companhia japonesa Mitsui Sugar (SHIMIZU et aly,
1982) desenvolveram um método de produgio industrial de palatinose a partir de
sacarose empregando células de Serratia plymuthica NCIB 8285. Neste processo
eram também formados oligossacarideos diferentes da palatinose em pequenas
quantidades (citado por FUJT et alii, 1983).

FUJT et alii (1983) descreveram o isolamento e caracterizagho de
oligossacarideos produzidos a partir de sacarose por agfo da bactéria Serratia
plymuthica NCIB 8285 e verificaram através da andlise por cromatografia liquida
de alta pressfio que a palatinose era o principal produto formado na reagdo,
correspondendo a 21,8% do total. A partir da identificacio dos outros
oligossacarideos, os autores concluiram que a enzima de Serratia plymuthica NCIB
8285 atuava na transferéncia de residuos alfa-glicosil para grupo -OH do C1 ou Cq
da molécula de frutose ou para grupo -OH do Cg da molécula de glicose.



MACDONALD & DANIEL (1983) (citado por STRATER, 1987) em
um estudo sobre a biodisponibilidade da isomaltulose utilizando ratos, relataram que
a palatinose (20% do total da dieta) foi quase que totalmente hidrolisada no duodeno
¢ a glicose e frutose liberadas foram reabsorvidas. Os autores sugeriram que a
ingestio de palatinose ndo provoca nenhum tipo de disttrbio gastrointestinal.

TOPITSOGLOU et alii (1984), relataram que havia uma dimimugfo
significativa na produgdo de 4cidos e glucanas por microrganismos da placa dentéria
humana, apds ingestio de isomaltulose comparado com a sacarose.

CHEETHAM et alii (1985) relataram a produgfio de 1somaltulose
utilizando células de Erwinia rhapontici imobilizadas. A conversfo maxmma de
sacarose para isomaltulose ocorren guando o substrato foi ajustado para pH 7,0 com
NaOH 0,1 M e a 30°C. Os pesquisadores citaram que a enzima que catalisa a
conversdo de sacarose em isomaltulose estava localizada no espago periplasmico.
Foi observado que além de isomaltulose, havia também a formagfio de subprodutos,
embora em pequenas quantidades, principalmente de trehalulose (alfa-D-
glicopiranosil-alfa-D-frutofuranesideo). Neste mesmo trabatho, os aufores também
citaram algumas propriedades da isomaltulose: este dissacarideo € solivel em uma
concentragdo de até 37 g/100 ml de dgua a 20°C; tem ponto de fusfio na faixa de
118 - 122°C; apresenta uma dogura de cerca de 37% da sacarose, em uma
concentragio de 7% (p/v) em agua; ¢ estavel a hidrolise 4cida na faixa de pH 2,5 -
6,0; ¢ prontamente hidrolisada pela enzima isomaltase do complexo sacarase-
isomaltase localizado no intestino delgado humano e os monossacarideos resultantes
séo metabolizados rapidamente.

BUCHHOLZ (1987) ressaltou a importancia da sintese enzimatica de
oligossacarideos e polissacarideos a partir da sacarose. De acordo com © autor,
existern vérias possibilidades de obtengfio de derivados de agtcar através de
métodos biotecnolbgicos e enzimdticos. Como exemplo, destacou o wuso de
glicosiltransferase de Protaminobacter rubrum na conversio de sacarose em
isomaltulose ¢ sua posterior hidrogenagdo quimica em isomalte [alfa-D-



glicopiranosil-1,6-manitol (GPM) + alfa-D-glicopiranosil-1,6-sorbitol (GPS)], um
achicar nfo cariogénico e de baixo valor calérico.

A vpalatinose pode ser utilizada como precursor do as;t'zc:apé}cb{)i
isomalte. Neste processo, a palatinose, apods cristalizagfio, ¢ hidrogenada
quimicamente para isomalte, que é um adogante ndo cariogénico e de reduzido valor
caldrico, O isomalte apresenta um poder adogante de cerca de 45 - 60% da sacarose
em solucio aquosa a 20°C. E altamente resistente a aquecimento, modificagbes
quimicas ¢ enzimdticas. Tem ponto de fusfo na faixa de 145 - 150°C. Sua
densidade e viscosidade sfp sumlares a sacarose. Em comparagio com ouiros
agiicares alcoois, tais como manitol, sorbitol e xilitol, o isomalte tem uma tendéncia
maior para cristalizagfo e menor higroscopicidade. E adequado para diabéticos por
ser apenas parcialmente bidrolisado e absorvide no mtesting  delgado,
(BOLLINGER, 1988).

IRWIN (1990) relatou as aplicagdes do isomalte. Devido as suas
propriedades, o isomalte pode ser usado como substituto da sacarose em produtos
alimenticios de baixa caloria e adequados para diabéticos. Na Europa, o isomalte
esta sendo empregado em produtos tais como chocolates, caramelos e gomas devido
a caracteristica ndo cariogénica. Fm panificagdo, o isomalte pode substitur a
sacarcse na proporgdo 1:1. Pode ser usado também na preparagio de sorvete, iogurte
e uma variedade ampla de pudins e sobremesas. Formulagdes de isomalte, para uso
em adogantes, tem sido preparadas usando-se sacarina, ciclamatos, aspartame,
acesulfame-K, separados ou combmados.

MCALLISTER et alii (1990) purificaram a enzima mtracelular de
Serratia plymuthica ATCC 15.928, bactéria que foi selecionada pela sua capacidade
de produzir isomaltulose a partir de sacarose. A produco maxima da enzima
intracelular ocorren apds 16 horas de fermentagdo a 30°C em meio de cultura
constituido de 40 g/l de sacarose, 10 g/l de peptona e 4,0 g/l de extrato Lab-Lemco.
A erzima purificada apresentou atividade étima em pH 6,0 ¢ a 30°C. O valor de
Km para o substrato sacarose foi 65,3 mM. A enzima converteu solugio 40 g/l de



. sacarose para isomaltulose com eficiéneia de 87%. A enzima apresentou PM de
| 79.500 ¢ ponto isoelétrico em pH 9,0. Os autores relataram que existem dois tipos
de enzimas produtoras de isomaltulose. A primeira dextranasacarase, produz
| . isomaltulose como sub produto durante a formagfo de dextrana, como é o caso da

- enzima de Leuconostoc mesenferoides ¢ a segunda, produz isomaltulose como

- produto principal da sua agdo sobre a sacarose, como € o caso da enzima intracelular
- de Serratia plymuthica.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. - MATERIAIS

3.1.1 - REAGENTES E MATERIAIS ESPECIFICOS

Reagentes quimicos: 4cidos, bases, sais minerais, solventes (Merck, Carlo Erba,
Ecibra ou equivalente).

Reagentes especificos: p-cloromercuribenzoato, jodoacetamida, N-bromosuccmi-
mida, L-cisteina, azida de sédio, dietilditiocarbamato de sédio, "blue dextran” 2000,
albumina de soro bovino, albumina de ovo e lisozima comercializados pela Sigma,

Agticares: sacarose, glicose (Ecibra), frutose (Merck) e palatinose (Mitsut Sugar
Co., Tokyo). '

Meio de Cultura: Agar (Biobras), Peptona e Extrato de Carne (Difco).

Resinas: DEAE-Sephadex A-50 (Dietilaminoetil Sephadex A-50, Pharmacia Fine
Chemicals Inc. Ref. 17-0180-01), CM-celulose (Carboximetil celulose,Sigma Ref.
C2883), Sephadex G-200 (40-120 y; Pharmacia Fine Chemicals Inc. Ref. 17-0080-
01).

Papel de Cromatografia e filtros: Papel Whatman n® 1 de 46 x 57 cm; filtros
Millipore 0,45 p Ref. HAWP-04700. Tubos de Collodium Sartorius de capacidade
de retengiio de protetnas de PM 13.200 daltons.
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3.1.2 - EQUIPAMENTOS

- Agitador Incubador modelo Série 25 da New Brunswick Scientifie Ind. Co. Inc.
-Banhos de 4gua de temperatura controlada Fanem.

- Camara Chmatica modelo 346 Fanem.

- Centrifuga Refrigerada Beckman modelo J2-21 e Panem FR-22.

- Coletor de fracSes Buchler modelo Fractomette Alpha 200.

- Cromatégrafo Liquido Waters, com bomba modelo 6000 A, myetor UGK, detector
de indice de refracdio R-401 e integrador HPX 87P.

- Espectrofotdmetro Beckman modelo DU-70.

- Espectrofotdmetro Coleman 295 E.

- Estufas Bacteriologicas Fanem.

- Potencidmetro Digimed DMPH-2.

- Sonicador Biosonik IIT da Bronwill Scientific.

- Ultrasonicador Biosonik IV da Bronwill Scientific.

- Ultrasonicador Homogeneizador Cole Parmer Serie 7401.
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3.2. - METODOS

3.2.1.- ISOLAMENTO E SELECAQ DE MICRORGANISMOS E’RODU—
TORES DE GLICOSILTRANSFERASE -

Com o objetivo de selecionar microrganismos produtores de
glicosiltransferase, que catalisa a conversdo de sacarose em palatmose foram
isolados e testados microrganismos de diferentes fontes econforme os metodos
descritos a seguir.

3.2.1.1 - COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de melaco de cana-de-agucar, frutas ¢ flores foram
coletadas de diferentes regides do Estado de Sdo Paulo e acondicionadas em sacos
plasticos. | |

3.2.1.2. - ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Cerca de 0.5 - 1,0 g de amostra foram adicionadas em tubos de ensawo
de 25 x 250 mm contendo 20 ml de dgua destilada, previamente esterilizados. Para o
isolamento de bactérias, apds agitagio dos tubos, o liquido sobrenadante for
inoculado em placas contendo o seguinte meio de cultura esterilizado: 1% de
peptona, 0,4% de extrato de carne, 4% de sacarose e 2% de agar. As placas foram
incubadas a 30°C durante 24 a 48 horas para o desenvolvimento das bactérias. As
coldnias isoladas foram repicadas em tubos de ensaio contendo o meio descrito
acima previamente esterilizados e incubados a 30°C até o desenvolvimento
satisfatorio das culturas. -
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32.13.- SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE GLICO-
SILTRANSFERASE

Os microrganismos isolados foram inoculados em frascos de
Frienmeyer de 25 ml contendo 10 ml de meio de cultura que consistia de 1% de
 peptona, 0,4% de extrato de carne e 4% de sacarose, ajustado para pH 6,5 (LUND
& WYATT, 1973). Os frascos foram incubados em agitador rotatdrio a 200 pm
; durante 72 horas a 30°C. Ap6s esse perfodo, os meios de cultura foram
centrifugados a 11.000 x g durante 15 minutos e os sobrenadantes foram testados
ff - quanto a presenga de palatinose através de cromatografia em papel. Se a palatmose
estava presente, a massa celular era entdo lavada 3 vezes com agua destilada, por
centrifugaco e, ressuspendida em 10 ml de tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0,
A atividade de glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante do meio de
cultura e na suspensio celular como descrito no item 3.2.1.6.

3.2.1.4.- CROMATOGRAFIA DE ACUCARES EM PAPEL

A cromatografia de agcares em papel foi realizada em papel Whatman
- n° | previamente tratado com 4cido borico 0.25 M. O sistema de solventes utihizado
'ff: para a cromatografia descendente em papel foi acetato de etila ; isopropanol : 4gua
 destilada na proporgdo 6 : 3 : 1 (v:v), respectivamente. O tempo de desenvolvimento
- do cromatograma foi aproximadamente 15 horas para a fita de papel de 46 cm de
. comprimento. Utilizaram-se como padr¥es: sacarose, glicose, frutose ¢ palatmose.
- (s agtcares  foram revelados com anilina-difenilamina-acido  fosférico

- (SCHWIMMER & BEVENUE, 1956)
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3.2.1.5. - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DOS
ACUCARES

As andlises de carboidratos foram realizadas em cromatédgrafo liquido
Waters, utilizando-se coluna Zorba-NH7 (4,6 x 250 mm) e fase mével acetonitrila -
4gua detonizada filtrada 75:25 (viv) com fluxo de 1 mi/punuto. As amostras foram
identificadas, através do tempo de retengfo, por comparagdo com padiSes de
sacarose e palatinose.

3.2.1.6. - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de glicosiliransferase foi determinada pelo awmento do
poder redutor de sclugfio contendo sacarose. Incubou-se a mistura de 900 pl de
solucdo 4% de sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e 100 pl de
solugdo de enzima a 35°C por 20 minutos. Os agticares redutores formados foram
determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON (1945), utilizando-se como
padrio a palatinose. Uma unidade de glicosiltransferase for definida como a
quantidade de enzima que libera um umol palatinose/ min.mi de enzima a partir de
sacarose sob as condigfes de ensato.

3.2.2.- IDENTIFICACAO E CONSERVACAC DA LINHAGEM PRODU-
TORA DE GLICOSILTRANSFERASE

O microrganismo produtor de glicosiltransferase for 1dentificado
através das caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas de acordo com
MAC FADDIN (1980) e KRIEG & HOL'T (1934).

Para a manulengdo, o microrganismo foi cultivado em meio inclinado
contendo 4% de sacarose, 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne e 2% de agar.
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~ Apbs incubagdio durante 24 horas a 30°C, adicionou-se vaselina liquida esterilizada

" a0s tubos de ensaio. A cultura foi conservada a 5°C, com repicagem a cada 2 meses.

| 323.- EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE DO MEIO DE
CULTURA NA PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE

No estudo do efeito da concentragdo do carboidrato sacarose do meio
de cultura na produgdic de glicosiltransferase, foram utilizados meios de cultura
comstifuidos de 1% de peptona, 0.4% de extrato de carne e concentragles de
sacarose varidveis entre 0 3 4%. Os frascos Erlenmeyer de 50 m! contendo 20 ml de
meio de cultura foram inoculados com 200 upl de suspensdo homogénea do
microrganismo em Agua destilada. Os frascos foram incubados em agitador rotatdrio
a 200 rpm a 30°C durante 48 horas. Apés o perfodo de incubagio determmou-se
crescimento do microrganismo de acordo com as condigdes deseritas no item
3943, Para a extragio da enzima, uma amostra de 20 ml de meio de cultura fo
centrifugada a 11.000 x g durante 10 minutos a 5°C e a massa celular foi
ressuspensa em 20 ml de tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e submetida a
oseilagdo ultrasénica a uma frequéncia de 40 KHz por 60 segundos em banho de
gelo. A atividade de glicosiltransierase foi determinada no sobrenadante obtido apos
rompimento das células de acordo com © método descrito no item 3.2.1.6.

3.2.4. - ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAOQ,
ALTERACAO DE pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO
DO MICRORGANISMO E PRODUCAO DE ENZIMA A 30°CEA
36°C

A linhagem de Klebsiella sp n°18 que apresemtou atividade de
glicosiltransferase, selecionada dentre 258 microrganismos isolados de acordo com
o item 3.2.1.3, foi utilizada para os estados da produggio de glicosiltransferase.



3.2.4.1. - PREPARACAO DO INOCULO

Para a preparagio do méculo, 20 ml de meio de cultura constituido de
1% de peptona, 0,4% de extrato de carne e 4% de sacarose, ajustado para pH 6,5
(LUND & WYATT, 1973), contido em frasco de Erlenmever de 50 ml foi
moculado com a linhagem Klebsiella sp e incubado a 30°C em agitador rotatério a
200 rpm por um periodo de 24 horas.

3.2.4.2. - FERMENTACAO

A fermentacgdo foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 50 ml sob
agitag@o. Adicionou-se assepticamente 200 pl. de indeulo preparado de acordo com

oitem 3.2.4.1. a frascos contendo 20 ml de meio de cultura descrito no item anterior
- previamente esterilizados. A fermentacio foi realizada a 30 ¢ a 36°C em agitador

rotatério a 200 rpm. As amostras de meio de cultura foram retiradas em diferentes

2 tempos de fermentac@o para a determinacic dos parimetros: alteracio do pH do

me1o de cultura, crescimento do microrganismo de acordo com o item 3243, e
atividade enzimatica, apos lise da massa celular, como deserito no itermn 3.2.1.6.

| 32.43.-DETERMINACAG DO CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

. O crescimento do microrganismo foi determinado  espectro-
. fotometricamente pela leitura da absorbancia a 660 nm (MALLETTE, 1969). Apos

~ afermentagfo, a amostra de 20 ml de meio de cultura foi centrifugada a 11.000x g
2 5°C dwrante 15 minutos e o precipitado obtido foi submetido a trés lavagens
sucesstvas com 4gua destilada nas mesmas condigdes descritas acima. A massa

celular da Gltima lavagem foi ressuspendida em 5§ ml de agua destilada ¢ uma

gliquota da suspensdo foi diluida para se obter a leitura na faixa de linearidade do
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métode. A leitura de absorbancia da amostra foi realizada contra dgua destilada a
660 nm.

3.2.5. - PRODUCAO E PURIFICACAO DA GLICOSILT RANSFERASE
3.2.5.1. - PRODUCAO DA GLICOSILTRANSFERASE

- A produgdo de glicosiltransferase foi realizada em frascos de
~ Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio de cultura, constituido de 1% de

. peptona, 0,4% de extrato de camne e 4% de sacarose, ajustado para pH 6.5 (LUND

& WYATT, 1973). Os frascos esterilizados foram inoculados com 1 ml de mdeulo
preparado de acordo com o itemm 3.2.4.1. e mcubados em agitador rotatério a
velocidade constante de 200 rpm, a 30°C durante 48 horas. Apds a fermentagdo, o
sobrenadante do meio de cultra e a massa celular foram separados por
centrifugagfio a 11.000 x g durante 15 mmutos a 5°C. Os carboidratos presenies no
sobrenadante do meio de cultura foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéneia, como deserito no item 3.2.1.5 Para a extraglo da enzima
glicosiltransferase, a massa celular foi lavada trés vezes com 4gua deionizada nas

- mesmas condi¢hes descritas anteriormente. Apos a uitima lavagem, as células foram

% ressuspensas em 10 ml de tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e rompidas por
oscilagdo ultrasénica, por um periodo de 435 segundos a uma freqiiéneia de 40 Kz,
et banho de gelo. A amostra foi centrifugada nas condigles descritas acima. O
nrecipitado foi descartado e o sobrenadante foi diluido em 50 ml de 4gua destilada e
utilizado para extragdo de ghicosiltransferase com descrito a seguir no item 3.2.5.2,
A atividade de glicosiltransferase no sobrenadante fo1 determinada de acordo com o
itemn 3.2.1.6. A concentracdio de proteina das solugBes enzimaticas, nas diversas
etapas de purificagdio, foi determmada de acordo com o método de LOWRY (1951)
utilizando-se albumina de soro bovino como padro. |
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3.2.5.2. - PURIFICACAO DA GLICOSILTRANSFERASE

3.2.52.1.- FRACIGNAMENTO DA GLICOSILTRANSFERASE COM
SULFATO DE AMONIO

A amostra de 50 mi de sobrenadante contendo glicosiltransferase obtida
de acordo com o ttem 3.2.5.1. fot saturada com sulfato de amdnio a 80% ¢ a mistura
mantida a 5°C durante 15 horas. O precipitade fo1 separado por centrifugacdo a
11.000 x g durante 10 mmutos a 5°C, dialisado contra agua destilada a 5°C durante
48 horas e, em seguida, contra tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 a 3°C durante
48 horas. A amostra de enzima dialisada for centrifugada nas mesmas condigdes
descritas acima e o sobrenadante denominado preparagdo bruta da enzima for
percolado em cohma de DEAE-Sephadex A-50 de acordo com as condigSes
descntas a seguir.

3.2.52.2. - CROMATOGRAFKIA DA GLICOSILTRANSFERASE EM CO-
LUNA DE DEAE-SEPHADEX A-50

Tratou-se previamente 20 g de DEAE-Sephadex A-50 com 300 ml de
NaOH 0,5 N, filtrou-se em 14 de vidro ¢ lavou-se com agua destilada para a remogo
do NaOH. A seguir, a resina fo1 tratada com 500 ml de HCI 0,5 N, lavada com
agua destilada para a remogéo do HCl e, finalmente, equilibrada com tamp#o citrato
~fosfato 0,05 M, pH 6,0,

A solugdo enzimatica de glicosiltransferase obtida no item 3.2.5.2.1. foi
aplicada em coluna de DEAE-Sephadex A-50 de 2,5 cm de difmetro x 30 cm de
comprimento, e equilibrada com tampo citrato fosfato 0,05 M pH 6,0. A amostra
fo1 eluida da coluna pela aplicagdo de 70 ml de tampdo citrato fosfato 0,05 M pH
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6,0 e quantidades de 100 ml de tampfo citrato fosfato 0,05 M pH 6,0 contendo
concentragdes de 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M; 0,4 M e 0,5 M de NaCl consecutivamente,
. fragbes de 5,5 ml foram coletadas a cada 30 minutos, O curso de cluigfio das
proteinas da coluna foi acompanhado pela medida de absorbancia a 280 nm. A
. atividade enzimatica das fracdes foi determinada de acordo com o item 3.2.1.6. As
fracdes contendo atividade de glicosiltransferase foram reunidas. Apés dilise conira
dgua destilada durante 24 horas a 5°C, a solugfo enzimdtica fo1 concentrada por
filtragio em tubos de Collodium com capacidade de retencfio de proteinas de PM
13.200 daltons e aplicada em coluna de CM-celulose de acordo com o método

descrito a seguir.

3.2.5.2.3. - CROMATOGRAYIA DA GLICOSILTRANSFERASE EM CO-
LUNA DE CM-CELULOSE

Cerca de 30 g de CM-celulose foi tratada com 300 ml de HCI 0.5 N,
filtrada em 18 de vidro e lavada com 4gua destilada para a remog8o do HCL A
seguir, 4 resina foi tratada com 500 mi de NaOH 0,5 N, lavada com agua destilada
para remocdo do NaOH e com tamp3o citrafo-fosfato 0,05 M pH 6.0.

A amostra de solugfio enzimatica obtida de acorde com o método
descrito no item 3.2.5.2.2. foi aplicada em coluna de CM-celulose de 2.5 em de
didmetro x 35 cm de comprimento. Iniciou-se a eluicdo com 100 ml de tampéo
citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0, seguida de aplicagdo de 200 ml do mesmo tamplo

- contendo concentraglies crescentes de NaCl (0.1 M e 0,2 M); fragdes de 5.5 ml

foram coletadas a cada 30 minutos. O curso de ehugfo das proteinas for
acompanhado pela medida da absorbéncia a 280 nm e a atividade de
glicosiltransferase foi determinada de acordo com o método deserito no ttem 3.2.1.6.
As fragdes contendo atividade de glicosiltransferase foram reumidas. A solugio
enzimatica foi dialisada contra 4gua destilada durante 24 horas a 5°C, liofilizada ¢

conservada em congelador,
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3.2.6. - CARACTERIZACAO DA GLICOSILTRANSFERASE PURIFICADA

Para a caracterizagio da glicosiltransferase purificada foi utilizada a
preparagiio enzimética obtida de acordo com os procedimentos descritos no item
3252

3.2.6.1. - EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimética, o sistema de
reacio foi constituido de 100 ul de solugio de glicosiltransferase purificada
contendo 0,058 unidades e 900 ul de solugSio de sacarcse 4% preparada em
diferentes sistemas tampdes, que foram usados dentro dos limites de sua agfo
tamponante: citrato-fosfato pH 2,6 a 7,0 ¢ tampéo fosfato de s6dio pH 5,7 2 8,0 na
concentragio 0,1 M. As misturas de reagio foram incubadas a 35°C em banho de
4gua termostatizado por 20 minutos. Apds a incubagho, os agucares redutores
formados foram determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON (1945), sendo
considerada a atividade relativa para efeito de comparagio.

3.2.6.2. - EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA ENZIMA

Para o estudo do efeito do pH na estzbilidade da enzima, 160 i de
solugio de glicosiltransferase purificada previamente diluida em solugfo tampao
0,1 M de diferentes valores de pH, contendo 0,030 unidades, foi pré-incubada
durante 24 horas a 3°C, Foram utilizados os sistemas tampdes citrato-fosfato pH 2,6
a 7.0 ¢ fosfato de sédio pH 5,7 a 8,0. A atividade residual foi determinada pela
adigio de 900 ul de sacarose 4% em tampdo citrato-fosfato 0,2 M pH 6,0 as
solugBes enzimaticas ¢ as misturas de reagio foram incubadas a 35°C durante 20
minutos. A concentragdo de acticares redutores foi determinada pelo método de
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SOMOGYI-NELSON (1945), sendo considerada a atividade relativa para efeito de
- comparagio.

' 3.2.6.3. - EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA

: Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimética, o

sistema de reagio foi constituido de 900 ul de solugdo 4% de sacarose em tampio
. citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e 100 pl de solugao de ghicostltransferase purificada
contendo 0,058 unidades. A mistura de reagio fol mcubada a diferentes
. temperaturas entre 25°C e 60°C durante 20 mimutos. Os aglicares redutores
. formados foram determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON (1945) e
" caleulados como descrito no item 3.2.1.6., sendo considerada a atividade relativa
para efeito de comparagio,

3.2.6.4. - ESTABILIDADE TERMICA DA ENZIMA

: Para o estudo da termoestabilidade da enzima. amostras de 100 pl de

solugfo de glicosiltransferase purificada em tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0
contendo 0,040 unidades foram adicionadas em tubos com tampa € pré-incubados
em diferentes temperaturas entre 10°C e 55¢C durante 1 hora, 3 horas ¢ 3 horas,
Apés o tratamento térmico, os tubos foram colocados em banho de gelo & a
- atividade residual foi determinada, acrescentando-se 900 pl da solugiio 4% de
. sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0, de acordo com as condigbes
 descritas no item 3.2.1.6. Considerou-se a afividade relativa para cfeito de
comparagao.
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3.2.6.5. - ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE INCUBACAO E
CONVERSAC DE SACAROSE PARA PALATINOSE A 25°C,
30°C E 35°C

A conversdo de sacarose em palatinose foi investigada pela imcubagfo,
em bales volumétricos de 50 ml, de 9 ml de soluglic de sacarose 4% em tamplo
citrato-fosfato 0,05 M pH 6,5 ¢ 1 ml de solug@io de glicosiltransferase purificada
contendo 0,15 unidades, a 252 30% 35°C. Retirou-se aliquotas apos determinados
tempos e determinou-se a concentragio de aglcares redutores de acordo com 0
método de SOMOGYIT-NELSON (1943),

3.2.6.6. - EFEITO DE SAIS MINERAIS NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O efeito de sais minerais na atividade enzimatica foi verificado dentro
da faixa’ de concentragio onde nfo havia interferéncia com o método de
determinagio de atividade. Para o estudo do efeito de sais minerais na atividade de
glicosiltransferase, o sistema de reagdo foi constituido de 800 pl de solugéio de
sacarose 4% em tampdo citrato-fosfate 0,05 M pH 6,0, 100 pl de soluclo
enzimatica contendo 0,058 unidades e 100 ul de solucdo contendo um dos seguintes
compostos: CuSOy, KCIL, MgSOy4, Pb(CH3COO), MnCly, CaCly, ZnCly, BaCly,
CoCly, FeClz, HaCly e AgNO3 na concentragio final de 1 mM. Apos 20 mmutos
de incubagiio a 35°C, os agcares redutores formados foram determinados pelo
método de SOMOQGYT-NELSON (1945), utilizando-se como branco a mistura de
tempo zero de reagfo.
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3.2.6.7. - EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O efeito de inibidores de enzimas fo1 verificado semelhantermente ao
efeito de sais minerais na atividade enzimdtica. Para o estudo do efetto de inibidores
na atividade de glicosiltransferase, o sistema de reagio foi constituido de 800 pl de
solugdo 4% de sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0, 100 pl de solugao
enzimatica contendo 0,058 unidades e 100 ul de solugfo de um dos seguintes
reagentes: azida de sodio, dietilditiocarbamato de sédio, arseniato de sddio, L-
cisteina, 4cido etilenodiaminotetracético, iodoacetamida, p-cloromercuribenzoato,
N-bromosuccinimida e iodo na concentragdo de 0,1, 1 ¢ 10 mM, A atividade
residual foi determinada de acordo com o método descrito no ttem 3.2.1.6.
utilizando-se como branco a mistura de reagdo em tempo zero. No teste de mibigfo
pelos reagentes acido etilenodiaminotetracético ¢ iodo, a medida da atividade
enzimatica foi realizada apos didlise da solugdo enzimdtica contra tampéo citrato-
fosfato 0,05 M pH 6,0 durante 24 horas para que ndo houvesse interferéncia dos
reagentes na determinagdo de aglcares redutores pelo metodo SOMOGYI-NELSON
{1945).

3.2.6.8. - EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDA-
DE ENZIMATICA

Para o estudo do efeito da concentragdc de substrato na atividade

| enzimatica, o sistema de reagdo foi constituido de 100 ul de solugdo enzimatica

contendo 0,058 unidades ¢ 900 pl de tamp#o citrato-fosfato 0.05 M pH 6.0,
contendo diferentes concentragbes de sacarose. As misturas de reag3o foram
incubadas durante 20 minutos em banho de dgua termostatizado a 33°C ¢ a
atividade de glicosiltransferase foi determinada de acordo com o item 3.2.1.6. A

 constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méxima (Vméx) foram

determinadas segundo o sistema grafico de LINEWEAVER-BURK (1934).
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3.2.6.9. - DETERMINACAC DO PESO MOLECULAR DA GLICOSIL-
TRANSFERASE

A enzima teve o seu peso molecular estimado por filtragiio em coluna
de gel Sephadex G-200, conforme metodologia de ANDREWS (1965). As proteinas
albumma de soro bovino, albumina de ovo e lisozima de pesos moleculares 67,000,
43.000 e 14.000 respectivamente foram utilizadas como padrSes. Previamente, 50 g
de Sephadex G-200 foi entumescida com 2 litros de solugdo KCl 0,1 M durante 2
dias a 10°C e em seguida equilibrada com tampdo Tris-HCI 0,05 M pH 7.5
contendo KCI 0,1 M. As proteinas padrdes e a glicosiltransferase purificada e
liofilizada foram dissolvidas em 3 ml de solugdo tampdo e percoladas em coluna de
2.0 cm de didmetro x 100 cm de comprimento de Sephadex G-200; fragbes de 4 mi
foram coletadas a cada 15 munutos. A coluna fo1 caracterizada quanto ac volume de
vazio pelo uso de "Blue Dextran" 2000.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1.- ISOLAMENTO E SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTO-
RES DE GLICOSILTRANSFERASE

Apds o isolamento de 258 linhagens de microrganismos {o
| selecionada a linhagem de bactéria n° 18, produtora de glicosiltrans{erase, de acordo
com o método descrito no item 3.2.1.3. A Figura 1 tlustra a cromatografia em papel
dos aglicares presentes no scbrenadante do meio de cultura apos a fermentagio da
~ linhagem n° 18 em meio de cultura contendo sacarose. Observa-se a presenga de
~ composto de coloragio amarelo oliva caracteristica de oligossacarideos que
apresentam ligagdo glicosidica alfa-1,6, apds reagdo com anilina-difenilamina-dcido
fosforico (SCHWIMMER & BEVENUE, 1956).

BUCHHOLZ (1987) relatou que a ghicosiltransferase de
Protaminobacter rubrim catalisa a conversfo de sacarose em isomaltulose (6-O-
alfa-D-glicopiranosil-D-frutofuranose) também  conhecida como palatinose.

.| Verificou-se através da cromatografia liquida de alta presso (Figura 2) que a

linhagem n° 18 converte a sacarose em isomaltulose; ndo foi detectada a presenga de
 glicose, frutose e outros oligossacarideos no sobrenadante do meio de cultura. Os
- agteares foram identificados por comparagdo do tempo de retenglo de agiicares
~ padrdes. Os carboidratos padrdes sacarose e isomaltulose apresentaram tempos de
retengdo 17,64 ¢ 18,82 mnutos respectivamente.

A glicostltransferase da bactéria n® 18 pode ser classificada como
E.C.2.4.1._ Hexosiltransferase (DIXON & WEBB, 1989),
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4.2. - IDENTIFICACAO DA LINHAGEM PRODUTORA DE GLICOSIL-
TRANSFERASE

| A linhagem n° 18, produtora de glicosiltransterase intracelular, isolada
de manga (Mangifera indica 1.), foi identificada como Klebsiella sp. As
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas da linhagem Klebsiella sp
n° 18 estfo ilustradas na Tabela 1.

Linhagens de Protaminobacter rubrum (MAUCH & SCHMIDT-
BERG-LORENZ, 1964a e 1964b), Serratia plymuthica [MAUCH & SCHMIDT-
BERG-LORENZ (1964a ¢ 1964b); SHIMIZU et ahi (1982); FUJI et alin (1983);
MCALLISTER et alii (1990)], Erwinia carotovora var. atroseptica (LUND &
WYATT. 1973) e Erwinia rhapontici (CHEETHAM et alii, 1982 ¢ 1985) tem sido
descritas na literatura para aplicagio na produgdio de 1somaltulose a partir de
SRCAT0Se POr Processos fermentativos ou enzimaticos.

43.- EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE DO MEIO DE
CULTURA NA PRODUCAQ DE GLICOSILTRANSFERASE

() estudo do efeito da concentragdo do carboidrato sacarose do mew de
cultura na produgio de glicosiltransferase pela linhagem de Klebsiella sp n® 18 {fo1
realizado de acordo com o método descrito no item 3.2.3. (Tabela 2) Foi obtido
maior produgdo de glicosiltransferase em meio de cultura contendo 4% de sacarose.
Para a sintese de glicosiltransferase de Klebsiella sp n° 18 ¢ necesséria a presenga
de sacarose.
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4.4.- RELACAO ENTRE TEMPO DE FE}MENTA(;AO, ALTERACAO
DE pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO DO MICROR-
GANISMO E PRODUCAO DE ENZIMA A 30°CE A 36°C

O estudo. do crescimento do microrganismo e  produgo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp n° 18 fot realizado de acordo com as
condighes deseritas no item 3.2.4.

As Figuras 3 e 4 ilustram respectivarnente a relagfo entre tempo de
fermentagiio, alteragdio de pH do meio de cultura, crescimento do ricrorgansmo €
produgiio de glicosiltransferase a 30°C e a 36°C.

Verificou-se que a glicosiltransferase de Klebsiella sp n° 18 ¢
produzida na fase exponencial de crescimento. Na fermentagdo a 30°C a produgio
de glicosiltransferase intracelular atingiu a atividade méxima de 0,167 unidades/ml
apoés 24 horas de fermentagéo, permanecendo  constante até 32 horas
aproximadamente. Apos este periodo foi observado diminuigiio da atividade da
enzima intracelular, sendo que apds 8C horas de fermentagio a atividade foi de
aproximadamente 0,097 unidades/ml. Verificou-se que a enzima ndo & liberada no
meio extracelular apés 85 horas de fermentaglo. WALLENFELS et ali (1966}
utilizaram 0,1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) para liberar a pululanase figada a
célula de derobacter aerogenes (Klebsiella  pneumonice), contudo 2
glicosiltransferase de Klebsiella sp 1° 18 ndo foi Hiberada apds tratamento da massa
cehular com SDS 0,1%.

Na fermentagiio a 36°C a produgfio de glicosiltransferase intracelular
alcancou a atividade méxima de 0,082 unidades/ml apds 24 horas de fermentagdo
' diminuindo rapidamente apds 32 horas de fermentagdo. Nio foi observado atividade
de glicosiltransferase extracelular.

21



MCALLISTER et alii (1990) relataram que a produgfo maxiuma da
enzima intracelular pela linhagem Serratia plymuthica ATCC 15928 ocorren apos
16 horas de fermentagdo a 30°C em meio de cultura constituido de 40 g/l de
sacarose, 10 g/l de peptona e 4,0 g/l de extrato Lab-Lemco. Os autores citaram que a
enzima de Protaminobacter rubrum estudada por MAUCH & SCHMIDT-BERG-
LORENY (1964) também ¢ uma enzima miracelular. CHEETHAM et alun (1535)
utilizando células imobilizadas de Erwinig rhapontici para produgo de isomaltulose
relataram que a enzima responsavel pela formagdo de isomaltulose esta localizada
no espago periplasmico das células.

4.5.- PRODUCAO E PURIFICACAO DA GLICOSILTRANSFERASE

A producdo e purificagio de glicosiltransferase foi realizada de acordo
com o método descrito no em 3.2.5. '

O fluxograma de produgio e purificagdio de glicosiltransferase de
Klebsiella sp esth apresentado na Figura 5. A enzima intracelular for obtida apos
tratamento da massa celular por oscilagfo ultrasénica durante 43 segundos a uma
freqiéneia de 40 KHz utlizando-se o equipamento Biosomk IV da Bronwill
Scientific, Foram testados os equipamentos Biosonik III da Bronwill Scientific e
Ultrasonicador Homogeneizador Cole Parmer Serie 7401 para a lise da parede
celular, no intervalo de tempo entre 40 ¢ 150 segundos a uma freqiéncia de 30 a 50
Kz, porém ndo foram obtidos resultados satisfatérios.

O sobrenadante obtido apés rompimento das células por oscilagdo
ultrasénica apresentou uma atividade especifica de 0,014 unidades/ mg de proteina.
A Tabela 3 sumariza os resultados obtidos durante as etapas de purificagio. No
fracionamento da preparagio bruta da glicosiltransferase em coluna de DEAE-
Sephadex A-50 equilibrada com tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0, a enzima
adsorvida na resina foi eluida com tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 contendo
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NaCl 0,1 M (Figura 6). Apos esta etapa foi obtida uma atividade especifica de 0,091
- unidade/ mg de proteina. Na etapa subsequente de purificagfio, a glicosiltransferase

ndo foi adsorvida em coluna de CM-celulose, enquanto que materiais pigmentados ¢
- algumas proteinas foram adsorvidos (Figura 7). A enzima foi purificada 12,1 vezes

- apés fracionamento com sulfato de amdnio seguido de cromatografia em coluna de
- DEAE-Sephadex A-30 e de CM-celulose. A glicosiltransferase purificada
~ apresentou atividade especifica de 0,17 unidades/ mg de proteina.

MCALLISTER et alii, (1990) purificaram a enzima infracelular de

- Serratia plymuthica ATCC 15928, que catalisa a conversdo de sacarose em
. isomaltulose, cerca de 25 vezes através de tratamento da preparacdo bruta com

sulfato de estreptomicina, didlise ¢ cromatografia em ocoluna de Bio-Gel A
- equilibrada com tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0.

| 46.- CARACTERIZACAO DA GLICOSILTRANSFERASE PURIFICADA

As caracteristicas bioquimicas da glicosiltransferase de Klebsiella sp
1n° 18 foram determinadas como descrito no item 3.2.6.

4.6.1. - EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O efeito do pH na atividade de glicosiltransferase foi determinado de
acordo com o item 3.2.6.1. A Figura 8 mostra que a enzima de Klebsiella sp
apresenta maior atividade na faixa de pH 6,0 a 6,6 em tampdo citrato-fosfato. A
enzima purificada de Serratia plymuthica (MCALLISTER et ali1, 1990} apresentou
atividade otima em pH 6,0. A glicosiliransferase de Erwinia rhapontici
{CHEETHAM et alii, 1982) mostrou maior atividade em pH 7,0 2 30°C.
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4.6.2. - EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA ENZIMA

O estudo da influéneia do pH na estabilidade enzimatica foi realizado
conforme o item 3.2.6.2. A Figura 9 ilustra o efeito do pH na estabilidade da
enzima. A glicosiltransferase de Klebsiella sp n° 18 apresentou-se mais estével na
faixa de pH 5,5 a 6,6 em tampiéo citrato-fosfato, sendo inativada em pH mferiores a
4,6 apbs 24 horas de incubagio a 5°C. CHEETHAM et alii (1985) utihizando
células imobilizadas de Erwinia rhapontici para produgio de isomaltulose relataram
que a enzima mostrou-se mais estavel na faixa de pH 4,0 24,5,

4.6.3. - EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE EN ZIMATICA

O efeito da temperatura na atividade de glicosiltransferase for
determinado de acordo com o método descrito no item 3.2.6.3. A Figura 10 mostra
que a glicosiltransferase de Klebsiella sp n® 18 apresenta atividade Stuna a 35°C. As
glicosiltransferases obtidas de Erwinia rhapontici (CHEETHAM et alu, 1982) ¢
Serratia plymuthica (MCALLISTER et alil, 1990) descritas na literatura
apresentaram atividade étima a 30°C.

4.6.4. - FSTABILIDADE TERMICA DA ENZIMA

O estudo da influéneia da temperatura na estabilidade da
glicosiltransferase foi realizado de acordo com as condigdes descritas no item
3.2.6.4. A incubagio da glicosiltransferase purificada de Klebsiella sp n° 18 em
tampdo citrato-fosfato 0,03 M pH 6,0 a 10°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°
C, 50°C e 35°C durante 1 hora, na auséncia de substrato resultaram em (%, 5,3%,
10,5%, 13.2%, 15.8%, 18,4%, 31,6%, 92,1% e 100% de ativagdo,
respectivamente. Verificou-se também que apds 3 horas de tratamento térmico da
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enzima nas temperaturas de 10°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 453°C e 50°C, a
| inativagdo foi de 0%, 5,3%, 13,2%, 15,8%, 34,2%, 52.6%, 76,3%, 100% enquanto
_ que apds 5 horas de incubagdo a inativagdo foi de 2,6%, 10,5%, 15,8%, 21,1%,
36,8%, 32.6%, 84,2% e 100%, respectivamente. Os resultados estdo iustrados na
- Figura 11, A enzima é termosensivel, sendo mativada rapidamente em temperaturas
- superiores a 30°C apds 3 horas de incubagfio na auséneia de substrato. Nio foi
- encontrado dados quanto a estabilidade térmica de glicosiltransferases de outros
| microrganismos produtores de isomaltulose a partir de sacarose descritos na
~ literatura para comparagio.

| 465.- RELACAO ENTRE TEMPO DE INCUBACAO E CONVERSAO DE
' SACAROSE PARA PALATINOSE A 25°C, 30°C E 35°C

. O efeito da temperatura ¢ do tempo de incubagdo na conversio de
~ sacarose para palatinose foi realizado de acordo com o método descrito no item
3.2.6.5. Os resultados deste estudo estdo ilustrados na Figura 12. A conversfio
2}' . méxima de sacarose em palatinose foi 86% quando a enzima foi incubada a 25°C
. por 64 horas e pH 6.5. Este resultado foi semelhante ao encontrado por
| MCALLISTER et alii (1990) com a enzima intracelular de Serratia plvmuthica, que
converteu  sacarose para isomaltulose com uma eficiéneia de 8T%.
- WEIDENHAGEN & LORENZ (1957) obtiveram 90% de conversdo de sacarose em
~ isomaltulose (citado por SHARPE et alii, 1960).

| 4.6.6.- EFEITO DE SAIS MINERAIS NA ATIVIDADE ENZIMATICA

- O efeito de sais nunerais na atividade de glicosiltransferase de
- Klebsiella sp n° 18 foi realizado conforme as condigBes descritas no item 3.2.6.6.
- Verificou-s¢ que a presenga de CuSOy4, KCl, MgSOy, FeCl3 e Ph(CH3CO0)g na
concentragdo 1 mM nfo afetaram a atividade de glicosiltransferase da linhagem



Klebsiella sp n° 18. Os sais MnCly, CaCly, ZnCly, BaCly e CoCly, imibiram
levemente a atividade de glicosiltransferase. Por outro lado, HgCly e AgNO3
inibiram completamente a atividade da enzima (Tabela 4).

KOBAYASHI & MATSUDA ' (1980) relataram que a dexirana-
sacarase ou glicosiltransferase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F que
catalisa 2 formagfio de dextrana a partir de sacarose foi ativada por CaCly (1 mM) e
inibida pelos sais CuCly, FeClz e MnCly na concentrago 1 mM.

Nio foi encontrado na literatura dados sobre o efeito de sais minerais
na atividade de glicosiltransferase de microrganismos que catalisam a conversio de
sacarose em palatinose como produto principal

4.6.7. - FFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O efeito de inibidores na atividade de glicosiltransferase de Klebsiella
sp n° 18 foi testado de acordo com o método descrito no ttem 3.2.6.7. Vertficou-se
que os reagentes azida de sédio, dietilditiocarbamato de sodio, arseniato de s6dio,
[ -cisteina e N-bromosuccinimida na concentragdo de 0,1, 1,0 e 10 mM néo
influenciaram a atividade de ghcosiltransferase. A atividade enzimatica de
glicosiltransferase da linhagem Klebsiella sp n® 18 nac foi mfluenciada pela
presenga dos reagentes p-cloromercuribenzoato e iodoacetamida na concentrago de
0.1, 1,0 e 10 mM, sugerindo gue a enzima ndo possul grupamentos sulfidrilicos
essenciais para a sua atividade catalitica. O reagente 10do na concentrago de 0.1, 1
e 10 mM inibiu 2 enzima, resultando em 43%, 82% ¢ 87.7% de mbigio
respectivamente, sugerindo desse modo que residuos de tirosina podem ser
importantes para a atividade enzimética (T abela 3). A glicosiltransferase de
Klebsiella sp n°18 ndo foi inibida por EDTA (4aido etilenodiaminotetracético) na
concentragio 10 mM enquanto que a dextranasacarase ou glicosiltransferase que
catalisa a sintese de dextrana de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F foi
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inibida por EDTA (0,5 mM) ¢ ativada por CaCly (1 mM) (KOBAYASHI &
~ MATSUDA, 1980). Nio foi encontrado na literatura dados sobre estudos de

| inibi¢dio de glicosiltransferase de microrganismos, que convertem a sacarose em

- palatinose.

j§;  4.68.- EFEITO DA CONCENTRACAC DE SUBSTRATO NA
' ATIVIDADE ENZIMATICA

n O efeito da concentragio do substrato sacarose na afrvidade de
. glicosiltransferase de Klebsiellz sp n° 18, determinado comforme as condigles

. descritas no item 3.2.6.8.. esta ilustrado na Figura 13. A constante de Michaelis-

. Menten (Km) e a velocidade maxima (Vmax) foram determinadas de acordo com o

 sistema gréfico de LINEWEAVER-BURK (1934), obtendo-se os valores de 120

mM de sacarose ¢ 0,090 umol de palatinose/ min mg de proteina, respectivamente.

- As glicosiltransferases obtidas de Erwinia rhapontici (CHEETHAM et
ali, 1982) e Serratia plymuthica (MCALLISTER et al, 1990} apresentaram
| respectivamente valores de Km 350 mM e 65,3 mM para o substrato sacarose. Estes

resultados indicam que a enzima de Klebsiella sp n° 18 apresenta menor afinidade
. a0 substrato sacarose do gque a glicosiltransferase de Serratia plymuthica, porém

. maior afinidade a sacarose em relag#o a glicosiltransferase de Erwinia rhapontici.

| 4.69.- DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA GLICOSIL-
- TRANSFERASE |

. O peso molecular da glicosiltransferase purificada da hinhagem de
| Klebsiella sp n° 18 foi estimado em 74.000 daltons através da filtragdio em gel
Sephadex G-200 de acordo com o método descrito no item 3.2.6.9. A Figura 14
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~ mostra a relagfo entre volame de eluigo e peso molecular das proteinas em coluna

de Sephadex G-200.

MCALLISTER et alii (1990) relataram que a enzima intracelular

. purificada de Serratia plymuthica, que catalisa a conversio de sacarcse em

isomaltulose, apresentou peso molecular de 79.500 daltons, estimado por filtraglo
em gel Sephadex G-200.
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Tabela 1 -~ CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E FISIO-
LOGICAS DA LINHAGEM Klebsiella spn°® 18

Bastonete Gram - Fenilalanma deanunase -
Motihidade - Ornitina descarboxilase -
Produgio de Indol - Lisina descarboxilase +
Nitrato + Arginina descarboxilase -
Cifrato +
H»S em Meio TSI -
Teste de Voges Proskauer + Formagdo de 4cido a partir de:
Teste de Vermetho de Metila - Arabinose +

Glicose +
Catalase + Inositol +

Lactose +
Urease + Maltose +

Manitol +
Oxidase ~ Sorbitol +

Sacarose +
Liquefa¢do de Gelatina - Xilose +
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Tabela2-  EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SACAROSE DO MEIO DE
. CULTURA NA PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE
PELO MICRORGANISMO Klebsiella sp n° 18

Concentragio de Massa Atividade de glicoml-
Sacarose (%) Celular transterase (Unidades de
{Abs. 660 nm} Atividade/ml de Meio de
Cultura)

0,0 | 0,39 0,000

0,5 0,33 0,067

1,0 0,36 0,115

2,0 0,53 0,139

3,0 - 0,54 0,147

40 0,56 0,158
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Tahelad - EFEITO DE SAIS MINERAIS NA ATIVIDADE DE GLICOSIL-

TRANSFERASE
Sais Minerais Concentragdo Atividade Residual (%)

CuSO4 I mM 100,0
KCl 1mM 100,0
MgSO4 “ I mM 100,0
Po(CH3COO) 1 mM 100,0
FeCls TmM 100,0
MnCly 1 mM 96,0
CaCly 1 mM 96,0
ZnCh 1 mM 95.0
BaCls 1 mM 96,0
CoCly 1 mM 96,0

HgCly I mM 0,0

AgNO3 I mM 0.0




Tabela 5 - EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE DE GLICOSIL-

TRANSFERASE
Reagente Concentragéo Atividade Residual
mM %
Acido Etilenodiamino- 0,1 100
tetracético 1,0 100
10,0 100
p-Cloromercuribenzoato 0,1 100
1,0 100
10,0 100
Todoacetammida 0,1 100
1,0 : 100
10,0 100
Azida de Sédio 0.1 | 100
1,0 160
10,0 N 100
Dietilditiocarbamato 0,1 . 100
de Sadio 1.0 100
10.0 100
Arseniato de Sédio 0,1 - 160
1.0 100
10,0 100
I-Cisteina 0.1 100
1.0 ' 160
10,0 100
N-Bromosuccinunida 0,1 1060
1,0 100
10,0 100
Tedo 0,1 57
1,0 ' 18

10,0 12,3
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FIGURAS
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Figural- CROMATOGRAFIA EM PAPEL DOS ACUCARES OBTIDOS
APOS FERMENTACAO DA LINHAGEM N° 18 EM MEIO
CONTENDO 4% DE SACAROSE A 30°C

1 - Agucar padrio: glicose
2 - Agucar padrio: frutose
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO ILUSTRANDO A
PRODUCAO DE PALATINOSE APOS FERMENTAGAO DO
MICRORGANISMO N° 18 EM MEI0 DE CULTURA
CONTENDO 4% DE SACAROSE A 30°C

A

i7.564 SACAROSE

is.65 PALATINOSE §

S

MIN

A . Sobrenadante do meio de cultura apés 24 horas de fermentagfio do
: microrganismo n° 18

B . Sobrenadante do meio de cultura apés 48 horas de fermentagio do
o microrganismo n° 18 |
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Figura3 -  ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAOQ,
ALTERACAQ DO pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO
DO MICRORGANISMO E PRODUCAO DE GLICOSILTRANS-
FERASE A 30°C
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ﬂ: 5 ; 1 | 1 I ] i y
4 0 20 30 40 &0 850 70 a0 80
HORAS

——pH  —% Absorbincla & 880 nm  —* ProducHio de Gllcosiiiransferase
{massa celular)
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ESTUDO DA RELAGAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAO,
ALTERAGAO DO pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO
DO MICRORGANISMO E PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFE-

RASE A 36°C
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——pM & Absorbancia a 860 nm % Produclo de Gilicostiiransferase
{massa celular)
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Figura 5 -

FLUXOGRAMA DE PRODUCAO E PURIFICACAO DE
GLICOSILTRANSFERASE DE Klebsiella sp N° 18

Fermentagio em Frascos a 30°C sob agitagio

N
Centrifugaco (11.000 x g, 15 minutos a 5°C)

NP
Massa Celular

N\
Oscilaglo ultrasdnica

¥
Centrifugacdo (11.000 x g, 15 minutos a 3°C)

W
Sobrenadante

W
Fracionamento com Sulfato de amodnio a 80%

N
Centrifugacio (11.000 x g, 15 minutos a 5°C)

W
Precipitado

N
Dialise contra dgua destilada

\)

Didlise contra tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0

\2

Preparacio bruta da enzima

Fracionamento em coluna de DEAE-Sephadex A-50

J

Fracionamento em coluna de CM-celulose

N

Glicosiltransferase Purificada
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Figma6- CROMATOGRAFIA DE GLICOSILTRANSFERASE
EM COLUNA DE DEAEB-SEPHADEX A-50

Q
o
1

-

ABSORBANCIA A 280 nm
|
o
UNIDADES DE ATIVIDADE DE

GLICOSILYRANSFERASE! ml

L

0,4 0,5 M NGl

! b T e
&0 70 80 g0 100
N'FRACAD

—— Amanribncia a 280 nm < Alividade de glicosiitransferase
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Figura 7 -

ABSORBANCIA A 280 nm

0.3
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o

=
-

CROMATOGRAFIA DE GLICOSILTRANSFERASE

EM COLUNA DE CM-CELULOSE
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. Figura 8 -

ATIVIDADE RELATIVA %

100

EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DE GLICOSILTRANSFERASE
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Figura9 -  EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DE GLICOSILTRANSFE-
RASE
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 Figura 10- EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA
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Figura 11 - ESTABILIDADE TERMICA DA GLICOSILTRANSFERASE

ATIVIDADE RELATIVA %
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Figura12- RELACAO ENTRE TEMPO DE INCUBACAO E CONVERSAO

% de TRAMNSFORMACAO

DE SACAROSE PARA PALATINOSE A 25°C, 30°CE 35°C
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Figura 13 - EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO SACAROSE
NA ATIVIDADE DE GLICOSILTRANSFERASE

1 (umol palatinose/ min.mg de proteing)

-0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04
.18.. {mM SACAROSE)
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Tigura14- RELACAO ENTRE VOLUME DE ELUICAO E PESO MOLE-
' CULAR DAS PROTEINAS EM COLUNA DE SEPHADEX G-200

4 Lisozima

Yivo
G
t

Athuming de ovo

u Albumina de soro bovino
Glicosiliransferase

i | | ¢

1 } | ; ] I t j
4 44 42 43 44 45 48 47 48 4.9 ) 51 52
jog P.M,
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5 -CONCLUSOQOES

5.1.- O microrganismo isolado e selecionado como produtor de glicosiltransferase
fo1 identtficado como Klebsiella sp.

52.- A glicosiltransferase de Klebsiella sp n° 18 catalisa a conversdo de sacarose
em palatinose & pode ser classificada como E.C. 2.4.1. _Hexosiltransferase.

53.- A glicosiltransferase intracelular de Klebsiella sp n® 18 ¢ produzida na fase
exponencial de crescimento. A produgio maxima de enzima foi obtida ap6s 24
horas de fermentagdo a 30°C em meio de cultura constituido de 4% de sacarose, 1%
de peptona e 0,4% de extrato de came, ajustado para pH 6,5.

. 54.- A glicosiliransferase purificada através de fracionamento com sulfato de
amdnio, cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex A-30 e CM-celulose
apresenta atividade étima em tampdo citrato-fosfato na faixa de pH60266¢ca
3590, A enzima apresenta maior estabilidade na faixa de pH 3.5 2 6,6 em tampdo
citrato-fosfato. A enzima & termosensivel, a incubag@io da enzima purificada em
tampdo citrato fosfato 0,05 M pH 6,0 4 10°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C,
43°C, 50°C e 55°C durante 1 hora, na auséncia de substrato, resultaram em 0%,
5.3%, 10,5%, 13,2%, 15,8%, 18,4%, 31,6%, 92,1%, ¢ 100% de mativagdo
respectivamente.

55 . A conversio maxima de sacarose em palatinose foi 86% quando a enzima
foi incubada com solugdo contendo 4% de sacarose em tampdio citrato-fosfato
0,05 M pH 6.5 a 25°C por 64 horas.

5.6.- A atividade da glicosiltransferase ndo ¢ afetada por CuSOy4, KCI, MgSQy,
FeCly e Pb(CH3COO0)y na concentragio 1 mM. Os sais MnCly, CaCls, ZnClp,
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BaCly e CoCly, inibiram levemente a atividade da enzima enquanto que Hagll o
- AgNO3 inibiram totalmente a atividade de glicosiltransferase na concentragfo
ImM |

' 5.7- A atividade de glicosiltransferase foi inibida pelo reagente iodo na
- concentragio 0,1; 1,0 e 10 mM, sugerindo que residuos de tirosina podem estar
envolvidos na atividade enzimética. Os reagemtes p-cloromercuribenzoato e
jodoacetamida ndo inibiram a atividade de glicosiltransferase, sugermndo que a
enzima ndo possui grupamentos sulfidrilicos essencials para a sua atividade
catalitica.

58 . Os valores de Km e Vmax da glicosiltransferase foram respectivamnente
| 120 mM de sacarose e 0,090 pmol de palatinose/ min.mg de proteina.

5.9, - A glicosiltransferase apresenta peso molecular de 74.000 daltons, estimado
- através de filtragdo em gel Sephadex G-200.
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| §-SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Otimizagdo das condigdes de cultivo de Klebsiella sp para produgio de
glicosiltransferase e palatinose.
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