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RESUMO

Trezentas e quatorze linhagens de microrganismos foram isoladas de amostras de mel,
flores, frutas, caldo, melago e mosto de usina de 4lcool e agucar e testadas quanto a capacidade de
producgio de glicosiltransferase, que catalisa a conversdo de sacarose em isomaltulose (6-O-a-D-
glicopiranosil-D-frutofuranose). A isomaltulose também conhecida como palatinose apresenta
baixo potencial cariogénico e tem sido utilizada na produgdo de balas, gomas de mascar €

produtos de confeitaria.

A linhagem D-12 produtora de glicosiltransferase foi selecionada e identificada como

Erwinia sp. pelas caracteristicas morfologicas e bioquimicas.

Estudou-se a produgdo, purificagdo ¢ a caracterizagdio bioquimica da glicosiltransferase
intracelular da linhagem de Erwinia sp. D-12. No estudo da produgéo de glicosiltransferase de
Erwinia sp. D-12, em meio de cultura composto de 6% de sacarose, 6% de peptona e 0,4% de
extrato de carne, em fermentador de 2L verificou-se que a enzima € produzida na fase
exponencial' de crescimento, sendo que a produgdo maxima foi obtida apds 3 horas de
fermentagio a 28°C e, ap6s 4 horas de incubagio a 30°C e 35°C. A enzima foi purificada através
da cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex A-50 e DEAE-Sepharose CL-6B. A
glicosiltransferase purificada apresentou atividade o6tima em pH 6,0 e a 40°C. A
glicosiltransferase purificada de Erwinia sp. D-12 € termosensivel sendo inativada apés 1 hora de
tratamento a temperaturas superiores a 39°C e apds 3 horas a 35°C na auséncia de substrato. A
enzima mostrou-se estavel na faixa de pH 5,7 a 6,3 apds 24 horas de incubag&o a 5°C. Os valores
de Km e Vméx da enzima purificada foram respectivamente, 138mM de sacarose e 9,81 pumol de

isomaltulose/minuto/mg de proteina.

A atividade de glicosiltransferase ndo foi afetada por KCl, MgSQOs, CaCl,, NaCl,
Na,HAsO, na concentra¢io 10mM, em relagio ao volume final da mistura de reag@o, enquanto
que os sais de CoCly, ZnCl,, FeCl; e CuSO4 néo afetaram sua atividade nas concentragdes de
0,imM e 1,0mM. Os sais MnCl, e Pb(CH;COO), na concentragdo de 0,1mM n#o inibiram a
atividade de glicosiltransferase. A atividade residual de glicosiltransferase na presenga de MnCl,,

nas concentragdes 1mM e 10mM, foi respectivamente 93,0% e 73,7% enquanto que na presenca
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de Pb(CH;COO0),, nestas concentragdes, a atividade residual foi 98,3% e 93,3%. O sal BaCl, nédo
inibiu a atividade da glicosiltransferase na concentrag¢io de 0,ImM. O sal AgNO; inibiu cerca de
37% a atividade de glicosiltransferase na concentragdo de 0,ImM e inibiu completamente na
concentragdo 1,0mM enquanto que o HgCl, inibiu completamente a enzima na concentragao

ImM em relagio ao volume final de reagdo.

Os reagentes 4cido etilenodiaminotetracético e L-cisteina nas concentra¢des 0,1mM,
1,0mM e 10mM em relagio ao volume final da mistura de reagdo ndo inibiram a atividade de
glicosiltransferase. A atividade de glicosiltransferase ndo foi inibida pelos reagentes azida de
sédio e dietilditiocarbamato de sédio nas concentra¢des 0,lmM e 1,0mM. O reagente p-
cloromercuribenzoato inibiu a atividade de glicosiltransferase nas concentragdes 0,1mM e
1,0mM e a atividade residual na presenga do inibidor foram respectivamente 79,8% e 60,7%. O
reagente N-bromosuccinimida inibiu cerca de 6% a atividade de glicosiltransferase na
concentracdo 0,1mM e inibiu completamente a enzima na concentragéo 1,0mM. A iodoacetamida
inibiu a atividade de glicosiltransferase na concentragdo final 1,0mM e 10,0mM e a atividade na

presenga do inibidor foram respectivamente 65,5% e 21,3%.

O peso molecular da glicosiltransferase purificada da linhagem Erwinia sp. D-12 foi

estimado em 63.000 daltons através da filtragdo em gel Sephadex G -200.

No estudo da aplicagdo da glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 na conversdo de
sacarose em isomaltulose utilizando-se solugdo 5% e 10% de sacarose foram obtidos rendimento

de 73,5% e 72,3% de isomaltulose respectivamente, apds 4 horas de reagdo a 40°C.
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SUMMARY

Three hundred and fourteen strains of microorganisms were isolated from honey, flowers,
fruit, sugar cane juice, sugar cane molasses and must samples obtained from alcohol and sugar
producing plants and examined for their capacity to produce glycosyltransferase, which converts
sucrose to isomaltulose (6-O-a-D-glucopyranosil-D-fructofuranose). Isomaltulose, also known as
palatinose, has low cariogenic activity and has been used in the production of candies, chewing

gums and confectionary products.

The glucosiltransferase producing strain was selected and identified as Erwinia sp.

according to its morphological and biochemical characteristics.

The production, purification and biochemical characterization of intracellular

glucosyltransferase from the strain Erwinia sp. D-12 was studied.

The production of glucosyltransferase was performed in a 2L jar fermentor using the
following medium: 6% sucrose, 6% peptone and 0.4% meat extract. It was shown that the
enzyme was produced during the exponential growth phase and maximum activity was verified

after three hours of fermentation at 28°C or after 4 hours fermentation at 30°C or 35°C.

The enzyme was purified by DEAE-Sephadex A-50 and DEAE-Sepharose CL-6B column
chromatography. The purified glucosyltransferase showed optimum activity at pH 6.0 and 40°C.
The purified glucosyltransferase is thermosensitive and was inactivated after one hour of
treatment at temperatures above 39°C or after 3 hours at 35°C in the absence of substrate. The
enzyme was stable between pH 5.7 and pH 6.3 after 24 hours incubation at 5°C. The kinetic
parameters Km and Vmax with respect to sucrose were 138mM and 9.81umol of
isomaltulose/minute/mg protein respectively. The glycosyltransferase activity was not affected by
KCl, MgS0,, CaCly, NaCl, NaHAsO; at concentrations of 10mM with respect to the final
volume of the reaction mixture while the salts CoCly, ZnCl,, FeCl; and CuSO4 did not affect its
activity at concentrations of 0.1mM and 10mM. The salts MnCl, and Pb(CH;COO), did not
inhibit glucosyltransferase activity at a concentration of 0.ImM. The residual activity of

glucosyltransferase in the presence of ImM and 10mM MnCl, was respectively 93.0 and 73.7%,
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whereas in the presence of Pb(CH;COO); at the same concentrations it was 98.3 and 93.3%. The
salt BaCl, did not inhibit glucosyltransferase activity at a concentration of 0.1mM. The salt
AgNO; inhibited about 37% of the glucosyltransferase activity at a concentration of 0.1mM and
completely inhibited it at a concentration of 1.0mM. The salt HgCl, completely inhibited the

enzyme activity at a concentration of 1 mM with respect to the final volume of the reaction

mixture.

Ethylenediaminetetraacetic acid and L-cystein at concentrations of 0.1, 1.0 and 10mM
with the respect to the final volume of the reaction mixture did not inhibit glucosyltransferase
activity. The enzyme was not inhibited by sodium azide or sodium diethyldithyocarbamate at
concentrations of 0.1 and 1.0mM. The p-chloromercuribenzoate reagent at concentrations of
0.1mM and 1.0mM inhibited glucosyltransferase activity, resulting in residual activity of 79.8
and 60.7% respectively. The N-bromosuccinimide reagent inhibited about 6% of the
glucosyltransferase activity at a concentration of 0.1mM and completely inhibited it at a
concentration of 1.0mM. Todoacetamide inhibited glucosyltransferase activity at concentrations

of 1.0 and 10.0 mM, resulting in residual activity of 65.5 and 21.3% respectively.

The molecular weight of purified glucosyltransferase was determined as being 63.000

daltons by Sephadex G-200 gel filtration.

The application of glucosyltransferase from Erwinia sp. D-12 in the conversion of sucrose
to isomaltulose was studied using 5 and 10% sucrose solutions, giving yields of 73.5 and 72.3%

after 4 hours of reaction at 40°C.



1- INTRODUCAO

A produgdo de agucares alternativos tem grande importdncia para a industria de alimentos
e farmacéutica. A isomaltulose, 6-0-o-D-glicopiranosil-D-frutofuranose ¢ um agiicar redutor que
ocorre naturalmente em mel e caldo de cana e é produzido industrialmente a partir de sacarose por
conversio enzimitica da ligagdo glicosil de (1-)2) frutosideo para (1-)6) frutosideo. A
isomaltulose é comercializada como Lylose (Tate & Lyle, Reading, England) e Palatinose (Mitsui
Sugar Company, Tokyo, Japan). Devido ao baixo potencial cariogénico e propriedades fisicas e
organolépticas bastante similares a sacarose, este agticar tem sido utilizado comercialmente no

Japdo na produgdo de balas, gomas de mascar e confeitos NEWBRUN,1991).

Este aglicar também pode ser empregado como matéria-prima na produgdo do agucar-
alcool o isomalte [a-D-glicopiranosil 1,6 manitol (GPM) + a-D-glicopiranosil 1,6 sorbitol (GPS)]
que apresenta baixo valor caldrico, baixa cariogenicidade e baixa higroscopicidade em relagdo a

outros agucares alcoois tais como sorbitol, manitol e xilitol.

Os principais microrganismos produtores de glicosiltransferase, descritos da literatura,
capazes de converter sacarose em palatinose com alto rendimento sdo Protaminobacter rubrum
(MAUCH & SCHMIDT-BERG-LORENZ, citado por McALLISTER et alii, 1990), Erwinia
rhapontici (CHEETHAN et alii, 1982b e 1985), Erwinia carotovora var. atroseptica (LUND &
WYATT, 1973) e, Serratia plymuthica (MAUCH & SCHMIDT-BERG- LORENZ, citado por
MCcALLISTER et alii, 1990); FUJI et alii, 1983; McALLISTER et alii, 1990)

O presente trabalho visou o isolamento e sele¢do de microrganismo capaz de converter
sacarose com alto rendimento; estudo da produgdo, purificagio, caracterizagdo bioquimica da
glicosiltransferase microbiana da linhagem selecionada Erwinia sp. D-12, e o estudo da aplicagéo

da enzima na conversdo de sacarose em isomaltulose.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microrganismos produtores de glicosiltransferase e capazes de converter sacarose em

isomaltulose:

Em 1952, STODOLA et alii, durante o estudo da forma¢do de dextrana a partir de
sacarose, usando a dextranasacarase obtida pela fermentagio da bactéria Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F, isolaram dois novos agiicares como subprodutos da reagdo. Um
deles foi identificado como sendo o dissacarideo leucrose (5-o-a-D-glicopiranosil D-frutose).
Posteriormente, o outro agucar foi identificado como isomaltulose (6-0-a-D-glicopiranosil-D-
frutofuranose) por SHARPE et alii (1954) (citado por SHARPE et alii, 1960). Este dissacarideo
podia ser facilmente distinguido da isomaltose (6-0-oi-D-glicopiranosil-D-glicose) através de
cromatografia em papel. A sua forma fenilosotriazdlica era idéntica aquela obtida com isomaltose,

estabelecendo desse modo a sua estrutura como isomaltulose.

Posteriormente, STODOLA et alii (1956) relataram que a isomaltulose foi isolada como
subproduto durante o processo de obten¢do do dissacarideo leucrose a partir de sacarose por
acdo da dextranasacarase (sacarose: 1,6-a-D-glucana 6-a-D-glicosiltransferase E.C. 2.4.1.5)

produzida pelo microrganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.

A conversdo de sacarose em isomaltulose, com alto rendimento, foi descrita pela primeira
vez, em 1957, por WEIDENHAGEN & LORENZ (citado por SHARPE et alii, 1960a). Os
autores relataram a conversio de 90% da sacarose em isomaltulose, durante um processo
fermentativo, por agdo de uma bactéria da familia Enterobacteriaceae. O produto foi denominado

palatinose.

AVIGAD (1959) descreveu a sintese de glicosilfrutoses pela agdo de a-glicosidase obtida
de levedura, em mistura de reagdo contendo 17,1% de sacarose e 18,0% de frutose em tampéo

fosfato de s6dio 0,05M pH 6,6, no qual também se adicionou invertase para a hidrélise total dos



residuos de sacarose. Apds a remogdo de hexoses livres, os oligossacarideos foram purificados e
analisados. Foram obtidos seis tipos de glicosilfrutoses, sendo que o dissacarideo isomaltulose foi
o produto formado em maior quantidade. Na cromatografia dos agticares em papel, a isomaltulose

apresentou coloragdo amarelo-oliva apds revelagdo com anilina-difenilamina.

SHARPE et alii (1960) descreveram a obtengdio e estudo de algumas propriedades da
isomaltulose formada durante a sintese enzimética de dextrana por a¢do da bactéria Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512 F. Na cromatografia de agucares em papel, quando revelada com o
reagente uréia-dcido fosférico, a isomaltulose apresentou uma coloragio caracteristica de
dissacarideos formados de frutose e quando foi hidrolisada por aquecimento por 1 hora em HCL
0,5N, a cromatografia em papel do hidrolisado mostrou quantidades equivalentes de glicose e

frutose.

BOURNE et alii (1961) verificaram que durante a fermentagéo de Streptococcus bovis em
meio contendo 8,5% de sacarose, paralelamente a produgdio de dextrana, havia produgdo de
diversos oligossacarideos, tais como isomalte, isomaltotriose, 5-o-a-isomaltosil-D-frutose,

isomaltotriulose, sendo que leucrose e isomaltulose eram produzidos em grande quantidade.

MAUCH & SCHMIDT-BERG-LORENZ (1964a e 1964b) citado por McALLISTER et
alii (1990) estudaram a conversdo de sacarose em isomaltulose por células de Serratia plymuthica
e Protaminobacter rubrum e sugeriram que a enzima envolvida era uma isomaltulose
transglicosilase porque além da formagdo de isomaltulose, a enzima catalisava a transferéncia de
residuos o-D-glicosil. Na presenga de sacarose, manose ou arabinose havia formagfo de
isomaltulose, a-D-glicosil-manose ou o-D-glicosil-arabinose. Os autores verificaram que a
enzima de Protaminobacter rubrum que catalisava a sintese de isomaltulose a partir de sacarose

era intracelular.

LUND & WYATT (1973) relataram que durante a fermentacio de Erwinia carotovora
var. atroseptica G-120 em meio contendo 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne e 4% de
sacarose a 25°C durante 3 dias sob agitagdo havia a formagfo de dois compostos redutores,
denominados I e II. Apés cromatografia em papel dos compostos purificados e revelagio com

anilina-difenilamina-dcido fosforico, o componente I e o agtcar padrdo palatinose, apresentaram



coloragdo verde-amarelada, caracteristica de oligossacarideos que apresentam ligagiio glicosidica
a-1,6. Apés a hidrélise 4cida do componente I com 4cido sulfirrico 0,5N durante 2 horas e analise
dos produtos de hidrlise através de cromatografia em papel, os autores verificaram que havia

formagdo de glicose e frutose em quantidades aproximadamente iguais.

KOBAYASHI & MATSUDA (1980) verificaram que a dextranasacarase ou
glicosiltransferase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, que catalisa a sintese de
dextrana a partir de sacarose, foi ativada 11% por CaCl, (1,0mM) e inibida pelos sais de CuCl,,
FeCl; ¢ MnCl; na concentragdo de 1,0mM. A enzima foi inibida por EDTA (0,5 mM) e ndo

sofreu ativagfo na presenga dos reagentes p-cloromercuribenzoato e L-cisteina na concentragio

1 mM.

CHEETHAN et alii (1982b) descreveram a bioconversdo de sacarose para isomaltulose
pela bactéria Erwinia rhapontici. A enzima que catalisava a formagio de isomaltulose era uma
glicosiltransferase e estava localizada no espago periplasmico. Esta enzima era mais ativa em pH
7,0 e a 30°C e apresentava valor de Km em relagdio ao substrato sacarose igual a 0,35M. Os
autores verificaram a formagfo de 4cidos e de um dissacarideo possivelmente 1-0-ct-D-

glicosilfrutose como subprodutos durante a fermentacéo da sacarose.

Pesquisadores da Companhia Mitsui Sugar (citado por FUJI et alii, 1983) desenvolveram
um método de producdo industrial de palatinose & partir de sacarose empregando células de
Serratia plymuthica NCIB 8285. Neste processo eram também formados outros oligossacarideos

em pequenas quantidades, além da palatinose.

FUJI et alii (1983) descreveram a caracterizagéio dos oligossacarideos produzidos a partir
de sacarose por agdo da glicosiltransferase da bactéria Serratia plymuthica NCIB 8285. Apéds
remog¢do da maior parte da palatinose da mistura de reagfio, os autores verificaram através de
HPLC que a solugdo de agiicar residual consistia de 15,9% de frutose, 9,7% de glicose, 21,8% de
sacarose, 16,6% (la-D-glicopiranosil-D frutofuranose), 21,8% de palatinose, 5,2% de
isomaltose, 8,2% de isomelezitose. A partir da identificacfio dos oligossacarideos, os autores
concluiram que a enzima catalisava a tranferéncia de residuos glicosil para o grupo OH do C; e Cg

da molécula de frutose ou para o grupo OH do C¢ da molécula de glicose.



CHEETHAN et alii (1985) relataram a produgdo de isomaltulose a partir de solugdo 55%
de sacarose, utilizando células de Erwinia rhapontici imobilizadas. A conversio méxima da
sacarose para palatinose (90%) ocorreu quando o substrato foi ajustado para pH 7,0 com NaOH
0,IM e a 30°C. Foi observado que além de isomaltulose, havia também a formagdo de
subprodutos, embora em pequenas quantidades, principalmente de trealulose (a-D-glicopiranosil-

o -D-frutofuranosideo).

MCcALLISTER et alii (1990) descreveram a produgdo e purificagdo de enzima intracelular
de Serratia plymuthica ATCC 15928, capaz de converter sacarose em isomaltulose. A produggo
méxima da enzima intracelular ocorreu apés 16 horas de fermentagdo a 30°C em meio de cultura
constituido de 40g de sacarose, 10g de peptona e 4,0g de extrato Lab-Lemco por litro. A
preparagio da enzima bruta foi obtida pelo rompimento da massa celular com Prensa X,
tratamento com sulfato de estreptomicina para remogdo de acidos nucleicos, dialise e
ultrafiltragdo. A enzima glicosiltransferase foi purificada 25 vezes através de cromatografia em
coluna de CM-Bio Gel A. A enzima purificada apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e a 30°C. O
valor de Km para o substrato sacarose foi igual a 65,3 mM. O peso molecular da enzima foi
estimado em 79.500 daltons. Os autores obtiveram um rendimento de 85,58% e 84,97% de
isomaltulose a partir de solugdes 5% e 10% de sacarose, respectivamente, apos uma hora de
reago a 30°C utilizando a glicosiltransferase. Os autores relataram que existem dois tipos de
enzimas produtoras de isomaltulose. A primeira dextranasacarase, produz isomaltulose como
subproduto durante a formagdo de dextrana, como € o caso da enzima de Leuconostoc
mesenteroides e a segunda produz isomaltulose como produto principal da sua ag¢do sobre a

sacarose, como é o caso da enzima intracelular de Serratia plymuthica.

MIYATA et alii (1992) isolaram um microrganismo identificado como Pseudomonas
mesoacidophila MX-45, produtor de glicosiltransferase capaz de converter sacarose em
trealulose. Os autores verificaram a presenga de trealulose, glicose, frutose, sacarose e
isomaltulose no sobrenadante do meio de cultura de através de HPLC. Foi observado que a
isomaltulose era produzida concomitante com a trealulose e, a partir do momento que toda a

sacarose, disponivel no meio era convertida, a proporgio entre trealulose e isomaltulose decrescia



gradativamente, ou seja, a trealulose presente no meio era consumida preferencialmente pelo
microrganismo mais do que a isomaltulose. Relataram ainda que os diversos microrganismos
produtores de trealulose e isomaltulose, geraram, principalmente, isomaltulose com um

rendimento geralmente acima de 80%.

TSUYUKI et alii (1992) isolaram linhagens de Klebsiella planticola e Klebsiella
terrigena, a partir de amostras do solo da Tailandia, que produziam isomaltulose e trealulose a
partir de sacarose. Na conversdo de sacarose pela o-glicosiltransferase da linhagem Klebsiella

planticola MX-10, os autores obtiveram 65% de isomaltulose e 30% de trealulose.

PARK et alii, 1992, descreveram o isolamento de linhagem de Klebsiella sp produtora de
glicosiltransferase capaz de converter sacarose em isomaltulose. A enzima apresentava atividade
6tima em pH 6-6,5 e 35°C. Foi verificado que os ions metalicos Hg+* e Ag+ inibiam totalmente a
enzima na concentragio de ImM enquanto que o EDTA na concentragio de 10mM inativava
ligeiramente a enzima. O reagente p-cloromercuribenzoato, na concentragdo de 0.01-0,1mM, ndo
inibiu a atividade da enzima. A glicosiltransferase apresentou valor de Km 120mM para o
substrato sacarose e a velocidade méaxima de 110ug palatinose por minuto por mL. Os autores

obtiveram 86% de conversio maxima da sacarose em isomaltulose a 25°C.

UEKANE (1993) descreveu a produgdo e caracterizagio bioquimica de glicosiltransferase
da linhagem de Klebsiella sp. n°18 capaz de converter sacarose em isomaltulose. A autora
verificou que na fermentagio de Klebsiella sp. n°18 em meio de cultura constituido de 4% de
sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne a 30°C, a glicosiltransferase intracelular foi
produzida na fase exponencial de crescimento, atingindo a atividade méxima de 0,167 unidades/ml
de meio de cultura apés 24 horas de fermentagdo permanecendo constante até 32 horas
aproximadamente. Apos este periodo, foi observado diminuigdo da atividade intracelular, sendo
que apds 80 horas de fermentagdo, a atividade foi de aproximadamente 0,097 unidades/ml de
meio de cultura. Na fermentagio a 36°C a produgdo de glicosiltransferase intracelular alcangou
atividade maxima de 0,082 unidades/ml de meio de cultura apds 24 horas de fermentagdo
diminuindo rapidamente apds 32 horas de fermentagdo. A preparagdo bruta de glicosiltransferase

intracelular obtida através de oscilagdo ultrasdnica da suspensio da massa celular apresentou



2,95 unidades/ml e atividade especifica 0,014 unidades/mg de proteina. A enzima foi purificada
12,1 vezes apds fracionamento com sulfato de amonio, seguido de cromatografia em colunas de
DEAE-Sephadex A-50 e CM-celulose. A enzima purificada apresentou 0,17 unidades de
atividade/mg de proteina. A enzima glicosiltransferase da linhagem de Klebsiella sp. n°18
apresentou atividade 6tima em pH 6,0 a 35°C e mostrou-se estavel na faixa de pHS,5 a 6,6 em
tampdo citrato-fosfato sendo inativada em pH inferiores a 4,6 apos 24 horas de incubagdo a 5°C.
A enzima mostrou-se termosensivel sendo inativada rapidamente em temperaturas superiores a
30°C apds 3 horas de incubagdo na auséncia de substrato. A autora relatou que os sais CuSOq,
KCl, MgSO,, FeCl; e Pb(CH;COO), na concentragdo 1,0mM ndo afetaram a atividade de
glicosiltransferase. Os sais MnCl,, CaCl,, ZnCl,, BaCl,, CoCl, na concentragdo 1 mM inibiram
levemente a étividade de glicosiltransferase e, os sais HgCl, e AgNOs inibiram completamente a
atividade da enzima. A glicosiltransferase de Klebsiella sp. n°18 ndo foi afetada na presenca de p-
cloromercuribenzoato na concentragio 0,0lmM e 0,1mM e iodoacetamida na concentragdo de
10mM, sugerindo desta forma, a auséncia de grupos sulfidrilicos essenciais para a atividade
catalitica desta enzima. Da mesma forma, a atividade de glicosiltransferase ndo foi influenciada
pelos reagentes azida de sodio, dietilditiocarbamato de sodio e L-cisteina nas concentragdes de
0,1mM, 1,0mM e 10mM. O reagente acido etilenodiaminotetracético na concentragdo 10mM em
relagio ao volume final de reagdo inibiu 20% da atividade da glicosiltransferase. A conversao
méxima de sacarose em palatinose foi 86% quando a glicosiltransferase de Klebsiella sp. n°18 foi
incubada com solugdo contendo 4% de sacarose em tamp@o citrato-fosfato 0,05M pH6,5 a 25°C

por 64 horas.

NAGAI-MIYATA et alii, em 1993, relataram que a produgdo méaxima de o-
glicosiltransferase pela linhagem Agrobacterium radiobacter MX-232, que converte sacarose
principalmente em trealulose, foi obtida apos 60 horas de fermentagdo em meio composto de
0,1% de extrato de carne, 1% de peptona, 0,3% de NaCl, 0,1% de extrato LabLemco e 6% de
melago ajustado a pH7,0. Os autores descreveram a produgdo de trealulose a partir da sacarose
usando células imobilizadas de Agrobacterium radiobacter. A glicosiltransferase produzida pelo
microrganismo convertia sacarose em trealulose e isomaltulose. Quando suspensdes de células de

Agrobacterium radiobacter e solugdo 20% de sacarose foram usadas na reagdo foi obtido 88-



90% (p/p) de rendimento de trealulose e com células imobilizadas, o rendimento foi cerca de 85%

de trealulose a partir de solugido 40-50% de sacarose (p/p).

REMMAUD-SIMEON et alii (1994) descreveram a produgdo e a purificagdo de duas
preparagdes enzimaticas com atividade de glicosiltransferase, a partir da cultura de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-1299. A glicosiltransferase foi utilizada para produgio de

glicooligossacarideos pela transferéncia de unidades glicosil da sacarose para a maltose.

HAYASHI et alii (1994) descreveram a purificagio e propriedades de uma
glicosiltransferase de Aureobasidium sp. ATCC 20524 que catalisa a sintese de panose
(glica 1 —>6glico—4glic) e isomaltose (glical —6glic) a partir de maltose. A enzima foi purificada
58,25 vezes apos fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia em coluna de DEAE-
Celulofine A-800, S-Sepharose e Sephadex G200 com 21,5% de rendimento. A enzima
apresentou atividade 6tima em pH 4,5-5,5 e a 65°C. A glicosiltransferase mostrou-se estavel na
faixa de pH 4,0-6,0. A enzima reteve 96% da atividade ap6s 15 minutos de tratamento a 60°C. A
atividade da enzima foi fortemente inibida por Hg®, Ag’, AP* e Cu>" na concentragio 1mM. A

enzima foi inibida por acido nitriloacético, acido monoiodoacético e arsenato de sodio.

NAGAI et alii (1994) purificaram a a-glicosiltransferase de Pseudomonas mesoacidophila
MX-45 que converte sacarose em trealulose e isomaltulose simultaneamente. A enzima
apresentou atividade otima em pH 5,8 e a 40°C e mostrou-se estavel na faixa de pH 5,1 a 6,7 ¢
em temperaturas inferiores a 40°C. Os autores verificaram que esta a-glicosiltransferase catalisava
a produgdo de ambos os produtos e que a medida em que a concentragdo do substrato diminuia, a

reagdo se tornava gradativamente mais lenta.

2.2- Isomaltulose: Caracteristicas e Aplica¢des

A isomaltulose é um carboidrato naturalmente encontrado no mel em quantidade
aproximada de 1% (SIDDIQUI & FURGALA, 1967). De acordo com LOW et alii (1988 a,b) a

isomaltulose est4 presente no mel junto com outros oligossacarideos.



A isomaltulose € hidrolisada por um sistema de enzimas em tecidos animais.
DAHLQVIST et alii (1961) utilizando homogeneizados da mucosa intestinal de porcos
verificaram que este agucar ¢ hidrolisado por um sistema de enzimas composto de 3 a-
glucosidases distintas denominadas isomaltase especifica, maltase II e maltase III sendo esta
responsavel por 50% da atividade total da palatinase deste homogeneizado bruto. Os autores
verificaram que o pH 6timo da atividade palatinase estava entre 6.0 € 6.5. As trés enzimas
também hidrolisavam isomaltose (6-0-a-D-glicopiranosil-D-glicose) porém, em velocidade

diferente da hidrdlise da palatinose (6-0-o.-D-glicopiranosil-D-frutofuranose).

DAHLQVIST et alii (1963) estudaram as enzimas do intestino humano envolvidas na
hidrélise de dissacarideos € a intolerdncia hereditaria aos dissacarideos sacarose, isomaltose,
palatinose e isomaltooligossacarideos (a-1,6 oligossacarideos). Os autores verificaram que a
hidrélise da palatinose parece ser catalisada somente pela isomaltase € a intolerancia de alguns
individuos & palatinose era devido a falta da isomaltase intestinal e sugeriram o uso da palatinose

em testes de tolerdncia clinica para se averiguar a deficiéncia intestinal da isomaltase.

SCHIWECK et alii (1974) descreveram um processo de obteng@o de isomaltitol (6-0-a.-
D-glicopiranosideo -D-glucitol), um adogante dietético, a partir de isomaltulose. No processo a
isomaltulose foi obtida pela conversio enzimética de uma solugfio de 20 a 25% de sacarose na
faixa de temperatura entre 20° a 37°C, sob agitagdo e aeragdio utilizando células de
Protaminobacter rubrum ou de Serratia plymuthica. A conversfio de sacarose a palatinose foi
verificada no méximo de 12 horas, onde mais de 90% da sacarose empregada foi convertida a
isomaltulose. Em seguida a isomaltulose foi hidrogenada em uma mistura-tamp&o alcalina, com

hidrogénio, na presen¢a de um catalisador para formagéo de isomaltitol descrito como isomaltita.

ROBERTS & HAYES (1980) verificaram que a palatinose era fracamente metabolizada
por Streptococcus mutans e por microrganismos obtidos de placas dentdrias e sugeriram que a

palatinose era fracamente cariogénica.

SCHIWECK et alii (1980), publicaram um processo de produgéo de glicopiranosideo-1,6-
manitol, um adogante dietético, por redugdio da isomaltulose. Este processo compreende a

hidrogenacdio da isomaltulose, em solugiio aquosa neutra, na presenga de um catalisador. A



mistura de reagio é submetida a uma pressio de hidrogénio de cerca de 100kg/cm’ numa
temperatura de aproximadamente 120°C, durante cerca de 3 horas; em seguida a solugdo
hidrogenada ¢ resfriada numa taxa de 0,5-2°C/hora sob agitagéio constante até atingir 30°C,
produzindo assim, o glicopiranosideo-1,6-manitol na sua forma cristalina que podera entfo, ser

empregado em alimentos e bebidas.

BUCKE et alii (1981a, 1982), relataram processos de produg@o de isomaltulose a partir de
sacarose. No processo descrito em 1981, as células integras de Erwinia rhapontici NCPPB 1578
foram imobilizadas em gel de alginato. A partir de solugdo 40% de sacarose (p/v) foi obtido
rendimento de 70 a 95% de isomaltulose. Na etapa seguinte, a isomaltulose era purificada através
da cristalizagd@o. O produto purificado apresentava 90% ou mais de isomaltulose. Posteriormernte,
em 1982, os autores descreveram um processo para a produgdo de isomaltulose utilizando
imobilizagdo da célula integra ou rompida de Erwinia rhapontici NCPPB 1578, em gel de
alginato de célcio. Neste processo foi utilizado solugdo contendo pelo menos 40% (p/v) de
sacarose ajustado para pH 5-9 e temperatura de 15-40°C. A amostra era reciclada na coluna por
um periodo de tempo suficiente para permitir a conversdo de 80-90% de substrato sacarose a
isomaltulose. Os autores (1981b) descreveram a aplicagdo da isomaltulose, como um substituinte
total ou parcial da sacarose, na composi¢do de produtos para consumo humano como balas,
doces, bolos, massas, geléias, sorvetes, frutas enlatadas, bebidas e também produtos

farmacéuticos administrados oralmente.

TAKAZOE et alii (1982a), descreveram uma preparagdo de adogante de baixa
cariogenicidade, composto de 20-35 partes de palatinose por 100 partes de sacarose (p/p), para

ser aplicado em alimentos e bebidas.

SHIMIZU et alii (1982b), descreveram um processo industrial de imobilizagdo da o-
glicosiltransferase de Serratia plymuthica NCIB 8285 1til na produgéo de palatinose a partir de
sacarose, onde as células da bactéria, que contém a enzima, sdo granuladas para apresentarem um
didmetro na faixa de 1-3mm e, imobilizadas em gel de alginato de célcio, seguida pela imersdo em
solugdo de polietilenoimina neutralizada e do tratamento com uma solugio de glutaraldeido. A

enzima assim imobilizada foi empacotada numa coluna e uma solugdo de sacarose era
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continuamente reciclada através da coluna. Neste processo em que a temperatura ndo
ultrapassava 30°C, o pH da mistura de reago era ajustado fora da coluna e mantido numa faixa

de 5,0-5,8 foi obtido 80-90% de rendimento de palatinose a partir de sacarose.

TAKAZOE et alii (1982b) estudaram a sintese de glucana insolivel por linhagens de
Streptococcus mutans, formadores de placas dentérias, e sugeriram que a inibigdo da sintese do
polissacarideo a partir da sacarose pela glicosiltransferase do microrganismo era devido a um
mecanismo competitivo. Posteriormente, os autores (1983) confirmaram o mecanismo
competitivo, envolvido no processo de inibi¢do da sintese de glucana pela glicosiltransferase de S.
mutans, através da identificaciio dos oligossacarideos produzidos neste sistema de reag@o, em que
a isomaltulose agia como um receptor de base glucosil proveniente da sacarose inibindo a sintese

de glucano insoluvel.

Examinando a produgio de 4cido a partir de isomaltulose em suspensdes de placa dental,
MAKI et alii (1983), demonstraram que a produgdo de 4cido a partir da isomaltulose foi,
geralmente, mais baixa do que a partir da sacarose e glucose, seguida do sorbitol e xilitol. Estes
resultados sugerem que os microrganismos presentes na placa dental fermentaram isomaltulose
mais lentamente do que a sacarose. Os autores sugeriram também que a isomaltulose possa ser
usada como substituto promissor da sacarose por reduzir a incidéncia de céries uma vez que €

atéxica e bem tolerada.

OOSHIMA et alii (1983a) testou a cariogénicidade de dietas contendo sacarose,
palatinose ou mistura destes agticares utilizando animais experimentais. Para o teste de habilidade
de indugdio de céries, os ratos alimentados com dieta cariogénica 2000 (citada por KEYES &
JORDAN, 1964) contendo 56% de sacarose e dieta substituindo-se a sacarose foram infectados
com S. mutans MT 8148R (sorotipo C). Apds serem sacrificados, os ratos alimentados com
palatinose mostraram niveis basais de acumulo de placa e incidéncia de caries, enquanto aqueles
alimentados de sacarose apresentaram formagdo de placa e indugo de caries notdveis. Mesmo a
substitui¢do de 50% de sacarose na dieta 2000 por palatinose resultou numa redu¢do marcante na
incidéncia de céries em relacfio a dieta 2000 de sacarose. J4 a substitui¢do na dieta 2000 por 14%

de palatinose resultou na indugéo de niveis similares de céries dentais aquelas induzidas pela dieta
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2000, os resultados indicam que isto pode estar ocorrendo devido a simples redugdo na

propor¢do de sacarose da dieta e ndo devido ao efeito cariostatico da palatinose.

Continuando os estudos do efeito da palatinose no desenvolvimento de caries dentais
induzidas por sacarose, em ratos infectados com S. mutans, os autores (1983b) verificaram que S.
mutans 6715 ndo utilizou palatinose e produziu uma quantidade insignificante de acido. Além
disso, demonstraram que S. mutans sorotipos a, d € g ndo fermentaram palatinose, ja os sorotipos
b, ¢, e ou f fermentaram. Foi demonstrado a formacfio de 3-ceto-derivados e também que a
sintese de glucana insolivel diminuiu significativamente na presen¢a de palatinose. E quando
houve uma substituicBo da metade de sacarose da dieta por palatinose houve decréscimo na
formag@o de cdries dentais, em ratos, quando esta foi comparada com uma dieta constituida s6 de

sacarosec.

Dentre as linhagens de Strepfococcus mutans, estudadas por OHTA e TAKAZOE (1983),
foi verificado que, a maior parte delas, foram incapazes de fermentar isomaltulose e as que
fermentaram, o fizeram muito lentamente. Foi observado pouca ou nenhuma produgdo de 4cido
na presenga de isomaltulose, por células de S. mutans. A suspensdo de placa dental ndo produziu
ou produziu pouco lactato a partir de isomaltulose quando comparada com sacarose e glucose e,
a isomaltulose ndo serviu como um substrato para a sintese de glucana insoltiivel em 4gua porém,
inibiu sua sintese a partir de sacarose. Os autores consideraram a isomaltulose como um agticar

substituto ndo cariogénico promissor.

SNODIN et alii (1983) ao estudarem os perfis toxicolégicos e a seguranga dos adogantes
ndo nutritivos, citam a palatinose hidrogenada (isomalte, Palatinit®), uma mistura equimolar de B-
D-glicopiranosideo-1,6-sorbitol e -D-glicopiranosideo-1,6-manitol, produzida a partir da
hidrogenagéo da palatinose (isomaltulose ou Lylose®), como um possivel substituto da sacarose
em varios produtos. Apesar da inexisténcia de dados quanto a sua toxicidade seus constituintes
demonstraram ser lentamente hidrolisados na mucosa intestino humano e pobremente absorvidos,

influenciando muito pouco a glicemia e a libera¢do de insulina no soro humano.

Ao relacionar substitutos nutritivos da sacarose e saude dental, GRENBY (1983),

relataram que a Palatinit®, produzida por conversfo enzimdtica da sacarose em isomaltulose,
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seguida da redugdo do residuo de frutose da isomaltulose, para a obtengio de uma mistura
equimolar de 6-glicosidil-sorbitol e manitol, foi menos cariogénica, em ratos, quando comparada
com a sacarose ¢ lactose, além disso, quando utilizadas por S. mutans produziram pouco acido e
polissacarideos extracelular a partir dela, de forma que a Palatinit® parece ser um agucar

substituto conveniente no processo de prevengdo de caries dentais.

CHEETHAM (1984), relatou a utilizagio de hexosiltransferase (glicosiltransferase) de
Erwinia rhapontici N.CP.P.B. 1578, para a bioconversdo de sacarose em palatinose. A enzima
era absolutamente substrato-especifica para sacarose (Km = 0,28M) e catalisava uma reagao
essencialmente irreversivel. A enzima apresentava um mecanismo de transglicosilagdo
intramolecular com ambos os dissacarideos (a1-6 e al-1) sendo formados através de um
intermediario comum. O autor relatou que a reagdo enzimatica apresentava uma caracteristica
intrinseca formando simultineamente isomaltulose e trealulose. Em condigdes extremas, onde o
fluxo de substrato através da coluna era interrompido, a concentragio de palatinose decrescia e a

de trealulose aumentava lentamente.

BIBBY e FU (1985) em estudo in vitro compararam a capacidade da placa dental natural
de seres humanos converter adogantes, entre eles a palatinose, para acidos. Os autores utilizaram
trés diferentes concentragdes de adogantes (0,1, 1.0 e 10%) e observaram que a isomaltulose ao
ser metabolizada, resultou num menor valor de pH, em relag@o aos outros adogantes utilizados no
teste. Ja xilitol, sacarina e aspartame em concentragdes mais altas, mostraram um valor de pH
mais alto, ao contrario do que ocorreu com os outros adogantes utilizados. A formagéo de acido a

partir da sacarose foi influenciada por todos os adogantes testados.

KAWAI et alii (1985) descreveram as variagdes glicémicas e a concentragao de insulina
liberada em resposta a ingestio de palatinose e de sacarose. Com a administragdo de sacarose, a
glicemia aumentou muito rapidamente até atingir um pico apds 30 minutos, retornando ao nivel
basal apds 90 minutos, enquanto que, apés a administragdo de palatinose a concentragdo
glicémica aumentou gradualmente a partir do nivel basal e se manteve quase que constante
(aproximadamente 110mg/dl) durante todo o periodo experimental. Ja a concentragdo plasmatica

de insulina apds a ingestio de palatinose foi significativamente menor do que aquela apds a
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administragdo de sacarose. Os autores sugeriram que a diferenga se deve a digestibilidade mais
lenta da palatinose comparada com a da sacarose, de forma que, sua absor¢do também ocorre
mais lentamente. Os autores sugeriram que a palatinose poderia ser utilizada como adogante para

pacientes diabéticos.

BUCKE et alii (1986), descreveram um método para reduzir a formag@o de placa dentaria,
causada por Strepfococcus mutans, pela substituicdo de parte da sacarose, utilizada na manufatura

de produtos n3o alcoolicos para o consumo humano e animal, por palatinose.

MINAMI et alii (1990) comparando a caracteristica de utilizagdo de alguns analogos da
sacarose por linhagens de microrganismoé formadores de placas dentarias, verificaram que todas
as linhagens de S. mutans e S. sobrinus, independentemente do seu sorotipo, produziram
quantidades insignificantes de acido a partir de analogos da sacarose, por exemplo, palatinose,
trealulose, turanose e maltulose ao contrario do que ocorre na presenga de sacarose. Encontraram
também, que os andlogos da sacarose ndo serviam como substrato para a glicosiltransferase de S.
mutans e S. sobrinus e mostraram efeito inibitorio na sintese de glucana a partir de sacarose. Foi
verificado também, que o valor de Km para a glicosiltransferase foi aumentado na presenga de
palatinose. O valor de Vmax, também aumentou quando palatinose foi incorporada ao sistema de
reagdo contendo glicosiltransferase e sacarose. Além disso, S. mutans 8148 ndo teve sua
aderéncia a superficie de vidro inibida pelos analogos da sacarose enquanto que a aderéncia de S.

sobrinus 6715 foi inibida pelos analogos da sacarose, exceto pela turanose.

IIJIMA et alii (1990) descreveram uma patente de produgdo de leite condensado adogado
com palatinose e xarope de palatinose, menos cariogénico, de sabor doce e com propriedades
fisicas equivalentes ao leite condensado contendo sacarose. O produto apresentou boas

caracteristicas durante armazenamento sem a cristalizagdo da palatinose.

Ao revisar alguns trabalhos relativos a cariogenicidade da palatinose, em ratos,

HAVENAAR (1987) concluiu que a palatinose parece ser um adogante de baixa cariogenicidade.

Em 1983, MACDONALD & DANIEL estudaram a biodisponibilidade da isomaltulose
utilizarido ratos e relataram que a palatinose (20% do total da dieta) foi quase que totalmente

hidrolisada no duodeno e, a glicose e frutose liberadas foram reabsorvidas. Os autores sugeriram
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que a ingestdo de palatinose n@o provoca nenhum tipo de distlirbio gastrointestinal. Estudos
metabdlicos mostram que a hidrélise da palatinose € mais lenta do que a sacarose, ZIESENITZ &

SIEBERT (1987) e TAKAZOE (1989).

IMFELD (1983) ressaltou a aplicagdo de agucares altenativos que substituem os agucares
acidogénicos e reduzem a incidéncia de caries dentais. A palatinose foi citada como agtcar
alternativo em produtos de confeitaria com a finalidade de reduzir a céarie dental. E o agucar-
alcool Palatinit®, obtido por hidrogenagdio da palatinose, foi descrito como adequado para

diabéticos, tendo aplicagGes em balas, caramelos, gomas de mascar, chocolates, sorvetes, geléias,

bolos, bebidas, etc.

TOPITSOGLOU et alii (1984) relataram que havia diminui¢éo significativa na produgéo
de 4cidos e glucanas por microrganismos da placa dentdria humana, apds ingestdo de isomaltulose
comparado com a sacarose. Outros estudos descritos por ZIESENITZ e SIEBERT (1987),
TAKAZOE» (1989) também mostram que a palatinose apresenta menor cariogenicidade do que a

sacarose. Vadrias linhagens de Streprococcus mutans ndo utilizam a palatinose.

Os carboidratos sdo essenciais na inicia¢do e progressdo da cérie dental. A substitui¢do da
sacarose, um agucar altamente cariogénico, pode ser uma solugdo no controle e prevengéo das
céries. Dentre os substitutos da sacarose, a palatinose (isomaltulose) demonstrou uma redugéo na

produg#o de lactato, redugdo na sintese de glucana insoluvel (TAKAZOE, 1985).

Em ratos alimentados com dieta Keyes 2000, contendo isomaltulose 56%, ao invés de
sacarose € infectados com Streptococcus mutans E-49, SASAKI et alii (1985) demonstraram que
a isomaltulose foi significativamente menos cariogénica do que sacarose e que a substituicdo da
sacarose por isomaltulose reduziu a incidéncia de caries. Apés 8 semanas de experimento, O
ganho de peso em ratos alimentados com dieta contendo 56% de sacarose ou 56% de palatinose,
ou ainda, pela dieta formada pela mistura de sacarose 38,5% e isomaltulose 17,5% foram

similares. Além disto, estes grupos nfo demonstraram sintomas clinicos de distirbios intestinais.

CHEETHAN et alii (1985) descreveram algumas caracteristicas da isomaltulose. A
isomaltulose é um dissacarideo solivel em uma concentrago de até 37 g/100ml de 4gua a 20°C,

tem ponto de fusdo na faixa de 118-122°C, apresenta 37% da dogura da sacarose em uma
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concentragio de 7% (p/v) em 4gua, é estavel & hidrolise acida na faixa de pH 2,5-6,0; €
hidrolisada pela enzima isomaltase do complexo sacarose-isomaltase localizado no intestino

delgado humano e os monossacarideos resultantes sdo metabolizados rapidamente.

A forma cristalina e o xarope de palatinose sdo produzidos industrialmente no Japdo
(BIRCKHED et alii, 1985). A isomaltulose, no Jap@o, € utilizada como substituto em confeitos,
chocolates, gomas de mascar e biscoitos (CLARKE, 1989; NEWBRUN, 1991; KHAN, 1994).
Em 1989, CLARKE relatou que aproximadamente 5.000 toneladas de isomaltulose foram usadas
na produgio de balas ndo cariogénicas, e que no mercado japonés o custo aproximado da
isomaltulose era duas vezes e meia superior ao custo da saéarose. De acordo com KLAN (1994)
a isomaltulose é produzida em escala industrial a partir de sacarose usando o-glicosiltransferase
de Protaminobacter rubrum. No Japdo, a palatinose € usada como um adogante néo cariogénico.
Na Alemanha, a companhia Siiddzucker GmbH também produz isomaltulose usando tecnologia
similar, convertendo isomaltulose em isomalte por hidrogenagio catalitica. A isomaltulose
(Palatinose) e o isomalte (Palatinit) estdo sendo desenvolvidos como ingredientes de alimentos de

" caloria reduzida e ndo cariogénicos.

Estudos realizados por OOSHIMA et alii (1990) com 15 voluntarios submetidos a uma
dieta e higiene oral controlada demonstraram, apos a ingestdo de palatinose, uma redugdo no
indice de placa e diminuigdo de Sfreptococcus mutans na saliva a niveis abaixo do basal quando
comparada com a sacarose. Os autores sugeriram que a isomaltulose € um substituto promissor

da sacarose.

OOSHIMA et alii (1991), estudando o efeito da trealulose e da palatinose na indug@o de
caries dentais em ratos infectados com Streptococcus mutans, afirmaram que a palatinose induziu
a uma formagio insignificante de caries dentais em grupos de ratos alimentados com dieta
contendo 56% de palatinose e, o indice de placa também foi baixo em relagdo a animais
alimentados de dieta contendo outros agucares. Além disso, neste estudo, ndo foi reconhecido
nenhum efeito cariostatico da palatinose e também foi demonstrado que a palatinose bem como a

trealulose e maltulose inibem moderadamente a atividade de glicosiltransferase de S.mutans.
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A conversdo enzimdtica da sacarose para isorﬂéitulose e sua posterior hidrogenagéo
quimica em isomalte [a-D-glicopiranosil 1,6 manitol (GMP) + a-D-glicopiranosil 1,6 sorbitol
(GPS), tem sido descrita como uma alternativa para produgdo de adogante ndo cariogénico e
dietético (BUCHHOLZ, 1987; BOUTIN, 1992). Neste processo, a isomaltulose ou palatinose,
apos cristalizagdo, € hidrogenada quimicamente para isomalte, que é um adogante que apresenta
45-60% da dogura da sacarose em solug¢do aquosa a 20°C. O isomalte € altamente resistente ao
aquecimento, modificagdes quimicas e enziméticas. Tem ponto de fus@io na faixa de 145-150°C.
Sua densidade e viscosidade sfo similares a sacarose. Em comparagdo com outros agucares
dlcoois, tais como manitol, sorbitol e xilitol, o isomalte tem uma tendéncia maior para
cristalizagio e menor higroscopicidade. De acordo com STRATER (1985) o isomalte causa
altera¢Ges insignificantes nos niveis glicémicos e insulina, ndo apresenta gosto residual metalico
como os adogantes intensos como por exemplo, sacarina, ciclamato e aspartame. E um agente nio
redutor, ndo reage com outros ingredientes do alimento, por exemplo, aminoacidos, que podem
causar a reagéo de Maillard e ¢ um dissacarideo extremamente estavel, ndo higroscépico com vida

de prateleira aumentada.

Devido as suas propriedades, o isomalte pode ser usado como substituto da sacarose em
produtos alimenticios de baixa caloria e sdo adequados para diabéticos (BOLLINGER, 1988;
BAER, 1991). Na Europa, o isomalte estd sendo empregado em produtos tais como chocolates,
caramelos ¢ gomas devido a caracteristica nfo cariogénica. Em panifica¢@io, o isomalte pode
substituir a sacarose na propor¢do 1:1. Pode ser usado também na preparagdo 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

combinados (IRWIN, 1990; BOUTIN, 1992).

A isomaltulose pode ser encontrada em escala industrial e tem sido descrita como um
intermedidrio para a sintese de outras substincias de interesse industrial, como na produgéo de
polimeros e surfactantes (KUNZ, 1991). NOLL-BORCHERS et alii (1993), relataram a
modificagfio microbiana da isomaltulose para 3-ceto-isomaltulose pela agdo da D-glucosideo-3-

desidrogenase de Agrobacterium tumefaciens. Para esta modificagdo, um processo oxidativo foi
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otimizado: 40 a 60g/l de isomaltulose, massa celular de Agrobacterium tumefaciens 50g/l,
saturagdo de oxigénio 20 a 30%, pH 7 controlado pela adi¢do automatica de NaOH e temperatura
de 28°C. WALTER et alii (1995) estudaram a obtengdo de derivados de dissacarideos por
oxidagdo enzimatica, dentre eles a palatinose. Neste processo foi estudado a cinética de oxidagdo
enzimatica da palatinose para obtengdo de 3-cetoisomaltulose. Os autores utilizaram a enzima D-
glucosideo-3 desidrogenase de Agrobacterium tumefaciens NCPPB396 e verificaram que o
processo oxidativo era dependente de vérios fatores, dentre eles a concentragdo de oxigénio ¢ a

concentragdo dos dissacarideos.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos:

e Agitador incubador, mod. G-25 - New Brunswick Scientific Co. Inc.
e Banhos de dgua de temperatura controlada Fanem.

o Centrifuga refrigerada, mod. J2-21, Beckman.

o Estufas Bacterioldgicas de temperatura controlada Fanem.
e Estufa BOD Fanem.

¢ Mini-fermentador New Brunswick Scientific Ind. Co. Inc.
e Coletor de Fragdes Fox 200™. ISCO, Inc.

e Espectrofotdmetro Beckman, mod. DU-70.

e Espectrofotometro Coleman 295 E.

e Potencidmetros Digimed DMPH-2.

e Ultrasonicador - Ultratip Labsonic, Lab Line, mod. 9100.
e Sistema Ultrafiltrador - Amicon, mod. TCF,/TCF 2A.

e (Camara Climética, mod 346, Fanem.

3.2. Métodos:

3.2.1. Isolamento e selecio de microrganismos capazes de converter sacarose em

isomaltulose:

3.2.1.1. Coleta de amostra para isolamento de microrganismos capazes de converter
sacarose em isomaltulose:
Amostras de mel, flores, frutas, caldo, melago e mosto de usinas de élcool e agucar, foram

coletadas de diferentes regides do Brasil.
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3.2.1.2. Isolamento de microrganismos:

Cerca de 0,5-1,0g de amostra foram adicionadas em tubos de ensaio (15 x 150mm)
contendo 5 ml de agua destilada previamente esterilizados. Apds agitagdo dos tlibos, o liquido
sobrenadante foi inoculado em placas de Petri contendo meio de cultura 1 composto de 4% de
sacarose, 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne e 2% de agar. As placas foram incubadas a
30°C durante 24 a 48 horas. As colonias isoladas e morfologicamente distintas foram repicadas
em tubos contendo o meio de cultura previamente esterilizados e os tubos foram incubados a
30°C até o desenvolvimento satisfatério das culturas. Para a obtenc¢éo de culturas puras, os
microrganismos foram ressuspendidos em tubos contendo Sml de 4gua estéril e os sobrenadantes
foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura 1 como descrito anteriormente.
Ap0s incubagdo a 30°C, as coldnias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo
meio de cultura 1 previamente esterilizados. Os tubos de ensaio foram incubados a 30°C durante
24 horas. Para conservagdo dos microrganismos, adicionou-se vaselina estéril aos tubos de ensaio
e as culturas foram mantidas a 5°C com repicagem a cada 30-60 dias. As linhagens isoladas foram

testadas quanto a capacidade de transformar sacarose em isomaltulose como descrito a seguir.

3.2.1.3. Selecdo de microrganismos capazes de converter sacarose em isomaltulose:

Os microrganismos isolados foram inoculados em frascos de 50ml contendo 10ml de meio
de cultura constituido de 4% de sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne (LUND &
WYATT, 1973). Os frascos foram incubados em agitador rotatério a 200 rpm durante 72 horas a
30°C. Aliquotas de 1ml de meio de cultura foram transferidos para tubos Eppendorf de 1,5ml
apos 24, 48 e 72 horas de fermentag8io. As amostras foram centrifugadas a 6000 rpm durante 3
minutos e os sobrenadantes foram testados quanto a presenga de isomaltulose através de

cromatografia em papel.
3.2.1.4. Cromatografia de aglicares em papel:

A cromatografia de agucares em papel foi realizada em papel Whatman n°1 previamente

tratado com &acido bérico 0,25M. O sistema de solventes utilizado para a cromatografia
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descendente em papel foi acetato de etila:isopropanol:agua destilada na propor¢do 6:3:1 (v/v),
respectivamente.

O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi de aproximadamente 15 horas para fita
de papel de 46cm de comprimento. Utilizou-se os agtlicares padrdes sacarose, glicose, frutose e
isomaltulose para comparagdo. Os agucares foram revelados com anilina-difenilamina-acido

fosférico (SCHWIMMER & BEVENUE, 1956).

3.2.1.5. Determinacio da atividade enzimatica de glicosiltransferase:

A atividade da enzima glicosiltransferase foi determinada pelo aumento do poder redutor
de uma solu¢io contendo sacarose como descrito por NAGAI-MIYATA et alii (1993) e
UEKANE (1993) com modificagdes. A mistura de 900l da solugdo 10% de sacarose em tamp@o
citrato-fosfato 0,05M pH6,0 e 100ul de solugdo enzimética foi incubada a 40°C ou na
temperatura indicada por 20 minutos. Os aguicares redutores formados foram determinados pelo
método de SOMOGYI-NELSON (1944), utilizando-se isomaltulose como padrdo. Para o ajuste
do espectrofotdmetro utilizou-se Branco substituindo-se 100ul de amostra por 100ul de agua
destilada na mistura de reacdo. Este teste foi realizado em triplicata. Uma unidade de
glicosiltransferase foi definida como a quantidade de enzima que libera um pmol de

isomaltulose/minuto/ml da enzima a partir de sacarose sob as mesmas condigdes do ensaio.

3.2.2. Identificagio da linhagem produtora de glicosiltransferase:

Para a identificagio da linhagem D-12 foram testados: produgdo de indol, produgdo de
H,S, reagdo de VM e VP, utilizagdo de citrato, redugdo de nitrato, produgdo de urease, produgdo
de oxidase, produgdo de catalase, hidrélise de gelatina, produgdo de ornitina descarboxilase,
arginina descarboxilase, lisina descarboxilase, produgdo de fenilalanina desaminase, produgdo de
4cidos a partir de: arabinose, inositol, lactose, maltose, manitol, sorbitol, sacarose e xilose, de
acordo com MAC FADDIM (1980) e HOLT et alii (1994). Foram utilizadas para comparagio as
linhagens padrdes de Klebsiella sp. 192, Klebsiella sp. n°18 e Salmonella enteritidis.
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3.2.3. Estudo da produgio de glicosiltransferase pela linhagem D-12 em diferentes meios de

cultura:

A linhagem D-12 foi testada quanto a produgdo de glicosiltransferase em diferentes meios

de cultura. A TABELA 1 mostra a composigdo dos meios de cultura.

TABELA 1- COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4
Lund e Wyatt Bender e Wallerifels Sugimoto et alii Ueda e Ohba
(1973) (1961) (1974) (1972)

Sacarose 4% 4% 4% 4%
Peptona 1% 0,8%
Extrato de carne 0,4%
Glutamato 0,4%
KH2PO4 0,1% 0,1% 0,1%
MgS04 7TH20 0,05% 0,05% 0,05%
NaNO3 ' 0,5% 0,25%
KCl 0,05% 0,05%
(NH3)2HPO4 0,15%
FeCl3.6H20 : 0,001%
NaCl2.4H20 0,001%
FeSO4. TH20 0,001%
K»2S04 0,2%
CH3COONH4 0,75%
NaCl 0,001%
pH 7,0 7,0 7,0 7,0

O meio de cultura 1 descrito por LUND & WYATT (1973) para a conversdo de sacarose
em isomaltulose pela linhagem Erwinia carotovora var. atroseptica G-120 foi testado para a
produgdo de glicosiltransferase pela linhagem D-12. Os meios de cultura utilizados anteriormente
por BENDER e WALLENFELS (1961) para a produgéo de pululanase de Aerobacter aerogenes
e por SUGIMOTO et alii (1974) para a produgio de isoamilase por Pseudomonas SB 15 foram
testados para a produgdo de glicosiltransferase substituindo-se a fonte de carbono por 4% de

sacarose. O meio de cultura descrito anteriormente por UEDA e OHBA (1972) para a produgdo
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de pululanase de Aerobacter aerogenes também foi testado para a produgdo de glicosiltransferase
substituindo-se a fonte de carbono (amido) por 4% de sacarose.

A cultura jovem da linhagem D-12 foi inoculada com alga em frascos de Erlenmeyer de
50ml contendo 10ml dos meios 1, 2, 3 e 4 ajustados a pH7,0 descritos na TABELA 1,
previamente esterilizados e os frascos foram incubados em agitador rotatorio a 200rpm a 30°C.
As amostras foram retiradas apos 24, 48 e 72 horas de fermentagdo, centrifugadas a 20.000rpm
por 10 minutos e foram testadas a atividade de glicosiltransferase no sobrenadante do meio de

cultura e na massa celular como descrito a seguir.

3.2.3.1. Determinagio da atividade de glicosiltransferase no sobrenadante do meio de
cultura:

A atividade de glicosiltransferase no sobrenadante dos meios de cultura n°1, 2, 3 e 4
obtidos de acordo com o item 3.2.3 foi determinado como descrito no item 3.2.1.5. na
temperatura de 35°C. Para controle determinou-se a concentragdo de aglcares redutores

presentes nos sobrenadantes dos meios de cultura.

3.2.3.2. Determinacio da atividade de glicosiltransferase no sobrenadante da massa celular
sonicada:

A massa celular resultante da centrifugagdo dos meios de cultura n°1, 2, 3 e 4 da linhagem
D-12 foi lavada 3 vezes com agua destilada. Em seguida, a massa celular foi ressuspendida em
15ml de 4gua destilada e a suspensdo celular, resfriada a 5°C, foi submetida a tratamento em
ultrasonicador por 20 segundos a 180-200W. Apods a lise da parede celular as amostras foram
centrifugadas a 20.000rpm durante 10 minutos e a atividade de glicosiltransferase foi determinada

no sobrenadante como descrito anteriormente no item 3.2.1.5.



3.2.4. Efeito da concentracao de sacarose e peptona no meio de cultura na producio de

glicosiltransferase pela linhagem D-12:

3.2.4.1. Efeito da concentracio de sacarose no meio de cultura na producio de
glicosiltransferase pela linhagem D-12:

Para o estudo do efeito da concentragido do carboidrato sacarose, no meio de cultura, na
produgdo de glicosiltransferase, foram utilizados meios constituidos de 1% de peptona, 0,4% de
extrato de carne e concentragdes de sacarose variavel entre 0 a 10%. Os frascos Erlenmeyer de
250ml contendo 50ml de meio de cultura foram inoculados com 200ul de uma suspensdo
homogénea de uma cultura de 24 horas do microrganismo D-12 em agua destilada estéril. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério a 200 rpm a 30°C por 24 e 48 horas. Apos o
periodo de incubagdo a massa celular foi lavada duas vezes com agua destilada para a
determinagdo do crescimento celular como descrito no item 3.2.4.1.1. e, a atividade de
glicosiltransferase no sobrenadante da massa celular sonicada foi determinada apos trés lavagens
das massas celulares como descrito no item 3.2.4.1.2. na temperatura de 35°C. Este teste foi

realizado em triplicata.

3.2.4.1.1. Determinacdo da massa celular seca:

Para a determinagio da produg@o de massa celular seca tragou-se a curva Absorbancia X
Massa celular seca (mg/ml). A linhagem D-12 foi inoculada separadamente em frascos Erlenmeyer
de 250ml contendo 50ml de meio de cultura composto de 4% de sacarose, 1% de peptona e 0,4%
de extrato de carne.

Apbs a incubagdo a 30°C durante 24horas, 750ml do meio de cultura da linhagem D-12
foram centrifugados a 11.000 rpm a 5°C durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e a
massa celular foi lavada trés vezes com 4gua destilada. A massa celular da linhagem D-12 foi
ressuspendida em 30ml de 4gua destilada. A partir da suspensio da linhagem D-12 foram
preparadas diluigdes para medida de absorbéncia a 660nm, contra 4dgua destilada. Aliquotas de
5ml da suspensdo da linhagem D-12 testadas em duplicata foram submetidas a secagem em estufa

a 100°C até a obtengdo de peso constante.
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3.2.4.1.2. Extragio da glicosiltransferase intracelular da linhagem D-12:

A massa celular resultante da centrifugagdo do meio de cultura para a fermentagdo da
linhagem D-12 foi lavada 3 vezes com agua destilada. Em seguida, a massa celular foi
ressuspendida em 20ml de agua destilada e a suspensdo celular, resfriada a 5°C, foi submetida a
tratamento em ultrasonicador por 20 segundos a 180-200W. Apoés a lise da parede celular a
amostra foi centrifugada a 11.000 rpm durante 15 minutos e a atividade de glicosiltransferase foi

determinada no sobrenadante como descrito no item 3.2.1.5. na temperatura de 35°C.

3.2.4.2. Efeito da concentracio de peptona no meio de cultura na produgio de
glicosiltransferase pela linhagem D-12:

No estudo do efeito da concentragdo de peptona no meio de cultura, na produgdo de
glicosiltransferase pela linhagem D-12, foi utilizado meio constituido de 6% de sacarose, 0,4% de
extrato de camne e concentragdes variaveis de peptona na faixa de 0 a 7%. Os frascos Erlenmeyer
de 250ml contendo 50ml de meio de cultura foram inoculados com 200ul de uma suspensio
homogénea de uma cultura jovem do microrganismo D-12 em agua destilada estéril. Os frascos
foram incubados em agitador rotatério a 200 rpm a 30°C por 24 horas. Apo6s o periodo de
incubagdo a massa celular foi lavada duas vezes com 4gua destilada para a determinagdo do
crescimento celular como descrito no tem 3.2.4.1.1. e, a atividade de glicosiltransferase no
sobrenadante da massa celular sonicada foi determinada ap0s trés lavagens da massa celular como

descrito no item 3.2.4.1.2. na temperatura de 35°C. Este teste foi realizado em triplicata.

3.2.5. Estudo da relacfio entre tempo de fermentacio, alteragio do pH do meio de cultura,
crescimento do microrganismo e produgio de enzima a 28°C, 30°C e 35°C:

A linhagem D-12 que apresentou atividade de glicosiltransferase, capaz de converter
sacarose em isomaltulose, foi utilizada para os estudos de produgdo de glicosiltransferase em

mini-fermentador de 2 litros.
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3.2.5.1. Preparacio do indculo:

Para a preparagfo do in6culo, aliquotas de 100p1 de suspenséo celular da linhagem D-12
em 4agua destilada estéril foi inoculada assepticamente em dois frascos de Erlenmeyer de 250ml
contendo 50ml do meio de cultura constituido de 6% de sacarose, 6% de peptona e 0,4% de
extrato de carne. Os frascos de Erlenmeyer foram incubados a 30°C em agitador rotatério a

200rpm por um periodo de 12 horas.

3.2.5.2. Fermentac¢io:

A fermentagdio foi realizada em mini-fermentador de 2 litros. Adicionou-se assepticamente
100ml do inéculo preparado de acordo com o item anterior e 1ml de dleo de soja estéril como
antiespumante ao frasco de cultura contendo 1.100ml de meio de cultura previamente esterilizado.
A fermentacdo foi realizada a 28°C, 30°C e 35°C, mantendo-se aeragdo de lvvm
(volume/volume/minuto) e agitagdo constante. As amostras do meio de cultura foram retiradas em
diferentes tempos de fermentagfio para a determinagdo dos pardmetros: altera¢do do pH do meio
de cultura, crescimento do microrganismo de acordo com o item 3.2.5.3. ¢ determinagdo da
atividade enzimatica. A atividade de glicosiltransferase foi determinada, no sobrenadante da massa
celular sonicada de acordo com o método descrito no item 3.2.1.5. Para a extragfio da
glicosiltransferase intracelular 20ml de suspensdo de células em 4gua destilada, provenientes de
50ml do meio de fermentagio, foi submetida a ultrasonicagdo durante 20 segundos a 200 Watts,

como descrito no item 3.2.4.1.2.

3.2.5.3. Determinacéo do Crescimento do Microrganismo:

O crescimento celular foi determinado espectrofotometricamente pela leitura da
absorbancia a 660nm. Apdés a fermentagio, amostras de 50ml do meio de cultura foram
centrifugados a 11.000rpm a 5°C durante 15 minutos. Os sobrenadantes foram descartados € as
massas celulares foram lavadas duas vezes com 4gua destilada nas mesmas condig¢des descritas
acima. As massas celulares assim obtidas foram ressuspendidas em 50ml de 4gua destilada e,
quando necessdrio, as suspensdes foram diluidas. A leitura de absorbincia das amostras foram

realizadas contra agua destilada a 660nm.

26



3.2.6. Producio e Purificacdo da Glicosiltransferase:

3.2.6.1. Producio da Glicosiltransferase:

Para a produgdo de glicosiltransferase, a linhagem D-12, foi inoculada em frascos de
Erlenmeyer de 250ml contendo 50ml de meio de cultura constituido de 6% de sacarose, 6% de
peptona e 0,4% extrato de carne. Os frascos esterilizados foram inoculados com 12,5ml de
inoculo preparado de acordo como item 3.2.5.1. e incubados em agitador rotatdrio a velocidade
constante de 200rpm, a 30°C durante 8 horas. Apos a fermentagdo, o sobrenadante do meio de
cultura e a massa celular foram separados por centrifugagdo a 11.000rpm durante 15 minutos a
5°C. Para a extra¢do da enzima glicosiltransferase, a massa celular foi lavada 3 vezes com agua
destilada nas mesmas condigdes descritas anteriormente. Apés a Gltima lavagem, as células foram
ressuspendidas em 100ml de 4gua destilada e rompida por oscilagdo ultrasdnica durante 1 minuto
e 20 segundos. A amostra foi centrifugada nas condigdes descritas acima. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi utilizado como preparagdo enzimatica bruta a ser purificada de
acordo com o item 3.2.6.2. A atividade de glicosiltransferase no sobrenadante da massa celular
sonicada foi determinada de acordo com o item 3.2.1.5. A concentragdo de proteina das solugdes
enzimaticas, foi determinada de acordo com o método de Lowry modificado por HARTREE

(1972).

3.2.6.2. Purificacio da Glicosiltransferase:

3.2.6.2.1. Cromatografia da Glicosiltransferase em Coluna de DEAE-Sephadex A-50

Cerca de 7g de DEAE-Sephadex A-50 foi equilibrada com tampdo citrato-fosfato 0,05M
pH7,0.

Uma aliquota de 50ml de solugdo enzimatica de glicosiltransferase da linhagem D-12
contendo 731 unidades de atividade obtida de acordo com o item 3.2.6.1. foi aplicada em coluna
de DEAE-Sephadex A-50 de 2,5cm de didmetro e 40cm de comprimento e equilibrada com
tampdo citrato-fosfato 0,05M pH7,0. A amostra foi eluida da coluna pela aplicagdo de 300ml de

‘tampio citrato-fosfato 0,05M pH7,0 e quantidades alternadas de 100ml e 200ml de tamp@o
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citrato-fosfato 0,05M pH7,0 contendo concentragdes crescentes de NaCl 0,1; 0,2; 0,3;... a
0,9M), sucessivamente e, em seguida, 500ml do mesmo tampéo contendo a concentragdo de 1M
de NaCl. As fragdes de Sml foram coletadas a cada 30 minutos utilizando-se coletor de fragdes. O
curso da eluigdo das proteinas da coluna foi acompanhado pela medida de absorbancia a 280nm.
A atividade enzimitica das fragSes foi determinada de acordo com o item 3.2.1.5. As fracdes de
n°14 a 27 foram reunidas num total de 70ml. Destes 70ml, 50ml foram aplicados em coluna de

DEAE-Sepharose CL-6B de acordo com o método descrito a seguir.

3.2.6.2.2. Cromatografia da Glicosiltransferase em Coluna de DEAE-Sepharose CL-6B:

Cerca de 200ml de DEAE-Sepharose CL-6B foi equilibrada com tampéo citrato-fosfato
0,05M pH7.0.

A amostra de 50ml de solugdio enzimética obtida de acordo com o método descrito no
item 3.2.6.2.1., contendo 583,1 unidades de atividade, foi aplicada em coluna de DEAE-
Sepharose CL-6B de 2,5cm de didmetro e 40cm de comprimento. Iniciou-se a eluigio com 300ml
de tampéo citrato-fosfato 0,05M pH7,0, seguida da aplicagdo de 100ml do mesmo tampdo
contendo concentragdo de 0,1M de NaCl e da aplicagdo de 495ml do mesmo tampdo contendo
concentragdo 1M de NaCl, consecutivamente. As fragdes de 5ml foram coletadas utilizando-se
coletor de fragdes. O curso de elui¢do das proteinas foi acompanhado pela medida da absorbéncia
a 280nm e pela determinagdo da atividade de glicosiltransferase de acordo com o método descrito
no item 3.2.1.5. As fragSes de n°18 a 28 contendo atividade de glicosiltransferase foram reunidas

num total de 55ml e conservada em congelador.
3.2.7. Caracterizagiio da Glicosiltransferase Purificada da linhagem D-12:

A glicosiltransferase da linhagem D-12 purificada de acordo com os procedimentos

descritos no item 3.2.6.2.2. foi utilizada para o estudo de caracterizagdo da enzima.
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3.2.7.1. Efeito da Concentragio do Substrato na Atividade Enzimatica:

No estudo do efeito da concentragdo de substrato, o sistema de reagfio foi constituido de
100u1 de solugdo de glicosiltransferase purificada contendo 0,10 unidades de atividade e 900p1 de
solugdio de sacarose, em tampéo citrato-fosfato 0,05M pH6,0, na concentragio em relagdo ao
volume final, varidvel entre 0,03M e 0,3M. As misturas de reacfio foram incubadas durante 20
minutos em banho de 4gua termostatizado a 40°C e a atividade de glicosiltransferase foi
determinada de acordo com o item 3.2.1.5. A constante de Michaelis-Menten (Km) ¢ a velocidade
maxima (Vmax) foram determinados segundo o sistema grifico de LINEWEAVER-BURK
(1934).

3.2.7.2. Efeito do pH na Atividade Enzimatica:

Para o estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, o sistema de reagdo foi constituido
de 100ul de solugdo de glicosiltransferase purificada, obtido da linhagem D-12, contendo 0,10
unidades de atividade, 650ul de solugdo de sacarose 13,84% e 250ul de tampdo 0,2M citrato-
fosfato, fosfato de sddio, acetato ou borato em diferentes pHs, que foram usados dentro dos
limites de sua a¢do tamponante: citrato-fosfato 2,6 a 7,0, fosfato de sodio 5,0 a 8,0, acetato 3,6 a
5,5 e borato 8,0 a 9,0. As misturas de reagdo foram incubadas a 40°C em banho de 4agua
termostatizado por 20 minutos. Apés a incubagdo, a atividade de glicosiltransferase foi
determinada de acordo com o item 3.2.1.5., sendo considerada a atividade relativa para efeito de

comparagdo. Este teste foi realizado em triplicata.

3.2.7.3. Efeito do pH na Estabilidade da Enzima Purificada:

Para o estudo do efeito do pH na atividade da enzima, 50ul da solugdo de
glicosiltransferase purificada obtida da linhagem D-12 contendo 0,05 unidades de atividade e 50ul
de solugdes tampdo 0,2M citrato-fosfato 2,6 a 7,0, fosfato de sédio 5,0 a 8,0, acetato 3,6 a 5,5 ¢
borato 8,0 a 9,0 foi incubada durante 24 horas a 5°C. A atividade residual foi determinada pela
adi¢cdo de 900pl de sacarose 10% em tampdo citrato-fosfato 0,2M pH6,0 as solugdes enzimaticas

e as misturas de reagdo foram incubadas a 40°C durante 20 minutos. A atividade de
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glicosiltransferase foi determinada de acordo com o item 3.2.1.5., sendo considerada a atividade

relativa para efeito de comparagfo. Este teste foi realizado em triplicata.

3.2.7.4. Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica:

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade enzimética, o sistema de reagdo foi
constituido de 900ul de sacarose 10% em tampdo citrato-fosfato 0,05M pH6,0 ¢ 100pl de
solu¢do de glicosiltransferase purificada obtida da linhagem D-12 contendo 0,10 unidades de
atividade. A mistura de reagdo foi incubada em diferentes temperaturas de 10 a 70°C durante 20
minutos. Os agtcares redutores formados foram determinados pelo método de SOMOGYI-
NELSON (1944) como descrito no item 3.2.1.5., sendo considerada a atividade relativa para

efeito de comparaggo. Este teste foi realizado em triplicata.

3.2.7.5. Efeito da Temperatura na Estabilidade Enzimatica:

Para o estudo da termoestabilidade da glicosiltransferase purificada da linhagem D-12,
amostras de 100ul de solugdo enzimdtica, contendo 0,10 unidades de atividade, em tampdo
citrato-fosfato 0,05M pH6,0 foram adicionadas em tubos os quais foram incubados em diferentes
temperaturas na faixa entre 10 a 70°C durante 1 hora, 3 horas, 5 horas e 24 horas. Apds o
tratamento térmico, os tubos contendo 100ul de solu¢do de glicosiltransferase foram resfriados e
a atividade residual foi determinada de acordo com o item 3.2.1.5. Este teste foi realizado em

triplicata.

3.2.7.6. Efeito de Sais Minerais e outros Compostos Inorginicos na Atividade da
Glicosiltransferase:

O efeito de sais minerais na atividade enzimatica foi verificado dentro da faixa de
concentragdo onde ndo havia interferéncia com o método de determinagdo de atividade. Para o
estudo do efeito de sais minerais na atividade de glicosiltransferase, o sistema de reagfo foi
constituido de 800l de solugdo de sacarose 11,25% em tampéo citrato-fosfato 0,05M pHS6,0,
100pl da solugdo enzimética purificada contendo 0,10 unidades de atividade e 100ul de solugéo

contendo um dos seguintes compostos: CuSO4, KCl, MgSO,;, MnSOs, CaCl,, BaCl, CoCl,,
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HgCl,, AgNO;, NaCl, ZnCl,, FeCls, Pb(CH3COO), e Na,HAsO; na concentragio de 0,1, 1,0 e 10
mM de sal em relagdo ao volume final da mistura de reagdo. Ap6s 20 minutos de incubagfo a
40°C, os agucares redutores liberados foram determinados pelo método de SOMOGYI-NELSON
(1944) como descrito no item 3.2.1.5. Utilizou-se Branco substituindo-se 100ul da enzima por

100pl de 4dgua destilada na mistura de reag&o.

3.2.7.7. Efeito de Inibidores na Atividade da Glicosiltransferase:

O efeito de inibidores de enzimas foi verificado de forma similar ao efeito de sais minerais
na atividade enzimatica. Para o estudo do efeito de inibidores na atividade da glicosiltransferase, o
sistema de reagfo foi constituido de 800ul de solugio de sacarose 11,25% em tampéo citrato-
fosfato 0,05M pH6,0, 100ul de solugdo enzimdtica purificada contendo 0,10 unidades de
atividlade e 100pul de solugdo de um dos reagentes: azida de sdédio, 4&cido
etilenodiaminotetfacético, L-cisteina, N-bromosuccinimida, p-cloromercuribenzoato,
dietilditiocarbamato de so6dio na concentragdo 0,1, 1,0 e 10mM e, iodacetamida nas
concentragdes de 0,1 e 1,0 em relagdo ao volume final da reacdo da mistura. A atividade residual
foi determinada de acordo com o método descrito no item 3.2.1.5. Utilizou-se Branco

substituindo-se 100ul de enzima por 100ul de agua destilada na mistura de reagdo.

3.2.7.8. Determinacéio do Peso Molecular da Glicosiltransferase da Linhagem D-12:

O peso molecular da enzima purificada foi estimado por filtragdo em coluna de gel de
Sephadex G-200, conforme metodologia descrita por ANDREWS (1965). As proteinas anidrase
carbOnica, albumina de soro bovino e (-amilase de batata doce (Sigma MW-GF-200) de pesos
moleculares 29.000, 66.000 e 200.000, respectivamente, foram utilizadas como padrdes.
Previamente, 50g de Sephadex G-200 foram intumescidas com 2L de solug@io KC1 0,1M durante 2
dias a 10°C e em seguida equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,05M pH7,5 contendo KC1 0,1M. As
proteinas padrdes e a enzima purificada foram dissolvidas em 3 ml de solugdo tampdo e percoladas
em coluna de Sephadex G-200 (2cm & x 100cm de comprimento). As fra¢gdes de 2,8ml foram
coletadas a cada 15 minutos. A coluna foi caracterizada quanto ao volume de vazio com “Blue

Dextran 2000”.
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3.2.8. Aplicagiio da glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 na producio de isomaltulose a

partir de sacarose:

3.2.8.1. Efeito da temperatura na conversio de sacarose em isomaltulose:

A conversdo de sacarose em isomaltulose foi testada incubando-se 8 ml de solugdo de
sacarose em tampdo citrato-fosfato 0,05M pH6,0 para concentragdo final de 5% de substrato e
2 ml de preparagdo de glicosiltransferase bruta contendo 14,62 unidades de atividade por ml
obtida de acordo com o item 3.2.6.1. nas temperaturas de 30°, 35° e 40°C. Os agucares formados
foram analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando-se cromatoégrafo
CG-480C com detector de indice de refragio IR-CG410 a 50°C e coluna YMC-ODS-A de 4,6 X
250mm a 35°C. Utilizou-se agua filtrada em MilliQ e degaseificada como fase moével. Foram
empregados os agUcares sacarose, isomaltulose, glicose e frutose como padrdes comparativos. As
amostras e as solugdes de agucares padrdes foram filtradas em membranas de éster de celulose

0,45 pm antes de serem injetadas no cromatografo.

3.2.8.2. Aplicagdio da glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12 na produgio de
isomaltulose a partir de solu¢io 5% e 10% de sacarose a 40°C:

A mistura de 8 ml de solugiio de sacarose em tamp3o citrato-fosfato 0,05M pH 6,0 para a
concentragdo final de 5% ou 10% de substrato e 2 ml de preparagdo de glicosiltransferase bruta
obtida de acordo com o item 3.2.6.1. foi incubada a 40°C. Apés 1, 2, 4 e 8 horas de reagdo foram
retiradas aliquotas de 1 ml da mistura de reagdo e os aglicares formados foram determinados como

descrito no item anterior.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Tsolamento e selecio de microrganismos produtores de glicosiltransferase:

Apbs o isolamento de 314 linhagens de microrganismos osmofilicos, de amostras de mel,
flores, frutas, caldo, melago e mosto de usina de alcool e agicar, foi selecionada uma linhagem de
bactéria denominada D-12 produtora de glicosiltransferase, de acordo com o método descrito no
item 3.2.1. A FIGURA 1 ilustra a detecgio de isomaltulose no sobrenadante do meio cultivado
com a linhagem D-12 produtora de glicosiltransferase capaz de converter sacarose em

isomaltulose.

FIGURA -1 CONVERSAO DA SACAROSE EM ISOMALTULOSE PELA
GLICOSILTRANSFERASE DA LINHAGEM D-12.

glicose
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4.2. Identificagdo da linhagem produtora de glicosiltransferase:

A linhagem D-12 foi identificada como Erwinia sp. As caracteristicas morfologicas,

bioquimicas e fisioldgicas da linhagem D-12 est&o ilustradas na TABELA 2.

TABELA 2- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E
FISIOLOGICAS DA LINHAGEM Erwinia sp. D-12

Linhagem D-12
Bastonete Gram -
Produgdo de Indol -

H,S em meio de TSI
Teste de Voges Proskauer
Teste de Vermelho de Metila
Citrato
Nitrato

Oxidase -
Catalase
Urease -
Ornitina descarboxilase
Arginina descarboxilase
Lisina descarboxilase -
Fenilalanina desaminase
Liquefacdo da Gelatina -
Formacdo de acidos a partir de:
Arabinose +
Glicose +
Inositol -
Lactose
Maltose
Manitol
Sorbitol
Sacarose

Xilose

+ |

++ ]

-+

+ |1

+

FlH |+

Entre as linhagens produtoras de glicosiltransferase, capazes de converter sacarose em

isomaltulose com alto rendimento descritas na literatura se destacam os microrganismos
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Protaminobacter rubrum (MAUCH & SCHMIDT-BERG-LORENZ, citado por McALLISTER
et alii, 1990), Erwinia carotovora var. atroseptica (LUND & WYATT, 1973), Erwinia
rhapontici (CHEETHAN et alii, 1982 e 1985), Serratia plymuthica (MAUCH & SCHMIDT-
BERG-LORENZ, citado por McALLISTER et alii, 1990), (FUIJI et alii, 1983) ¢ (McALLISTER
et alii, 1990) e Klebsiella sp. (UEKANE, 1993).

4.3. Producio de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12 em diferentes meios de

cultura:

Entre os meios de cultura testados, verificou-se maior produgdo de glicosiltransferase
intracelular pela linhagem Erwinia sp. D-12 no meio de cultura 1 composto de 4% de sacarose,
1% de peptona, 0,4% de extrato de carne descrito por LUND & WYATT (1973) para a produgio
de isomaltulose a partir de sacarose pela linhagem Erwinia carotovora var. atroseptica C-120 e no
meio de cultura 2 composto de 4% de sacarose, 0,8% de peptona, 0,1% de KH, POy, 0,05%
MgSO.. 7H,0, 0,001% de FeSO,. 7H,0, 0,05% de NaNO; e 0,05% de KCl. No meio de cultura
1 foi obtido 0,27 unidades de atividade/ml de meio de cultura apds 24 horas de fermentag¢@o a
30°C. Foi observado que a atividade diminue com o tempo de fermentagio, sendo obtido 0,23 e
0,21 unidades de atividade/ml de meio de cultura apds 48 e 72 horas. Utilizando-se o meio de
cultura 2 foi obtido 0,27 unidades de atividade/ml de meio de cultura apds 24 horas de
fermentacdo a 30°C sendo que a atividade na massa celular sonicada permaneceu constante até 72
horas de incubagio. No estudo da produgdo de glicosiltransferase no meio de cultura 3 foi obtido
0,11 unidades de atividade/ml de meio de cultura apos 24 horas de incubagdo enquanto que a
produgio de enzima no meio de cultura 4 foi baixa sendo obtido 0,01 unidade de atividade/ml de

meio de cultura. A TABELA 3 ilustra os resultados.
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TABELA 3- PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE PELA LINHAGEM
Erwinia sp. D-12 EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Meios de Cultura Atividade de glicosiltransferase
(Unidades de atividade/ml de meio de cultura)
Sobrenadante do meio de cultura Sobrenadante da massa celular sonicada
Tempo de fermentagio Tempo de fermentagdo
24 horas 48horas 72horas 24horas 48horas 72horas
1 0,0 0,0 0,0 0,27 0,23 0,21
2 0,0 0,0 0,0 0,27 0,27 0,27
3 0,0 0,0 0,0 0,11 0,11 0,11
4 0,0 0,0 0,0 0,01 0,01 0,01

UEKANE (1993) estudando a produgéo de glicosiltransferase pela linhagem de Klebsiella
sp. n°18, que converte sacarose em isomaltulose, em meio de cultura composto de 4% de
sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne obtiveram 0,167 unidades de

glicosiltransferase/ml de meio de cultura apés 24 horas de fermentaggo a 30°C.

4.4. Efeito da concentracio de sacarose e peptona no meio de cultura na producio de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12:

4.4.1. Efeito da concentracio de sacarose no meio de cultura na producio de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12:

O estudo do efeito da concentragdo do carboidrato sacarose no meio de cultura na
produgiio de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12 foi realizado segundo o método
descrito no item 3.2.4.1. Foi obtido maior produgdo da enzima glicosiltransferase (0,82 unidades
de atividade/ml do sobrenadante da massa celular sonicada) pela linhagem Erwinia sp. D-12 em

meio de cultura contendo 6% de sacarose. A TABELA 4 ilustra os resultados obtidos.
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TABELA 4- EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE NO MEIO DE CULTURA
NA PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE PELA LINHAGEM Erwinia sp. D-12

Atividade de glicosiltransferase
Concentracdo de | Massa celular seca (mg/ml) | (Unidade de atividade/ml do sobrenadante da
Sacarose (%) massa celular sonicada)
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
0 1,38 1,44 0,20 0,20
1 2,11 3,44 0,25 0,22
2 1,77 3,66 0,26 0,25
4 1,94 2,88 0,29 0.26
6 2,83 3,55 0,82 0,28
8 2,72 4,55 0,39 0,25
10 2,44 5,00 0,05 0,26

McALLISTER et alii (1990) utilizaram o meio de cultura composto de 4% de sacarose,
1% de peptona e 0,4% de extrato Lab Lemco para produgfo de glicosiltransferase intracelular de
Serratia plymuthica ATCC 15928.

UEKANE (1993) verificou o efeito da concentragdo de sacarose no meio de cultura na
produgéio de glicosiltransferase de Klebsiella sp. n’18. A autora utilizou meios de cultura
contendo 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne e concentragdes de sacarose variavel entre 0 a
4%. A produgdo méxima de enzima de 0,167 unidades de glicosiltransferase/ml de meio de

cultura foi obtida em meio contendo 4% de sacarose.

4.4.2. Efeito da concentracio de peptona no meio de cultura na producio de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12:

O estudo do efeito da concentragio de peptona no meio de cultura na produgdo de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12 foi realizado segundo o método descrito no
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item 3.2.4.2. A maior produgio da enzima glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp. D-12
(0,76 unidades de atividade/ml do sobrenadante da massa celular sonicada) foi obtida em meio de

cultura contendo 6% de peptona, 6% de sacarose e 0,4% de extrato de carne. A TABELA 5

ilustra os resultados obtidos.

TABELA 5- EFEITO DA CONCENTRACAO DE PEPTONA NO MEIO DE CULTURA
NA PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE PELA LINHAGEM Erwinia sp. D-12

Concentragdo de Massa celular seca Atividade de glicosiltransferase (Unidades de
peptona (%) (mg/ml) atividade/ ml do sobrenadante da massa
celular sonicada)
24 horas 24 horas
0 0,27 0,39
1 0,33 0,48
2 0,28 0,41
3 0,34 0,50
4 0,28 0,41
5 0,45 0,66
6 0,52 0,76
7 0,40 0,58

UEKANE (1993) utilizando a linhagem Klebsiella sp. K n°18 obteve produg¢do maxima de
glicosiltransferase intracelular (0,167 unidades de atividade/ml do meio de cultura) em meio de
cultura composto de 4% de sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne apds 24 horas de

fermentagdo a 30°C.

4.5. Estudo da Relacio entre Tempo de Fermentacio, Alteragio do pH do Meio de Cultura,

Crescimento do Microrganismo e Producio de Enzima a 28°C, 30°C e 35°C:

O estudo do crescimento do microrganismo e produgdo de glicosiltransferase pela

linhagem Erwinia sp. D-12 foi realizado de acordo com as condigbes descritas no item 3.2.5.
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As FIGURAS 2, 3 e 4 ilustram respectivamente a relagdo entre o tempo de fermentagdo,
alteragio do pH do meio de cultura, crescimento do microrganismo e producdo de

glicosiltransferase a 28°C, 30°C e 35°C.

Na fermentacgio a 28°C a produgéo de glicosiltransferase intracelular foi verificada na fase
exponencial de crescimento e atingiu a atividade maxima de 2,22 unidades/ml de meio de cultura
ap6s 3 horas de fermentagdo. Apés este periodo, foi observado uma diminui¢do gradativa da
atividade de glicosiltransferase, sendo que, apds 10 horas de fermentagdo a atividade diminuiu

para 0,08 unidades/ml de meio de cultura ( FIGURA 2 ).

FIGURA 2- ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTAGAO,
ALTERAGAO DO pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO DO
MICRORGANISMO E PRODUGAO DE GLICOSILTRANSFERASE A 28°C
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Na fermentagdo a 30°C a glicosiltransferase intracelular foi produzida na fase exponencial
de crescimento atingindo a atividade méaxima de 1,45 unidades/ml de meio de cultura apos
4 horas, no final da fase exponencial. Apds este periodo, a atividade diminuiu lentamente e, ap6s

24 horas de incubacdo a atividade atingiu 0,96 unidades/ml de meio de cultura ( FIGURA 3 ).

FIGURA 3- ESTUDO DA RELAGAO ENTRE TEMPO DE FERMENTAGAO,
ALTERAGAO DO pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO DO
MICRORGANISMO E PRODUGAO DE GLICOSILTRANSFERASE A 30°C
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Na fermentagdo a 35°C a produgdo de glicosiltransferase foi verificada na fase exponencial
e atingiu o maximo de 1,13 unidades/ml de meio de cultura apds 4 horas de fermentacéo
diminuindo apds este periodo. Apds 24 horas de fermentagdo, a atividade de glicosiltransferase
diminuiu para 0,68 unidades/ml de meio de cultura. Nestes experimentos, verificou-se que a

glicosiltransferase ndo ¢é liberada no sobrenadante do meio de cultura ( FIGURA 4).

FIGURA 4- ESTUDO ENTRE TEMPO DE FERMENTAGAO, ALTERAGAO DO
pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO E
PRODUGCAO DE GLICOSILTRANSFERASE A 35°C
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No estudo da produgfio de glicosiltransferase em diferentes temperaturas foi observado
que a produgdo de glicosiltransferase foi maxima a 28°C sendo obtido 2,22 unidades de
atividade/ml de meio de cultura apés 3 horas de incubagdio. O aumento da temperatura de

fermentagfo promoveu a diminuigdo da produgdo de enzima pela linhagem de Erwinia sp. D-12.

MCcALLISTER et alii (1990) verificaram que a produgfo méxima de glicosiltransferase

intracelular na fermentagiio de Serratia plymuthica ATCC 15298 em meio de cultura constituido
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de 40g/L. de sacarose, 10g/L de peptona e 4,0g/L de extrato LabLemco a 30°C ocorria apds 16

horas de fermentagio.

UEKANE (1993) verificou que na fermentécﬁo de Klebsiella sp. n°18 em meio de cultura
constituido de 4% de sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne a 30°C, a
glicosiltransferase intracelular foi produzida na fase exponencial de crescimento, atingindo a
atividade méaxima de 0,167 unidades/ml de meio de cultura apds 24 horas de fermentagio
permanecendo constante até 32 horas aproximadamente. Apds este periodo, foi observado
diminuigdo da atividade intracelular, sendo que apds 80 horas de fermentagdo, a atividade foi de
aproximadamente 0,097 unidades/m! de meio de cultura. Na fermentagdo a 36°C a produgdo de
glicosiltransferase intracelular alcangou atividade maxima de 0,082 unidades/ml de meio de cultura

apos 24 horas de fermenta¢io diminuindo rapidamente ap6s 32 horas de fermentagio.

NAGAI-MIYATA et ali (1993) relataram que a produgdo maxima de o-
glicosiltransferase pela linhagem Agrobacterium radiobacter MX-232, que converte sacarose
principalmente em trealulose, foi obtida apds 60 horas de fermentagcdo em meio composto de
0,1% de extrato de carne, 1% de peptona, 0,3% de NaCl, 0,1% de extrato LabLemco e 6% de
melago ajustado a pH7,0.

4.6. Producio e purificacdo da Glicosiltransferase:

4.6.1. Producao da glicosiltransferase:

A produgdo e purificagdo de glicosiltransferase foram realizadas de acordo com o método
descrito no item 3.2.6. Ap6s a fermentagdo da linhagem Erwinia sp. D-12 em 1000m! de meio de
cultura constituido de 6% de sacarose, 6% de peptona e 0,4% de extrato de carne a 30°C e
extragio da enzima intracelular foi obtida uma preparagdo enziméatica bruta contendo 14,62

unidades de atividade/ml e atividade especifica 1,46 unidades/mg de proteina.

UEKANE (1993) obteve uma preparagio bruta de glicosiltransferase intracelular de

Klebsiella sp. n°18, apresentando 2,95 unidades/ml e atividade especifica de 0,014 unidades/mg
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de proteina apds fermentag@o da bactéria em meio de cultura constituido de 1% de peptona, 4%
de sacarose e 0,4% de extrato de carne a 30°C e extragdo da enzima através do rompimento

celular por oscilagéo ultrasdnica.

4.6.2. Purificacdo da Glicosiltransferase:

A purificagdo da glicosiltransferase intracelular da linhagem de Erwinia sp. D-12 foi
realizada como descrito no item 3.2.6.2. A preparagdo enzimatica bruta de glicosiltransferase foi
purificada cerca de 28 vezes ap6s fracionamento em coluna de DEAE-Sephadex A-50 equilibrada
com tampdo citrato-fosfato 0,05M pH7,0 ( FIGURA 5 ). A enzima glicosiltransferase foi
fracamente adsorvida na resina sendo eluida ap6s aplicagdo de cerca de 100ml de tampdo citrato-
fosfato 0,05M pH7,0. A preparagdo enzimatica de glicosiltransferase obtida apresentou 41,65

unidades/mg de proteina.

FIGURA 5- CROMATOGRAFIA DA GLICOSILTRANSFERASE EM COLUNA
DE DEAE-Sephadex A-50
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No fracionamento subsequente da glicosiltransferase em resina de DEAE-Sepharose CL-
6B equilibrada com tampdo citrato-fosfato 0,05M pH 7,0 foi obtida preparagdo enzimatica com
19,80 unidades/mg de proteina. A glicosiltransferase foi fracamente adsorvida na resina sendo
eluida apds aplicag@o de cerca de 100ml de tampdo citrato-fosfato 0,05M pH7,0. A diminui¢do da
atividade especifica sugere que a enzima glicosiltransferase ¢ instavel na forma purificada. A
FIGURA 6 ilustra o fracionamento da glicosiltransferase em DEAE-Sepharose CL-6B. A
TABELA 6 ilustra a purificagdo da glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12.

FIGURA 6- CROMATOGRAFIA DE GLICOSILTRANSFERASE EM COLUNA DE
DEAE-Sepharose CL-6B
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TABELA 6- PURIFICAGAO DE GLICOSILTRANSFERASE INTRACELULAR DE
Erwinia sp. D-12

Etapa de Volume | Unidade/ | Proteina | Atividade Especifica | Atividade | Purificagdo | Rendimento
- Procedimento (ml) ml (mg/ml) (Unidades/mg de Total (%)
Proteina)
Extrato Enzimatico 50 14,62 10,03 1,46 731,0 1 100
Bruto
Cromatografia em | 8,33 0,20 41,65 583,1 28,5 79,8
Coluna de DEAE- ’ i i ’ ’ ’
Sephadex A-50
Cromatografiaem | <4 0,99 0,05 19,80 54,5 13,5 7,5
Coluna de DEAE- i T ’ ’ ’ ’
Sepharose

McALLISTER et alii (1990) descreveram a extragdo e purificagdo de glicosiltransferase

intracelular de Serratia plymuthica ATCC 15928, que catalisa a sintese de isomaltulose a partir de

sacarose. A enzima foi extraida pelo rompimento da massa celular com Prensa X e, o extrato foi

tratado com sulfato de estreptomicina para a remogéo de 4cidos nucleicos. Apos didlise, a enzima

foi concentrada por ultrafiltragio e a preparagdo bruta foi purificada 25 vezes através de

cromatografia em CM-Bio Gel A.

UEKANE (1993) relatou que a glicosiltransferase intracelular de Klebsiella sp. n°18, que

catalisa a conversdo de sacarose em palatinose, foi purificada 12,1 vezes apds fracionamento com

sulfato de aménio, seguido de cromatografia em colunas de DEAE-Sephadex A-50 ¢ CM-

Celulose. A glicosiltransferase purificada apresentou 0,17 unidades de atividade/mg de proteina.

HAYASHI et alii (1994) purificaram cerca de 58,25 vezes a glicosiltransferase de

Aureobasidium sp. ATCC 20524, que catalisa a sintese de panose e isomaltose a partir de

maltose, através de fracionamento com sulfato de amdnio e cromatografia em colunas de S-

Sephadex, DEAE-Cellulofine A-800, Sephadex G-200 (duas vezes), com 21,5% de rendimento.
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4.7. Caracterizagio da Glicosiltransferase Purificada Obtida da Linhagem Erwinia sp. D-12:

4.7.1. Efeito da Concentracio de Substrato na Atividade Enzimatica:

O efeito da concentragdo do substrato sacarose na atividade de glicosiltransferase de
Erwinia sp. D-12, determinado de acordo com as condi¢Oes descritas no item 3.2.7.1., estd
ilustrado na FIGURA 7. A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima (Vmax)
foram determinadas de acordo com o sistema grifico de LINEWEAVER-BURK (1934),
obtendo-se os valores de 138mM de sacarose e 9,81 umol de isomaltulose/minuto/mg de proteina,

respectivamente.

FIGURA 7- EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO
SACAROSE NA ATIVIDADE DE GLICOSILTRANSFERASE
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As glicosiltransferases, que catalisam a sintese de isomaltulose a partir de sacarose,
obtidas de Erwinia rhapontici (CHEETHAM et alii, 1982), Serratia plymuthica (McALLISTER
at alii, 1990) e Klebsiella sp. n°18 (UEKANE, 1993) apresentaram respectivamente valores de
Km 350mM, 65,3mM e 120mM para o substrato sacarose. Estes resultados indicam que a enzima

de Erwinia sp. D-12 apresentou menor afinidade ao substrato sacarose do que a
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glicosiltransferase de Serratia plymuthica e Klebsiella sp. n°18, porém maior afinidade a sacarose

em relagdo a glicosiltransferase de Erwinia rhapontici.

Em 1984, NAKAJIMA (citado por McALLISTER et alii, 1990) utilizando células
imobilizadas de Protaminobacter rubrum, produtor de glicosiltransferase, para a producgdo de
isomaltulose a partir de sacarose, verificou que o valor de Km para o substrato sacarose foi

140mM.

4.7.2. Efeito do pH na Atividade Enzimatica:

O efeito do pH na atividade de glicosiltransferase foi determinado de acordo com o item
3.2.7.2. A FIGURA 8 mostra que a enzima de Erwinia sp. D-12 apresentou atividade 6tima no

pH 6,0 em tampdo citrato-fosfato ou tampdo fosfato a 40°C.

FIGURA 8 - EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA
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As glicosiltransferases microbianas que convertem sacarose em isomaltulose com alto
rendimento, descritas na literatura, apresentam atividade 6tima na faixa de pH entre 6,0 a 7,0. A
glicosiltransferase de Erwinia rhapontici (CHEETHAN et alii, 1982) apresentou atividade 6tima
em pH 7,0 a 30°C enquanto que a enzima glicosiltransferase purificada de Serratia plymuthica
(McALLISTER et alii, 1990) apresentou atividade 6tima em pH 6,0. A glicosiltransferase
purificada de Klebsiella sp. n°18 descrita por UEKANE (1993) apresentou atividade 6tima na

faixa de pH 6,0 a 6,6 a 35°C em tampdo citrato-fosfato.

A a-glicosiltransferase de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 que converte sacarose
em trealulose e isomaltulose simultaneamente, apresentou atividade 6tima em pH 5,8 € a 40°C

(NAGAI et alii, 1994).

4.7.3. Efeito do pH na Estabilidade da Enzima Purificada:

O efeito do pH na estabilidade da glicosiltransferase foi determinado de acordo com o

item 3.2.7.3. A FIGURA 9 ilustra que a glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 demostrou

estabilidade maxima na faixa de pH 5,7 a 6,3 apds 24 horas de incubagdo a 5°C.

FIGURA 9- EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DA ENZIMA
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CHEETHAM et alii (1985) utilizando células imobilizadas de Erwinia rhapontici para a

produgdo de isomaltulose relataram que a enzima mostrou-se mais estavel na faixa de pH 4,0 a 4,5.

A glicosiltransferase purificada de Klebsiella sp. n°18, que converte sacarose em
isomaltulose, apresentou-se mais estavel na faixa de pH 5,5 a 6,6 em tampéo citrato-fosfato,

sendo inativada em pH inferiores a 4,6 ap6s 24 horas de incubagdo a 5°C (UEKANE, 1993).

NAGAI et alii (1994) relataram que a o-glicosiltransferase de Pseudomonas
mesoacidophila MX-45 que converte sacarose em trealulose e isomaltulose simultaneamente,

mostrou-se estavel na faixa de pH 5,1 a 6,7 em temperaturas inferiores a 40°C.

4.7.4. Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica:

O efeito da temperatura na atividade da glicosiltransferase purificada da linhagem de
Erwinia sp. D-12 foi verificado como descrito no item 3.2.7.4. A FIGURA 10 ilustra que a

glicosiltransferase purificada da linhagem Erwinia sp. D-12 apresentou atividade 6tima a 40°C.

FIGURA 10 - EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA
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As glicosiltransferases microbianas que catalisam a conversdo de sacarose em
isomaltulose, descritas na literatura, apresentam atividade 6tima na faixa de temperatura de 30°C -
35°C. As glicosiltransferases obtidas de Erwinia rhapontici (CHEETHAN et alii, 1982) e
Serratia plymuthica (McALLISTER et alii, 1990), capazes de converter sacarose em isomaltulose
com alto rendimento, apresentam atividade 6tima a 30°C enquanto que a glicosiltransferase
purificada de Klebsiella sp. n°18 estudada por UEKANE (1993) apresentou atividade 6tima a
35°C.

De acordo com NAGAI et alii (1994) a o-glicosiltransferase de Pseudomonas
mesoacidophila MX-45 que converte sacarose em trealulose e isomaltulose simultaneamente

apresenta atividade 6tima a 40°C.

4.7.5. Efeito da Temperatura na Estabilidade Enzimatica:

O efeito da temperatura na estabilidade da glicosiltransferase purificada foi testado de
acordo com o item 3.2.7.5. A FIGURA 11 ilustra que a glicosiltransferase purificada de Erwinia

sp. D-12 € uma enzima termosensivel.

FIGURA 11 - EFEITO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE
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A enzima permaneceu estdvel apds 1 hora de tratamento a 39°C e ap6s 3 horas de
tratamento a 35°C na auséncia de substrato. A glicosiltransferase foi inativada em temperaturas
superiores a 30°C apés 5 horas de incubagfio na auséncia de substrato. A enzima foi inativada

rapidamente em temperaturas superiores a 10°C apds 24 horas de incubagéo.

As glicosiltransferases microbianas que catalisam a conversdo da sacarose em
isomaltulose sdo enzimas termosensiveis. McALLISTER et alii (1990) relatou que a enzima
glicosiltransferase de Serratia plymuthica ATCC 15928, que converte sacarose em isomaltulose,

mostrou-se estavel apods incubagdo a 30°C por duas semanas.

Segundo UEKANE (1993) foi verificado que a glicosiltransferase de Klebsiella sp. n°18,
que converte sacarose em isomaltulose, mostrou-se termosensivel sendo inativada rapidamente

em temperaturas superiores a 30°C ap6s 3 horas de incubagdo na auséncia de substrato.

4.7.6. Efeito de Sais Minerais e Outros Compostos Inorginicos na Atividade da

Glicosiltransferase:

Verificou-se que a presenga de KCl, MgSOs, CaCl,, NaCl e Na,HAsO4 nas concentragées
0,1mM, 1,0mM e 10mM em relagdo ao volume final da mistura de rea¢do ndo afetaram a
atividade de glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12. Os sais de CoCl, ZnCl,, FeCls e
CuSO, nio afetaram a atividade de glicosiltransferase nas concentragdes de 0,1mM e 1,0mM. Na
concentragio de 10mM de ZnCl, e FeCl; a atividade residual da glicosiltransferase foram,
respectivamente, 31,8% e 79,5%, enquanto que, nesta mesma concentragdo o sal CoCl, interferiu
na metodologia de determinagdo de atividade de glicosiltransferase utilizada. O sal CuSO4 na
concentracdo final 10mM inibiu completamente a atividade da glicosiltransferase. Os sais MnCl, e
Pb(CH;COO), na concentragdo 0,1mM ndo inibiram a atividade de glicosiltransferase. Nas
concentragdes ImM e 10mM de MnClh a atividade residual de glicosiltransferase foi
respectivamente 93,0% e 73,7% enquanto que na presenga de Pb(CH;COOQO), , nestas
concentracdes, a atividade residual foi 98,3% € 93,3% . O sal BaCl, na concentragdo 0,1mM ndo
inibiu a atividade de glicosiltransferase ao passo que na concentragdo de 10mM o sal interferiu

com a metodologia de determinago de atividade. O sal AgNO; inibiu cerca de 37% a atividade
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de glicosiltransferase na concentragdo de 0,1mM e inibiu completamente nas concentragdes de
1,0mM e 10mM. O sal HgCl, inibiu completamente a atividade da glicosiltransferase nas
concentragdes de 1,0mM e 10mM. O efeito de sais minerais na atividade da glicosiltransferase foi

testado de acordo com as condi¢des descritas no item 3.2.7.6. A TABELA 7 ilustra os resultados.

TABELA 7- EFEITO DE SAIS MINERAIS NA ATIVIDADE DE
GLICOSILTRANSFERASE SOBRE O SUBSTRATO SACAROSE

% de Atividade Residual
SAL 0,1mM 1,0mM 10mM
KCl 100 100 100
MgSO, 100 100 100
CaCl, 100 100 100
NaCl 100 100 100
Na;HAsO, 100 | 100 100
CoCl, 100 100 -
ZnCl, 100 100 31,8
FeCls 100 100 79,5
CuSO; 100 100 0
MnCl 100 93,0 73,7
Pb(CH;COO), 100 98,3 93,3
BaCl, 100 90,9 ]
AgNO; 63,0 0 0
HeCl, . 0 0

KOBAYASHI & MATSUDA (1980) verificaram que a dextranasacarase ou
glicosiltransferase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, que catalisa a sintese de
dextrana a partir de sacarose, foi ativada 11% por CaCl, (1,0mM) e inibida pelos sais de CuCl,,
FeCl; e MnCl, na concentragdo de 1,0mM.
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UEKANE (1993) relatou que os sais de CuSOs, KCI, MgSO,, FeCl; e Pb(CH;COO); na
concentragdo 1,0mM ndo afetaram a atividade de glicosiltransferase da linhagem de Klebsiella sp.
n°18, que catalisa a conversdo de sacarose em isomaltulose. Os sais MnCl,, CaCly, ZnCl,, BaCls,
CoCl, na concentragio 1mM inibiram levemente a atividade de glicosiltransferase e, os sais HgCl,

e AgNO;, nesta mesma concentrago, inibiram completamente a atividade da enzima.

HAYASHI et alii (1994) relataram que a glicosiltransferase de Aureobasidium sp. ATCC
20524, que catalisa a sintese de panose e isomaltose a partir de maltose, foi fortemente inibida por

Hg*", Ag’, A" e Cu’" na concentragdo 1mM.

4.7.7. Efeito de Inibidores na Atividade da Glicosiltransferase:

O efeito de inibidores na atividade de glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 foi testado

de acordo com o método descrito no item 3.2.7.7. A TABELA 8 ilustra os resultados.

TABELA 8- EFEITO DE INIBIDORES NA ATIVIDADE DE GLICOSILTRANSFERASE

SOBRE A SACAROSE
% de Atividade Residual
REAGENTE 0,1mM 1,0mM 10mM

Acido etilenodiaminotetracético 100 100 100
L-cisteina 100 100 100
Azida de sddio 100 100 92,3
Dietilditiocarbamato de sodio | 100 100 71,9

p-Cloromercuribenzoato 79,8 60,7 -

N-bromosuccinimida 94,0 A 0 0
JTodoacetamida - 65,5 21,3
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Verificou-se que os reagentes acido etilenodiaminotetracético e L-cisteina nas
concentragdes 0,1mM, 1,0mM e 10mM em relagdo ao volume final da mistura de reagdo ndo
inibiram a atividade de glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12. A atividade enzimética
de glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12 ndo foi influenciada pela presenga dos
reagentes azida de sodio e dietilditiocarbamato de sodio nas concentragdes de 0,1mM e 1,0mM
em relagdo ao volume final de reagdo. O reagente p-cloromercuribenzoato inibiu a atividade de
glicosiltransferase nas concentragdes de 0,lmM e 1,0mM; a atividade residual na presenga do
inibidor foram respectivamente 79,8% e 60,7%. O p-cloromercuribenzoato na concentragdo de
10mM interferiu na metodologia de determinagdo de atividade de glicosiltransferase. O reagente
N-bromosuccinimida inibiu cerca de 6% a atividade de glicosiltransferase na concentragdo 0,1mM
e inibiu completamente a atividade de glicosiltransferase na concentragdo 1,0mM e 10mM em
relagdo ao volume final de reagdo. A iodoacetamida inibiu a atividade de glicosiltransferase na
concentragio final de 1,0mM e 10mM, a atividade residual na presenca do inibidor foram

respectivamente 65,5% e 21,3%.

Segundo KOBAYASHI & MATSUDA (1980) a dextranasacarase ou glicosiltransferase
de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, que catalisa a sintese de dextrana a partir de
sacarose, foi inibida por EDTA (0,5mM) e ativada por por CaCl, (1,0mM) e ndo sofreu
inativagdo na presenga dos reagentes p-cloromercuribenzoato e L-cisteina na concentragdo de

1,0mM.

A glicosiltransferase de Klebsiella sp. n°18 (UEKANE, 1993), que catalisa a conversdo de
sacarose em isomaltulose, ndo foi afetada na presenga de p-cloromercuribenzoato na
concentragdo 0,0lmM e 0,1mM e iodoacetamida na concentragdo de 10mM, sugerindo desta
forma, a auséncia de grupos sulfidrilicos essenciais para a atividade catalitica desta enzima. Da
mesma forma, a atividade de glicosiltransferase ndo foi influenciada pelos reagentes azida de
sodio, dietilditiocarbamato de sodio e L-cisteina nas concentragdes de 0,1mM, 1,0mM e 10mM.
O reagente 4cido etilenodiaminotetracético na concentragio 10mM em relagdo ao volume final de

reagdo inibiu 20% da atividade da glicosiltransferase.
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A glicosiltransferase de Aureobasidium sp. ATCC 20524 que catalisa a sintese de panose
e isomaltose a partir de maltose foi fortemente inibida por Hg®', Ag’, AP, e Cu*' na
concentragdo 1mM. A enzima foi inibida por acido nitriloacético, acido monoiodoacético e

arsenato de sodio.
4.7.8. Determinacio do Peso Molecular da Glicosiltransferase da Linhagem Erwinia sp. D-12:

O peso molecular da glicosiltransferase purificada da linhagem de Erwinia sp. D-12 foi
estimado em 63.000 daltons através da filtragdo em gel de Sephadex G-200 de acordo com o
método descrito no item 3.2.7.8. A FIGURA 12 mostra a relagio entre volume de eluigdo € peso

molecular das proteinas em coluna de Sephadex G-200.

FIGURA 12 - DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR DA GLICOSILTRANSFERASE
DE Erwinia sp. D-12 ATRAVES DE FILTRAGAO EM GEL SEPHADEX G-200.

29 1
2,8
27
26 1
25
24 1T
2,3
22
2,1

anidrase carbonica

glicosiltransferase

albumina bovina

Vo

19
1.8
1.7
1,6
1.5 T

14 ' ! 1 ! 1 T 1 T 1 T T 1 i T
41 42 43 44 45 46 47 48 49 5 51 52 53 54 55

log PM

|

p-amilase

|

55



MCcALLISTER et alii (1990) relataram que a enzima intracelular purificada de Serratia
plymuthica, que catalisa a conversdo de sacarose em isomaltulose, apresentou peso molecular de

79.500 daltons, estimado por filtragdo em gel Sephadex G-200.

UEKANE (1993) relatou que a glicosiltransferase de Klebsiella sp.n°18 que converte
sacarose em isomaltulose, apresentou peso molecular de 74.000 daltons, estimado através de

filtragdo em gel de Sephadex G-200.

4.8. Aplicagio da glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 na producio de isomaltulose a

partir de sacarose:

4.8.1. Efeito da temperatura na converséo de sacarose em isomaltulose:

O efeito da temperatura na conversdo de sacarose em isomaltulose pela glicosiltransferase

foi realizado de acordo com o item 3.2.8.1.

A FIGURA 13 ilustra o efeito da temperatura na conversdo de sacarose em isomaltulose
pela glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12. Foi obtido maior conversdo de sacarose em
isomaltulose a 40°C. Observou-se também que houve maior formagdo de frutose na temperatura

de 30°C do que a 35°C e 40°C.
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FIGURA 13 — EFEITO DA TEMPERATURA NA CONVERSAO DE SOLUCAO 5% DE
SACAROSE EM ISOMALTULOSE PELA GLICOSILTRANSFERASE DE Erwinia sp. D-12.
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4.8.2. Aplicacio da glicosiltransferase a linhagem Erwinia sp. D-12 na producio
isomaltulose a partir de sacarose a 40°C:

A aplicagio da glicosiltransferase na converséio de sacarose em isomaltulose foi realizada
de acordo com o item 3.2.8.2.

A TABELA 9 ilustra que foi obtido rendimento méximo de 73,5% de isomaltulose apos
incubacdo da glicosiltransferase em solugfio 5% de sacarose apds 4 horas de reagdo a 40°C.
Utilizando-se solugdo 10% de sacarose foram obtidos 72,3 % e 72,5% de isomaltulose apos 4 ¢ 8

horas de reagdo respectivamente.
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TABELA 9. CONVERSAO DE SACAROSE EM ISOMALTULOSE PELA

GLICOSILTRANSFERASE DE Erwinia sp. D-12 a 40°C

TEMPO DE REACAO (HORAS)
5% de sacarose 10% de sacarose
CARBOIDRATOS 1h 2h 4h 1h 2h 4h 8h
% %
ISOMALTULOSE 70,4 72,9 73,5 62,6 | 692 | 723 72,5
SACAROSE 4,2 1,8 - 14,0 6,1 1,3 -
GLICOSE 7,8 7,6 7,8 7,2 7,6 7.8 8,0
FRUTOSE 17,6 17,7 18,7 16,2 | 17,1 18,6 19,5

WEIDENHAGEN & LORENZ (citado por SHARPE et alii, 1960b) relataram a
conversdo de 90% de sacarose em isomaltulose durante um processo fermentativo por agdo de
uma bactéria da familia Enterobacteriacea.

MCcALLISTER et alii (1990) utilizando a glicosiltransferase de Serratia plymuthica
ATCC 15928 obtiveram um rendimento de 85,58% e 84,97% de isomaltulose a partir de solugdes
5% e 10% de sacarose, respectivamente, apos uma hora de reagdo a 30°C, enquanto que, PARK
et alii (1992) utilizando glicosiltransferase de Klebsiella sp. n’18 obtiveram 86% de rendimento
de isomaltulose a partir de 4% de sacarose apés 64 horas de incubagéo a 25°C.

A obtencdo de cerca de 80-90% de conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células imobilizadas e altas concentragdes de substrato tem sido descritas na literatura.
SCHIWECK et alii (1974) descreveram a obtengdio de 90% de rendimento de isomaltulose a
partir de solugdo 20-25% de sacarose na faixa de temperatura de 20°C - 37°C utilizando células
de Protaminobacter rubrum ou Serratia plymuthica. BUCKE et alii (1982) relataram a obteng&o
de 80-90% de rendimento de isomaltulose a partir de solugdo 40% de sacarose (p/v) utilizando
células de Erwinia rhapontici NCPPB 1578 imobilizadas em alginato de célcio enquanto que
CHEETHAN et alii (1985) obtiveram 90% de rendimento de isomaltulose utilizando solugdo 55%

de sacarose e células de Erwinia rhapontici imobilizadas.
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5.7. A glicosiltransferase purificada de Erwinia sp. D-12 é uma enzima termosensivel. A enzima
foi inativada apés 1 hora de tratamento a temperaturas superiores a 39°C e ap6s 3 horas de
tratamento a 35°C na auséncia de substrato. A glicosiltransferase purificada foi inativada em
temperaturas superiores a 30°C ap6s 5 horas de incubagdo e em temperaturas superiores a
10°C ap6s 24 horas de tratamento na auséncia de substrato. A enzima mostrou-se estavel na

faixa de pH 5,7 a 6,3 ap6s 24 horas de incubagdo a 5 °C.

5.8. A atividade de glicosiltransferase ndo foi afetada por KCl, MgSQO,, CaCl, NaCl e Na,HAsO,
nas concentracdes 0,1mM, 1,0mM e 10mM em relago ao volume final da mistura de reagdo.
Os sais de CoCl,, ZnCl,, FeCl; e CuSO4 nfio afetaram a atividade de glicosiltransferase nas
concentracdes de 0,1mM e 1,0mM. Os sais MnCl, e Pb(CH;COO); na concentragéo 0,1mM
ndo inibiram a atividade de glicosiltransferase. Nas concentragdes 1,0mM e 10mM de MnCl,
a atividade residual de glicosiltransferase foi respectivamente 93,0% e 73,7% enquanto que
na presenga de Pb(CH3COO);  nestas concentragdes, a atividade residual foi 98,3% e 93,3%.
O sal BaCl, na concentragdo de 0,1mM ndo inibiu a atividade de glicosiltransferase. O sal
AgNO; inibiu cerca de 37% da atividade de glicosiltransferase na concentra¢do de 0,imM e
completamente nas concentragdes de 1,0mM e 10mM. O sal HgCl, inibiu completamente a

atividade de glicosiltransferase nas concentrages de 1,0mM e 10mM.

5.9. Os reagentes 4cido etilenodiaminotetracético e L-cisteina nas concentragdes 0,1mM, 1,0mM
e 10mM em relagio ao volume final da mistura de reagdo ndo inibiram a atividade de
glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12. A atividade enzimdtica de
glicosiltransferase da linhagem Erwinia sp. D-12 ndo foi influenciada pela presenca dos
reagentes azida de sodio e dietilditiocarbamato de sédio nas concentragdes de 0,1mM e
1,0mM em relagdo ao volume final de reagdo. O reagente p-cloromercuribenzoato inibiu a
atividade de glicosiltransferase nas concentragdes 0,1mM e 1,0mM, a atividade residual na
presenga do inibidor foram respectivamente 79,8% e 60,7%. O reagente N-
bromosuccinimida inibiu cerca de 6% a atividade de glicosiltransferase na concentragdo

0,1mM e inibiu completamente a atividade de glicosiltransferase na concentragéo 1,0mM e
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6- SUGESTOES PARA O PROXIMO TRABALHO:

e Melhoramento genético da linhagem de Erwinia sp. D-12 visando o aumento da

glicosiltransferase que converte a sacarose em isomaltulose.

e Estudo das condigdes otimas de temperatura, concentragdo de substrato e de enzima para

conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando a glicosiltransferase purificada.

¢ Estudo da imobilizagdo de células ou da glicosiltransferase de Erwinia sp. D-12 em diferentes

suportes para a convers3o continua de sacarose em isomaltulose.
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8- ANEXO

FIGURA 1 - RELACAO ABSORBANCIA (660nm) X
MASSA CELULAR SECA (mg/ml) DA LINHAGEM D-12

0,6

05

0,4

0,3

Absorbancia (660 nm)

0,2

0.1

0 0.1 0.2 03 04 0,5 0,6

Massa celular seca (mg/ml)

75



