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Resumo

Oligossacarideos sdo compostos com grande potencial de aplicagao na
industria alimenticia, e vem recebendo atengdo especial de muitos
pesquisadores. Em particular, tem-se os frutooligossacarideos, que sdo agucares
de baixo teor calérico, ndo cariogénico, diabético e apresenta como principal
caracteristica estimular a produgéo da bifidobactéria.

Este trabalho teve como objetivo estudar as caracteristicas das enzimas
inulinases com atividade de transfrutosilagdo produzidas por diferentes
microrganismos. Foram estudados o efeito do pH, da temperatura e do tempo de
reacao de transfrutosilagdo ou na producao de frutooligossacarideos.

As enzimas foram produzidas por fermentacdo dos microrganismos
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces
fragilis. Durante a fermentagcao foram analisadas atividade enzimatica, pH, ART e
massa seca. A purificacdo da enzima foi realizada através da precipitagdo com
etanol e cromatografia em coluna de troca anidnica em resina Q-Sepharose Fast
Flow em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). Os produtos das
sinteses foram identificados e quantificados por cromatografia liquida (HPLC).

Verificou-se que os extratos enzimaticos bruto de K. lactis e K. fragilis
possuem atividade de B-frutosiltransferase e B-frutosilhidrolase e, observou-se a
producédo de um polimero insoluvel em agua nas condi¢gées de reagdo. A enzima
produzida por K. bulgaricus apresentou atividade B-frutosiltransferase e §-
frutosilhidrolase, sendo que a atividade de B-frutosilhidrolase € maior do que a f3-
frutosiltransferase. A enzima foi caracterizada como inulinase, cuja relacéo
S/I(S=atividade de invertase e I= atividade inulinolitica) & igual a 3,86. A
purificacdo da enzima foi realizada através da precipitagdo com etanol (70% de
saturagdo a -15°C), seguida por cromatografia de troca anidnica, obtendo-se um
fator de purificacdo e rendimento de 1,45 e 67,77% e 9,18 e 52,09%,
respectivamente.

Durante o estudo da a¢do de transfrutosilagdo verificou-se a formagao de
oligossacarideos, caracterizados como frutooligossacarideos, identificados
principaimente como kestose e nistose. A reagao foi conduzida numa faixa de pH
4,0 a 6,0, temperatura de 30 a 50°C, tempo de 60 horas e concentragio de
sacarose a 50%. Na condicdo de pH 6,0 e temperatura de 50°C, obteve-se uma
concentragdo maxima de frutooligossacarideos de 51,68 g/l (94% de kestose e
6% de nistose).
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Summary

Oligosaccharides are a class of compounds with a great potential for
application in the food industry, so that they have been studied by many
researchers. The fructooligosaccharides which contains low calories, are
noncariogenic, and suitable for diabetics and estimulate particularlly the
production of bifidobacteria.

The objective of this work is to study the characteristics of inulinases with
transfructosilation activity produced by differents microrganisms. The effect of pH,
temperature and time reaction in the fructooligosaccharides production were
studied.

The enzymes are produced by fermentation with the following
microrganisms: Kluyveromyces bulgaricus ATCC16045, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis. During fermentation the enzymatic activity, pH, ART and
dry weight are analyzed. The enzyme purification was carried out with ethanol and
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), using Q-Sepharose Fast Flow
column chromatography. The synthesis products were identified and mesured by
liquid chromatography (HPLC).

It was observed that the raw enzymatic material of K. /actis and K. fragilis
showed B-fructosiltransferase and B-fructosilhidrolase activity, as well as the
production of a water insoluble polymer. Also, the enzyme produced by K.
bulgaricus showed of B-fructosiltransferase and B-fructosilhidrolase activity,
however the B-fructosilhidrolase activity was higher than p-fructosiltransferase.
The enzyme was characterized as inulinase, with ratio S/T (S=invertase activity
and I=inulinase activity) equals to 3.86. The purification was carried out by
precipitation with ethanol (70% of saturation at -15°C), followed by anionic
exchange chromatography. Purification factors and efficiencies were respectively
1.45 and 67.77% for the first step and 9.18 and 52.09% for second one.

During the study of the transfructosilation activity it was observed that the
production of oligosaccharides, which were characterized as
frutooligosaccharides, identified mainly as kestose and nistose. The reaction was
carried out in the following conditions: pH of 4.0-6.0, temperature of 30-50°C,
reaction time of 60 hours and sucrose concentration of 50%. The maximum
concentration of frutooligosaccharides was 51.68 g/L(94% kestose and 6%
nistose), obtained at pH 6.0 and temperature at 50°C.
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Introducdo

1. Introdugao

Oligossacarideos sdo carboidratos formados de 3-10 unidades de
mondémeros de hexoses e podem ser encontrados em produtos vegetais (frutas e
legumes), em leite e mel na forma livre ou combinada. Sao utilizados como
alimentos funcionais desde 1980, sendo que sua importancia consiste no
estimulo da producéo de bifidobactérias, em fungdo disso os oligossacarideos

sd0 conhecidos recentemente como “probiéticos”. (CRITTENDEN ef al.,1996).

A producéo dos oligossacarideos pode ocorrer quimicamente ou pelo uso
de enzimas. Muitos sdo produzidos pela sintese enzimatica a partir de agucares
simples pela reagdo de transglicosilagdo, ou pelo controle da degradagéo

enzimatica de polissacarideos de plantas ou de origem microbiolégica.

Atualmente existem varios tipos de oligossacarideos produzidos
comercialmente, podendo-se citar como exemplos: os galacto-oligossacarideos, a
lactosacarose, a palatinose e os frutooligossacarideos. Os frutooligossacarideos
representam um dos principais oligossacarideos da classe dos bifidogénicos, em
termos de producdo. Normalmente, sdo produzidos por dois processos, que nao
apresentam diferengas significativas no produto final. No primeiro processo a
sacarose € utilizada como substrato, sendo obtido como produto,
frutooligossacarideos de 2 a 4 unidades frutosil com ligagées p-(2-1), com um
residuo a-D-glicosil terminal, conhecidos como kestose, nistose e 1-
fructosilnistose. O segundo processo constitui-se na hidrélise enzimatica da
inulina, no qual s&o produzidos frutooligossacarideos de cadeia longa
(CRITTENDEN et al.,1996).



Introducdo

Os frutooligossacarideos szo produzidos a partir da sacarose, através da
transfrutosilagdo, catalisada pela B-frutofuranosidase (B-D-frutofuranosideo
frutofuranosidase E.C3.21.26) ou pela  B-frutosiltransferase (B-D-
frutofuranosideo frutosiltransferase E.C. 24.1.9) de microrganismos e plantas
(CHANG et al.,1994).

Pesquisas recentes indicaram que os frutooligossacarideos tem efeito
favoravel no metabolismo de carboidratos e lipideos, sendo estes semelhantes
ao efeito da fibra na dieta. Também pode-se citar outros beneficios associados a
assimilacdo de frutooligossacarideos pela microflora intestinal, tais como,
diminuigdo do pH intestinal, restricao no crescimento de bactérias patogénicas e
putrefativas, reducdo da constipagdo intestinal e decréscimo nos niveis
triglicerideos e colesterol do soro sanguineo (OKU et al.,1988; MODLER ef
al.,1996).

Os frutooligossacarideos, conhecidos comercialmente no Japdao como
“neosugar G” e “neosugar P”, s3o produzidos a partir da transferéncia de radicais
frutosila a sacarose pela enzima p-frutosiltransferase microbiana obtida de
Aspergillus oryzae (PAZUR, 1952; CHANG et al.,1994), Fusarium oxysporum
(GUPTA & BHATIA, 1980; HAYASHI et al.,1989; LEE et al., 1992), Asperyillus
niger (HIDAKA et al.,1988: PARK & ALMEIDA, 1994) e Aspergillus japonicus
(HAYASHI et al.,1992: DUAN et al.,1993; CHEN, 1996).

No Japao, os frutooligossacarideos szo considerados alimentos e nio
ingredientes de alimentos, sendo encontrados em mais de 500 produtos
alimenticios, resultando num consumo diario significativo, cuja média é estimada
em 13,7 mg/kg/dia, considerando-se, somente os frutooligossacarideos de origem
natural. A quantidade de frutooligossacarideos considerada eficaz ou necessaria
na dieta de um adulto é relativamente grande cerca de 5 gramas/dia (SPIEGEL et
al.,1994).



Introducio

Os frutooligossacarideos representam de 20 a 40% do poder edulcorante
da sacarose, sdo de baixo valor calérico, nao cariogénico, estimulantes da flora
microbiana intestinal, nao digeriveis no intestino delgado, sendo seletivamente
utilizados pelas bactérias do colon, e especialmente pelas bifidobactérias que
hidrolisam estes acticares. Pertencem a categoria de alimentos funcionais que
estimulam o aumento da populagéo de bifidobactéria do célon que é numérica e
fisiologicamente o género de bactérias mais importante da microfiora intestinal,
responsaveis pela supressio da atividade de bactérias putrefativas e
patogénicas existentes no intestino grosso, restringindo a formacgédo de toxinas e
outras substancias nocivas ao ser humano. Outros efeitos relacionados a agao
das bifidobactérias incluem a produc&o de vitaminas do complexo B, indugédo dos
niveis de colesterol e triglicerideos, além de atuarem como imunomoduladoras
(OLIVEIRA, 1997).

Alimentos com funcées fisiolégicas ou bio-modeladoras, além das
propriedades nutricionais e sensoriais, vem sendo uma preocupagao de paises
como o Japado, EUA e da Comunidade Européia, pois atuam na prevencao de
patologias, e portanto, na promogao do bem-estar do individuo. Observa-se um
interesse industrial na producgéo e aplicagdo de fatores bifidogénicos, porém em
alguns casos o marketing se sobrepde as pesquisas tornando-se necessario
pesquisas basicas e aplicadas para que se atinja uma credibilidade maior com
relagéo a esses produtos (OLIVEIRA, 1997).

Este trabalho teve como objetivo o estudo da atividade B-
frutosiltransferase da enzima inulinase produzida por Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045, e a producao de oligossacarideos sob diferentes condicdes de pH,
temperatura e tempo de sintese.



Revisdo Bibliografica

2. Revisao Bibliografica

2.1. Aspectos Gerais

Desde a introdugdo dos aglcares refinados na dieta alimentar, os
adocgantes alternativos tiveram uma influéncia bastante significativa sob o
aspecto nutricional. Entretanto, nao foi apenas o paladar doce que transformou o
acucar em um ingrediente desejavel nos alimentos, mas sim seus atributos de
interesse proveitosos, como por exemplo a preservagao dos alimentos a altas
concentracbes. O agucar € uma substancia calérica, tendo uma influéncia
especifica no metabolismo humano nas dietas alimentares. Na maioria da
populacdo a sacarose e glicose sdo agucares facilmente metabolizados, e
utilizados como fonte de energia. Para cerca de 2% da populagéo a glicose nao é
absorvida pelas células, como consequéncia o consumo destes aglicares possui
um efeito téxico. Tal fato ndo ocorre com os adogantes alternativos, que nao sao
metabolizados pelo organismo podendo ser consumido por diabéticos

(GRENBY, 1979).

Os acgucares sdo ingredientes alimenticios multifuncionais. Além de
adogantes, sao agentes espessantes, umectantes, conservantes, solubilizantes,
atuam modificando a textura, fornecendo volume, real¢gando aroma e sabor,
modificando a aparéncia, podem ainda atuar como matéria-prima fermentescivel,
controladores do ponto de congelamento e regulam a estrutura e formagdo de
cristais (CANDIDO & CAMPOS, 1996).

Além da facilidade de absorg¢do pelo organismo humano, o agucar é
bastante cariogénico. De acordo com a literatura, a sacarose e a glicose sé@o as
principais responsaveis pela ocorréncia da carie, pois sédo facilmente convertidas

pelas bactérias orais. Por outro lado, a frutose apresenta um teor de
4
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cariogenicidade menor quando comparada com estes dois agucares. Desta
forma, as pesquisas na area de adogantes alternativos com alto teor de frutose
tornam-se bastantes atrativas ( SCHNEIDER, 1996).

A sacarose, o primeiro adog¢ante nutritivo obtido a partir da cana-de-agucar
ou de beterraba, é o mais importante dos acucares. Apesar das vantagens
apresentadas pela sacarose, pode-se citar alguns aspectos negativos atribuido a
este aglcar natural, tais como a cariogenicidade, a obesidade, se consumido em
excesso, a contribuicdo para arterioesclerose e a inconveniéncia do uso para
diabéticos (VANDAMME & DERYCKE,1983).

Como uma nova opgio de adogante natural, a frutose apresenta inumeras
vantagens em relagdo a sacarose. Além de ser um agtcar pouco cariogénico, a
frutose, apresenta uma maior tolerancia pelos diabéticos quando comparada com
a sacarose e glicose. Sabe-se que a concentragbes limitadas, a absor¢éo da
frutose realizada pelo organismo ndo necessita da insulina (SCHNEIDER, 1996).
Segundo VANDAMME & DERYCKE(1983), o interesse que a frutose desperta
como adogante, & atribuido principalmente as suas propriedades organolépticas.
Nas industrias o xarope de frutose confere uma melhor qualidade aos alimentos,
menor tendéncia a cristalizagédo, maior estabilidade microbiolégica e uma menor

higroscopicidade

O surgimento dos adogantes alternativos vem atender as novas exigéncias
do mercado consumidor, no que diz respeito a aquisicdo de produtos de baixa
caloria, para diabéticos, e anticariogénico. De acordo com CANDIDO & CAMPOS
(1996), para que um adogante possa ser considerado como ideal para o

consumo, deve apresentar as seguintes caracteristicas:

ePoder adogante igual ou superior ao da sacarose
eDisponibilidade comercial
oCusto compativel ao da sacarose (baixo custo/ unidade de dogura)

«Compatibilidade quimica com aditivos, como aromatizantes e corantes

5
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elnerte aos demais componentes dos alimentos

eincolor

eFacil solubilidade

eEstabilidade quimica e térmica

elsento de toxicidade

eCalorias reduzidas (menor que 2 kcal/g) ou ser isento de calorias

eNao promover diarreia osmoética

eNao promover caries

ePermitir niveis irrestritos de utilizagédo

eProporcionar as propriedades funcionais, qualidade de dogura, sabor
residual e perfil de dogura em fungdo do tempo semelhante ao da

sacarose, sem gosto residual

O grau de dogura dos adogantes alternativos € medido geralmente por
comparagdo com o padrdo, a sacarose. A dogura depende também de fatores

como concentragdo do adogante, temperatura, pH e sensibilidade do paladar.

2.2. Adogantes Alternativos

A descoberta e 0 uso dos adogantes alternativos data deste uitimo século.
Um dos primeiros adogantes a surgirem no mercado, foi a sacarina descoberta
em 1879 por RENSEN & FAHLBERG, apresentando um grau de dogura na faixa
de 240 a 350 vezes maior que a sacarose, e o ciclamato, sendo 30 vezes mais
doce que a sacarose, foi descoberto em 1937 por ANDRIETH & SVEDA.

Estudos continuos em pesquisas na produgcao de adogantes alternativos
que nao fossem obtidos por via quimica, mas enzimaticamente, levaram a
produgdo de adogantes alternativos ja produzidos comercialmente. Podendo ser
citado como exemplos a palatinose ou isomaltulose, obtida a partir da conversao
enzimatica da sacarose (MODLER, 1994).
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Palatinose ou isomaltulose, produzido pela Mitsui Sugar Company,
mantém o sabor dos alimentos inalterados apresentando como caracteristicas:
baixa caloria, dogura em torno de 42% maior do que a sacarose, baixa
cariogenicidade, nao sofre alteragdo com a temperatura, solubilidade a
temperatura ambiente de aproximadamente a metade da sacarose e néao
apresenta propriedades higroscopicas. S&o considerados como um dos
dissacarideos mais importantes, e seu consumo tem aumentado
consideravelmente no Japao e outros paises como um forte substituto do agtcar
(CRITTENDEN et al., 1996).

Recentemente surgiu no mercado um novo tipo de adocante alternativo,
conhecido como frutooligossacarideo, que corresponde a uma classe de
acucares constituidos de duas a quatro moléculas de frutose ligadas a uma
molécula de sacarose com ligagées do tipo PB-(2—>1). Seus principais
componentes sdo 1-kestose [(O-B-D-frutofuranosil-(2—1)- - D- frutofuranosil- a -
D-glicopiranosideo)] ou GF,, nistose [(O-B- D- frutofuranosil- (2—1)- p-D-
frutofuranosil-(2—»1)- p- D-frutofuranosil -a -D-glicopiranosideo)] ou GF; e
1-frutosilnistose (O-B-D- frutofuranosil- (2—1)- p- D- frutofuranosil-(2—1)-8-D-
frutofuranosil - (2—1)- B-D-frutofuranosil -a - D-glicopiranosideo)] ou GF,. Os
frutooligossacarideos sao conhecidos comercialmente como “neosugar’,
desenvolvido pela Meiji Seika Kaisha Ltda, a partir de um processo
microbiolégico, tendo como substrato a sacarose pela agcdo da enzima
p-frutosiltransferase (HIDAKA et al., 1988).

Comercialmente no Japao, existem dois tipos de “neosugar”, o “neosugar
G” e o0 “neosugar P”. O “neosugar G” é obtido pela reagdo enzimatica a partir da
transfrutosilagdo da sacarose, seguida de um processo de descoloragao e
dessalinizagédo apresentando uma composig¢ao final de 35% de glicose e frutose,
10% de sacarose e 55% de frutooligossacarideos (GF,=25%, GF3;=25% e
GF4=5%). O “neosugar P” é produzido a partir do neosugar G, pela remogao dos
monossacarideos e dissacarideos, resultando em 95% de frutooligossacarideos
(GF,=45%, GF3=45% e GF,=5%). Comparando o poder adogante do neosugar G

7
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e neosugar P, foi observado que o grau de dogura fica em torno de 60% e 30%,
respectivamente. Verificou-se também que os mesmos sdo bastantes estavéis em
pH neutro e temperaturas acima de 140°C (HIDAKA & HIRAYAMA, 1991).

O grande interesse que existe nos frutooligossacarideos como adog¢antes
alternativos, ndo é apenas pelas suas propriedades especificas de baixa
cariogenicidade, baixa caloria e diabético, mas também no fato de ser uma
substancia bifidogénica, o qual promove o crescimento da bifidobactéria. A
bifidobactéria, microrganismo anaérobico nao formador de esporo gram-positivo,
ocorre naturalmente no organismo humano trazendo uma série de beneficios

para a saude.

2.3. Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos sao acgucares formados de 1 a 3 moléculas de
frutose ligadas a uma molécula de sacarose na posi¢céo B-(2—1). Apresentam
propriedades fisicas e fisiolégicas que o tornam um composto de grande
potencial de aplicagdo em alimentos para nutricio humana e animal. Sao
agucares nao digeridos pelo organismo humano, passando através do intestino
delgado sem serem absorvidos e vao direto para o intestino grosso, onde sao
seletivamente utilizados pelas bifidobactérias na microflora intestinal
(MITSOUKA,1990).

Normalimente podem ser obtidos por fontes de origem vegetal, como
mostrado na Tabela 01 ou pela agdo da enzima B-frutosiltransferase sobre a
sacarose (Figura 01). Este processo foi desenvolvido pela companhia japonesa
Meiji Seika com o nome de “neosugar’ que corresponde a uma mistura de
sacarose, glicose, frutose e frutooligossacarideos (kestose, nistose,
1-frutosilnistose) (SCHIWEK et al., 1995).
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Tabela 01: Fontes De Frutooligoassacarideos De Origem Vegetal.

PLANTA TEOR
Base Fresca (%) Base seca (%)
Chicéria 24,0 73,6
Alcachofra de Jerusalém 22,0 74,0
Dalia 13,0 72,0
Cebola 2,0-5,0 70,0
Alho 5,0-10,0 50,0
Alho porro 2,0-5,0 70,0
trigo 0,8 1,0

Fonte: MODLER,1994

CHOH CH,OH H,O0H CH,0H

o Sacarose Glicose Sacarose Gllcose Sacarose Glicose
HO HO
HoMC M 0‘ ° o

Sacarose HOH,C ® HOH, it HOH,C
NO
CH,OH TN- : Cl"'
HO HO )
1-kestose HOH, cl :oi o‘ HoH
CH.O“ Hl
HO "o ]
Nistose HOH o
CH,0H
. . WO
FTase: frutositransferase 1-fru?osﬂmstose

Figura 01: Esquema da Produgao de frutooligossacarideos (kestose, nistose,

1-frutosilnistose) por p-frutosiltransferase.
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A Figura 01 mostra o0 esquema da produgdo enzimatica de
frutooligossacarideos, onde a enzima transfere residuo frutosil da molécula da
sacarose doadora para molécula da sacarose receptora. A reagdo ocorre
normalmente a uma temperatura de 50 a 60°C, com uma concentragio de
sacarose a 60%(w/v), pH na faixa de 55 a 6,0. As caracteristicas mais

importantes deste agucar alternativo sao:

epoder adogante

endo metabolizavel pelo organismo humano

eatuacido como fibras sollveis

eutilizavel seletivamente pelas bifidobactérias que inibem a produgdo de

substancias putrefativas

2.3.1. Enzimas Produtoras de Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos de origem microbiana sao obtidos a partir da
enzima B-frutofuranosidase (B-D-fructofuranosideo fructohidrolase, E.C. 3.2.1.26),
ou pela enzima B-frutosiltransferase (B-D-fructofuranosideo fructosiltransferase,
E.C.2.4.1.9) (OLIVEIRA,1996).

Um dos primeiros trabalhos que se tem conhecimento sobre uma enzima
que apresentava agao de transfrutosilagdo de Aspergillus niger, foi publicado em
1952 por PAZUR, onde demonstrou-se a agado de transfrutosidase em duas
etapas. Na primeiria etapa, a enzima colidia com a molécula de substrato,
formando um complexo frutosil-enzima (FR-E) relativamente estavel. Na segunda
etapa, o complexo frutosil-enzima (FR-E) se aproximava da molécula do co-
substrato ocorrendo a transferéncia de unidades de frutose ao co-substrato, com

a dissociagéo de novos oligossacarideos do complexo.

10
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No mecanismo de transferéncia de frutose, admite-se a existéncia de dois
sitios ativos sobre a p-frutosiltransferase para a sacarose. Um dos sitios agiria
como doador e o outro como aceptor de unidades de frutosil. De acordo com o
modelo proposto, a frutose seria transferida do sitio doador para a parte da
frutose existente na molécula da sacarose para seu sitio aceptor formando desta
maneira kestose (GF;). Em seguida, o residuo de frutose proveniente da
sacarose doadora seria transferida para uma molécula de sacarose aceptora ou
uma glucofrutosana (frutooligossacarideos) e nao mais para a agua. Desta forma,
o nucleotideo atuaria como ponte de ligagdo entre os dois sitios ativos, agindo
como um mecanismo regulador para ativar a enzima. Neste processo haveria
dependéncia apenas do tipo de carboidrato disponivel no meio para suprir a
energia necessaria ao organismo (GUPTA & BHATIA, 1980).

A transferéncia de residuos de frutosil para a sacarose com uma
concentracdo de 50% (w/v), catalisada pela enzima p-frutosiltransferase de
Aspergillus niger ATCC 20611, favoreceu um aumento na produgéo de kestose e
nistose. Constatou-se que a enzima B-frutosiltransferase em altas concentragdes
de sacarose favorece a acgédo de transfrutosilagdo, onde a conversdao para
frutooligossacarideos ocorre rapidamente atingindo um total de 60% de
carboidratos formados ap6s um periodo de 24 horas. Transcorrido este tempo de
incubagéo, a producdo de kestose comegou a diminuir. Concomitantemente, a
concentragdo de nistose e 1-frutosilnistose aumentaram, confirmando assim o
modelo proposto por JUNG et al. (1989) no qual a produgédo de
frutooligossacarideos ocorre de uma forma desproporcional (GF ,+ GF , > GFn4
+ GF n4q).

A  B-frutofuranosidase (p-D-fructofuranosideo fructohidrolase, E.C.
3.2.1.26) é uma enzima presente em plantas, animais e microrganismos que
possue acao hidrolitica e acdo de transfutosilagdo a partir da sacarose. A
especificidade do aceptor para a reagao de transfrutosilagéo e as estruturas dos
produtos transfrutosilados variam dependendo da fonte da enzima. Os doadores

e aceptores dos grupos frutosila podem ser sacarose ou outros

11



Revisdo Bibliografica

frutooligossacarideos, rafinose e melezitose. E essencial que nestes grupos
doador/aceptor, a ligagdo entre a glicose e frutose seja do tipo a1-2p (FUJITA et
al., 1991, FUJITA et al., 1994; DUAN et al., 1994).

A acdo hidrolitica da B-frutofuranosidase de Aspergillus oryzae ATCC
76080, foi estudada através da liberagdo de agucar redutor, usando como
substrato sacarose, rafinose, estaquiose e melezitose a 20%. A enzima nao
apresentou atividade na presenga de melezitose. A agao de hidrélise da enzima
B-frutofuranosidase, de Arthrobacter sp k-1 foi constatada na presenca de
sacarose, erlose, rafinose, frutoxilosideo, neokestose, 1-kestose, nistose,
turanose, lactosilfuranosideo e estaquiose, a 10 mM, entretanto a agdo hidrolitica
ndo foi favorecida na presenca de 1-kestose, nistose e turanose. Ja a
p-frutofuranosidase de Aspergilus niger e Aureobasidium pullulans hidrolisou
1-kestose mais rapidamente do que a rafinose, diferindo da enzima de
Arthrobacter sp K-1. Desta forma, foi verificado que a especificidade de uma
enzima e sua velocidade de reagdo diferem uma das outras, dependendo da
origem da enzima (CHANG ef al.,1994; FUJITA et al.1990b).

Analisando-se o comportamento enzimatico da p-frutofuranosidase obtida
do Aspergillus japonicus, Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans, verificou-se
que s&o bastantes similares. Durante a reagdo de sintese dos
frutooligossacarideos, a enzima catalisou a transferéncia de um residuo de
frutosil para um aceptor com uma ligagdo 2-f-D-frutofuranosidase, como por
exemplo, sacarose, 1-kestose ou nistose, obtendo como produto de reagao os
frutooligossacarideos (1-kestose e nistose) (STRAATHOF et al.,1986).

A enzima B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp k-1 catalisou a hidrélise e
a transferéncia da sacarose para produzir 1-kestose como produto principal.
Entretanto 1-kestose, nistose e sacarose ndo foram considerados aceptores para
residuos de frutosila de Arthrobacter sp K-1. As p-frutofuranosidases de
Aspergillus awamori e Penicillium oxalium produziram dois tipos de trissacarideos,

1-kestose e neokestose. Concluindo-se que diferentes enzimas apresentam

12
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especificidades diferentes para os grupos aceptores ( OH-17, OH-6" e OH-6°) da
sacarose, produzindo 1-kestose, 6-kestose e neokestose, respectivamente.
Segundo, HIRAYAMA et al. (1989), durante a reacdo de sintese, existe
competicdo entre a agua e o substrato para serem aceptores do residuo de
frutosila, e o aumento da concentragdo de sacarose favorece uma maior
producéao de frutooligossacarideos (FUJITA et al., 1990a; DUAN et al.,1993).

As enzimas p-frutofuranosidases possuem tanto agdo de transfrutosilagéo
(Uy) e agao hidrolitica (Uy). A agdo de transferéncia é caracteristica de cada
linhagem produtora. A produtividade enzimatica foi definida como o crescimento
celular multiplicado pela atividade especifica correspondente. Para se obter uma
produgéo eficiente de frutooligossacarideos, € importante que o microrganismo
apresente uma alta propor¢do U/U, e alta produtividade enzimatica. Pelos dados
experimentais o Aspergillus niger e Aureobasidium pullulans sao linhagens que
melhor apresentaram os parametros U; e U, (JUNG et al,1987 e 1989,
HIRAYAMA et al.,1989; HIDAKA & HIRAYAMA 1991, LEE et al. 1992; PARK &
ALMEIDA, 1991).

2.3.1.3. Caracterizacdo das Enzimas

A caracterizacdo das enzimas no que se refere a temperaturas e pH 6timos
de atividade e estabilidade, purificagdo e efeitos de ions metalicos na atividade
enzimatica demonstraram variagdo em fungéo da linhagem microbiana. Podemos
citar como fontes de enzima p-frutofuranosidase com alta atividade de
transfrutosilagdo os microrganismos: Penicillum frequentans (USAMI et al.,1991),
Aspergillus niger ATCC 20611 (HIDAKA et al., 1988), Aspergillus sp 20524
(HAYASHI et al., 1989, 1990, 1991c; JUNG ef al.,1993; YUN et al.,1990,1992a),
Fusarium oxysporum (GUPTA & BHATIA, 1980), Arthrobacter sp (FUJITA et
al.,1990a,b) e Aspergillus japonicus (HAYASHI et al., 1993).

13
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2.3.1.3.1. Temperatura e pH e de Atividade e Estabilidade

Na Tabela 02 encontram-se exemplificados a melhor faixa de pH e

temperatura de atividade e estabilidade da enzima p-frutofuranosidase e

p-frutosiltransferase de varias linhagens de microrganismos. Os valores foram

estimados incubando-se a enzima a diferentes valores de pH e temperaturas.

Tabela 02: Valores de pH e temperturas 6timos e faixa de estabilidade para

diferentes microrganismos.

Micorganismo Tipo PHstimo  Tetimo PHestavilidade ~ Testavilidade REfEréncias
de Enzima °Cc °C
Asp. pullulans B-FFase 55 50 JUNG et. al,
KFCC 10245 extra/bruta 1989
Aureobasidium  B-FTase 5,0-6,0 50 5,0-6,0 <50 HAYASHI et
sp 20245 intra/bruta al.,1992a
Asp. japonicus  B-FFase 5,0-5,5 60-65 4,0-9,0 40 HAYASHI et
MU-2 bruta al.,1992a
Asp.niger B-FFase 5,0-6,0 50-60 4.5-10 HAYASH! et.
ATCC20611 intra/pura al.1992¢,1993
Asp. japonicus  B-FFase 5,4 60 DUAN et. al.,
TIT-KJI intra/pura 1993
Aureobasidium  B-FFase 4,0-7,0 40-50 HAYASHI et.
sp ATCC 20524 al., 1992
Arthrobacter B-FFase 6,5-6,8 55 5,5-10 40 FUJITA et al.,
sp K-1 extra/pura 1990¢c
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2.3.1.3.2. Purificagdao da Enzima

Para purificagdo das enzimas, normaimente utiliza-se uma sequéncia de
etapas de separagao que resultara em um grau elevado de pureza e rendimento.
O objetivo da purificagao é aumentar a pureza ou afinidade biolégica da proteina,
eliminado-se as proteinas inativas e elevando o rendimento desta proteina ao
maximo (LEHNINGER, 1977).

Diferentes processos sao utilizados na purificacdo, sendo que em um
deles, ap6s a extragdo, o caldo enzimatico ainda possui proteinas inativas que
sao indesejaveis e interferem na atividade enzimatica. No caldo pré-purificado o
teor de enzimas de interesse € em torno de 0,1-50%. Observa-se que a um

determinado pH, as proteinas podem diferir quanto a (WHITAKER, 1996):

esolubilidade

edistribuicéo de carga
edensidade de carga
ehidratacao

otipo

eforma

edensidade (volume especifico)
egrupos reativos especificos

eestabilidade relativa

Varias técnicas s&o utilizadas nas etapas preliminares de purificagéo de
proteinas. Uma delas é a precipitagdo de proteinas pelo ponto isoelétrico em que
o pH da mistura de proteinas é ajustado para o ponto isoelétrico de um de seus
componentes. Nesta técnica a maior parte da proteina ou a totalidade daquele
componente ira se precipitar, deixando em solugdo as proteinas cujo ponto

isoelétrico se situa acima ou abaixo daquele pH. Outra técnica é a precipitacao
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com solventes organicos, por exemplo etanol. Ao utilizar solventes orgénicos,
alguns cuidados devem ser levados em conta para evitar que a proteina sofra
desnaturagéo. A adigcao do solvente deve ser lenta e é importante que o solvente
esteja a -15°C (WHITAKER, 1996).

A utilizagido de métodos cromatograficos, torna a purificagdo das enzimas
mais eficiente. Os principais mecanismos de separagdo, Nno processo
cromatografico, dependera de alguns fatores como a: absorgdo, troca idnica,
afinidade especifica, permeagédo em gel ou interagdes hidrofilicas. O principio da
cromatografia consiste em adicionar uma solugdo tampdo para equilibrar a
coluna, sendo adicionada em seguida a solugdo enzimatica. A eluicdo da enzima
se dara com o auxilio de uma solugdo tampao com um gradiente ou ligante
especifico para a enzima desejada. O eluente que sai da coluna é coletado em

fragbes e testado quanto a atividade enzimatica (WHITAKER, 1996).

A cromatografia de troca ibnica, € um dos métodos cromatograficos
utilizados para purificagdo de enzimas, baseado na ligagao competitiva dos ions
da proteina ou ions de sais de mesma carga, a um meio cromatografico de carga
oposta, o trocador idnico (COLLINS, 1995). Na Figura 02 encontra-se

esquematizado o principio da cromatografia de troca iénica.

A interacdo entre as proteinas e o trocador i6nico depende de varios
fatores, dentre eles: carga liquida, distribuicdo de carga na superficie da proteina,
comprimento idnico e a natureza dos ions do solvente, pH (ou atividade de
prétons). Quanto mais carregada estiver a proteina, mais forte sera a ligagdo com
o trocador idnico. Condi¢gdes como pH que alteram a carga efetiva na proteina ou
no trocador idnico, afetam a interagdo e podem ser usadas para influenciar o
processo de troca idnica. O pH & um dos paradmetros mais importantes que
determinam as ligagdes com as proteinas, bem como determinam a carga efetiva
da proteina e trocador iénico. O controle do pH pela adigdo de sal tampéo é

essencial para obtengio de resultados reprodutiveis (COLLINS, 1995).
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Figura 02: Esquema do mecanismo de troca idnica (SATO, 1997).

Em altas concentragbes de ions de sais competitivos, as proteinas
iniciardo o deslocamento do trocador idnico na ordem da forga de ligagéo. As

ligacdes menos fortes serdo deslocadas e eluidas da coluna em primeiro lugar.
Na escolha do trocador i6nico para a purificacdo da proteina com ponto
isoelétrico conhecido, deve-se considerar a estabilidade dos componentes, sendo

que:

1. se os componentes da amostra sdao mais estaveis abaixo do ponto

isoelétrico, deve-se usar um trocador catidnico,

2. se as proteinas sdo mais estaveis acima do ponto isoelétrico, usa-se um

trocador anidnico.
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2.3.2. Produgdo de Frutooligossacarideos

A produtividade dos frutooligossacarideos a partir da sacarose, um
substrato de baixo custo, com o uso de enzimas livre ou imobilizada, ainda € um
fator critico para a produgao industrial. A produgéo pode ser realizada através de
dois processos em batelada, utilizando uma enzima soluvel, ou processo

continuo com células imobilizadas (JUNG et al., 1987).

O processo em batelada & considerado pouco viavel devido a baixa
produtividade dos produtos desejados. No entanto no processo continuo existe
uma baixa operacionalidade, resultante de uma restrigdo difusional na matriz do
gel e também devido as perdas durante a preparagao e descarte apds inativagéo
(YUN et al.,, 1990). Desta maneira uma das formas de tentar superar estes
problemas, € com o uso de técnicas de imobilizacdo. Alguns métodos de
imobilizagdo ja estdo sendo estudados, tais como: suportes de vidro poroso,
DEAE-celulose, alginato e trocadores idnicos de alta porosidade ( HIDAKA et al.,
1988; YUN et al., 1990 e 1992a; HAYASHI ef al.,, 1991a,b, 1992a, 1993; YUN et
al., 1995).

Outro fator que interfere na baixa produtividade do processo industrial dos
frutooligossacarideos a partir da enzima B-frutofuranosidase de Aspergillus niger
ou de Aureobasidium pullulans é a formagao de glicose, sub-produto da sintese,
a qual inibe a reagdo enzimatica deixando cerca de 10% da sacarose n&o
convertida. Sendo a producido maxima de frutooligossacarideos obtida foi em
torno de 55-60%, em base seca (HIDAKA et al.,1988; YUN et al.,1990; HAYASHI
et al., 1991c).

JUNG et al. (1989) estudando a produgéo do frutooligossacarideos a partir
do substrato sacarose como doador e receptor, propuseram um modelo de
sintese em que a reagdo ocorre de maneira desproporcional Observou-se a
formacao de 1-kestose e glicose a partir de 2 moles de sacarose (Figura 03).

Verificou-se também que a concentragdo de sacarose interfere no tipo de agéo
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da enzima ou seja em altas concentragdes, a agao de transfrutosilacao & mais
atuante do que a a¢ao hidrolitica, enquanto que em baixas concentragdes a agéo

de hidrélise é mais intensa.

Sacarose
(GF)

Y

FTase
Glicose

(G)

Kestose
(GF2)

FTase

Nistose
(GF3)

FTase

/
1-Frutosilnistose

(GF4)

Figura 03: Esquema de produgdo dos fructooligossacarideos (JUNG et al,
1993).

Um processo de produgéo de frutooligossacarideos com alta produtividade
foi descrito utilizando-se sacarose em altas concentragbes e uma enzima com
uma maior acdo de transfrutosilagdo. O processo industrial foi desenvolvido a
partir de uma solugcédo de 50 a 60% de sacarose, que passa por uma coluna com
células de Aspergillus niger, onde ocorre a transfrutosilagio, seguida por uma
troca idnica para descoloragédo e dessalinizagdo. O produto final corresponde a
uma mistura de frutooligossacarideos de cadeia curta, constituido por kestose
(GF,), nistose (GF3) e 1-frutosilnistose (GF,) (SCHIWECK,1995).
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A reacdao de transfrutosilagdo, responsavel pela produgdo de
frutooligossacarideos é quantitativamente diferente entre as diferentes linhagens
microbianas sendo que o aumento da concentragdo do substrato favorece este
tipo de reagcado. Durante a reagdo, observa-se uma competicdo entre a agua e
outros substratos pela transferéncia de radicais frutosil nas reagdes catalisadas
pelas enzimas B-frutofuranosidases (HIDAKA et al.,1988; HIRAYAMA et al.,1989).

2.3.3. Aplicacao Industrial dos Frutooligossacarideos

O crescente estudo na producdo de frutooligossacarideos de origem
microbiana tem se intensificado devido aos seus efeitos fisiolégicos especificos
em humanos. O principal deles € o estimulo ao crescimento benéfico das
bifidobactérias no trato intestinal, alivio da constipagéo intestinal e redugdo no
colesterol do soro sanguineo. Todos estes efeitos, resultam numa melhoria do
estado geral do individuo (HIDAKA et al.,1986).

O efeito causado pela absorcdo de frutooligossacarideos foi observado
através da realizagao de varios testes de tolerancia a agucares, constatando-se
que os frutooligossacarideos, ao contrario da glicose e frutose, ndao séo
absorvidos. Outros testes também foram realizados sobre a absorgdo destes
aglcares, nos quais verificou-se que as o-amilases e enzimas digestivas da
mucosa intestinal, juntamente com a ingestdo prolongada dos
frutooligossacarideos favorecia a agdo e produgdo das enzimas hidroliticas no
intestino e em outros orgaos (OKU et al., 1984; TOKUNAKA et al.,1986; HIDAKA
& HIRAYAMA, 1991).

Analisando-se da absorcdo de kestose e nistose no intestino humano,

verificou-se que a nistose foi menos digerida do que a kestose. Levando-se a

concluir que o teor de frutose € um fator determinante na digestéo destes
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acucares. De uma maneira geral, com o aumento do nimero de moléculas de
oligossacarideos, menos digeriveis estes acucares se tornam (OKU ef al., 1984;
TOKUNAKA ef al.,1986; HIDAKA & HIRAYAMA, 1991).

A ingestao maxima diaria recomendada de oligossacarideos de acordo
pelo FDA (Food and Drug Administration) € de 0,8g/dia (130 libras de peso
corpéreo). No entanto, Spiegel et al. (1984) e Modler (1994), constataram que
apesar dos alimentos naturais conterem frutooligossacarideos, para atingirem
este nivel é bastante dificil. Portanto torna-se necessario a suplementagéo de
frutooligossacarideos na dieta para idosos e pessoas que ocupam cargos

estressantes e que desejam manter o sistema digestivo saudavel.

A adicdo destes fatores bifidogénicos na dieta humana, favoreceu num
aumento da ocorréncia e numero de bifidobactérias, sugerindo que a
suplementacdo de frutooligossacarideos na dieta deveria ser implementada.
Contudo, estudos mais aprofundados a respeito da eficacia destes compostos
ainda sao necessarios. Segundo MODLER (1994), o ideal seria que nas dietas

possuissem fatores bifidogénicos para estimular o crescimento da bifidobactéria.

Com a adicdo de neosugar a dieta humana, em torno de 15g/dia
(MODLER,1994), verificou-se um aumento de 10 vezes na populagao de
bifidobactérias no intestino grosso, bem como a ocorréncia de bifidobactérias de
87% para 100%. Simultaneamente, observou-se uma mudang¢a no pH intestinal

de 0,3 unidades e um decréscimo na contagem de enterobacteriase.

Os frutooligossacarideos que nao sao hidrolisados pelas enzimas
digestivas de mamiferos, sdo seletivamente utilizadas pelas bifidobactérias. As
bifidobactérias sdo microrganismos anaerébicos ndo formadores de esporos,
gram-positivo, predominantes no trato intestinal de humanos e alguns animais.
Esses microrganismos exercem efeito de inibigdo na proliferagao ou infecgdo de
bactérias nocivas (HIDAKA et a/,1986; MURAMATSU ef al.,1992).
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McKELLAR & MODLER (1989) relataram que algumas bifidobactérias
utilizavam frutooligossacarideos e produziam p-fructosidases intracelulares
capazes de hidrolisar os sacarideos. As p-frutofuranosidades de microrganismos
sdo classificadas em dois tipos de enzimas, a primeira, denominada de invertase,
que hidrolisa sacarose, mas n&o a inulina, e a segunda € uma exo-inulinase (p-
frutosidase) que hidrolisa tanto a sacarose quanto a inulina. A proporgao de
atividade, para cada uma delas é variavel (MURAMATSU ef al.,1992 e 1993).

Estudos similares realizado por HIDAKA ef al. (1986) e HIDAKA &
HIRAYAMA  (1991), verificaram que administrando 0,8g/dia de
frutooligossacarideos durante duas semanas em pacientes senis observou-se um
aumento significativo do nimero de bifidobactérias, em média 10 vezes apés um
periodo de 14 dias. A partir destes estudos estipulou-se que a quantidade eficaz
de frutooligossacarideos necessaria para adultos é de cerca de 5g/dia. A dose
efetiva diaria de frutooligossacarideos na forma bruta é de 3,0 g/dia, sendo que a
dose minima requerida para indugdo da diarreia € de 44g para o homem e 49g
para mulher (HIDAKA et al.1986; SPEIGEL et al.,1994).

Os frutooligossacarideos mesmo ndo possuindo os efeitos fisicos da fibra,
como: aumento da viscosidade, ligacdo com agua e efeitos espessantes,
apresentam efeitos similares benéficos a saude como aqueles atribuidos as fibras
(TOMOMATSU, 1994).

A contribuicdo dos frutooligossacarideos a saude esta diretamente
relacionada as suas caracteristicas fermentativas (fator de crescimento das
bifidobactérias). As fibras, especialmente as sollveis em agua, parecem também
contribuir para a saide humana, através da fermentagao. As vantagens que os
frutooligossacarideos apresentam sobre as fibras sdo: um menor requerimento
diario (3,0 g/dia), nao causam diarréia nas doses recomendadas, sdo levemente
adocicados, apresentam textura e sabor razoaveis, sdo totalmente solliveis em
agua, nao sao viscosos, ndo se ligam a minerais, sdo estaveis e mais faceis de

serem incorporados em bebidas e alimentos processados (TOMOMATSU, 1994).
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Algumas publicagdes relatam efeito anticancerigeno das bifidobactérias
em testes com pequenos animais. De acordo TOMOMATSU (1994), este efeito
anticancerigeno estaria relacionado com o aumento na imunidade causado pelos
componentes da parede celular e componentes extracelulares das

bifidobactérias.

2.3.4. Inulinase

As Dbifidobactérias possuem enzimas hidroliticas conhecidas como
inulinase (2,1-p-D-frutana-frutanahidrolase) que clivam os frutooligossacarideos,
ao contrario das enzimas digestivas de humanos e animais. Linhagens de
bifidobactérias de animais metabolizam a inulina mais efetivamente do que as
bifidobactérias de origem humana. As diferengas no metabolismo sugerem que a
inulina é incapaz de atingir o sitio das enzimas das bifidobactérias humanas, ou
entdo, um impedimento estérico poderia estar envolvido. Estudos realizados “in
vitro” demonstraram que a Bifidobacterium longun tem dificuldade de metabolizar
polimeros de cadeia longa, tais como a inulina (McKELLAR & MODLER, 1989).

As enzimas hidroliticas séo classificadas de acordo com o modo de agao,
sendo as inulinases classificadas em endo-inulinases e exo-inulinases. As exo-
inulinases desempenham importante papel na hidrélise da inulina, separando as
moléculas de frutose a partir do terminal ndao redutor da cadeia de inulina,
quebrando as ligagées B-(2—1). A liberagéo da frutose durante a reagéo ocorre
segundo um mecanismo em cadeia, numa ampla faixa de pH e temperatura
(VANDAMME & DERYCKE, 1985).

As inulinases microbianas atuam sobre o substrato sacarose, de modo
similar a invertase. Entretanto, as invertases apresentam uma fraca ou nenhuma
atividade sobre polimeros de frutose. A diferenga entre as duas enzimas pode ser

observada pela relagdo S/T, que corresponde a atividade relativa sobre sacarose
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e inulina, que pode ser determinada da seguinte forma:

Sacarose _ Unidades totais de atividade de invertase
lnulina ~ Unidades totais de atividade de inulinase

Para altos valores de S/I, a enzima obtida é a invertase. Entretanto para

baixos valores de S/I menores que 50, indicam que a enzima em questdo é

inulinase (VANDAMME & DERYCKE, 1985).

2.3.4.1. Microrganismos Produtores de Inulinases

Ao contrario das inulinases isoladas de tubérculos e raizes de plantas, que
nao apresentam atividade em invertase, as inulinases obtidas a partir de
microrganismos como bactérias e fungos apresentam uma notavel atividade
sobre a sacarose (SCHNEIDER, 1996).

Comparando as exo-inulinases obtidas de leveduras com as de bactérias,
observou-se que as de leveduras apresentam um padrdo enzimatico muito
restrito, uma vez que todas as enzimas que foram estudadas até o momento,
obtidas a partir de leveduras sdo exo-frutanas com atividade tanto de inulinase
quanto de levanase (FUCHS, 1985).

A selegdo de microrganismos produtores de proteinas heterélogas para
utilizagdo industrial, depende da sua acessibilidade genética e de suas
caracteristicas fisiolégicas. Dentre as leveduras produtoras de exo-inulinases, as
do género Kluyveromyces apresentam melhor desempenho. O interesse do uso
destes microrganismos na produgdo de proteinas heterélogas, se encontra no
fato delas pertencerem ao grupo GRAS (Generally Recognized as Safe) e séo
aceitas pelo FDA (“Food and Drug Admisnistration”) dos Estados Unidos para

produtos farmacéuticos e alimenticios (SCHNEIDER, 1996).
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2.3.4.2. Caracterizagao das Inulinases

2.3.4.2.1. Temperatura e pH de Estabilidade

Estudos realizados com inulinases intra e extracelular obtida de
Saccaharomyces fragilis, indicam que estas s&do razoavelmente estaveis a 50°C,
mas sofrem desnaturagido a 70°C. Entretanto a inulinase intra e extracelular de
Kluyveromyces marxianus CBS 6556, incubada por 8 horas a 50°C, ndo
apresentaram nenhuma perda de atividade. Porém, quando a reag¢do enzimatica
ocorre a temperaturas mais elevadas observou-se uma consideravel perda de
atividade da enzima. A inulinase de Kluyveromyces marxianus CBS 6556
apresentou atividade o6tima sobre o substrato inulina a 50°C. Utilizando-se a
enzima de Kluyveromyces fragilis bruta, purificada ou imobilizada, a hidrélise
maxima da inulina ocorreu a 55°C (SCHNEIDER,1996).

A inulinase Kluyveromyces marxianus intra e extracelular, apresentou
atividade 6tima na faixa de 4,8-5,2. A inulinase purificada ou imobilizada de
Kluyveromyces fragilis mostrou atividade étima em pH 5,5 enquanto que a enzima
intra e extracelular de Saccharomyces fragilis na faixa de pH de 5,0 a 5,5. Estes
baixos valores de pH encontrados para a inulinase, tornam-se bastante atrativos
para a industria, pois diminuem os riscos de contaminagdo microbiana e no
preparo de xaropes reduzem a formagao de cor, uma caracteristica indesejavel
(SCHNEIDER, 1996).

2.3.4.2.2. Parametros Cinéticos

A determinagio precisa da constante de Michaelis-Menten, expressa em
termos de molaridade, é prejudicada porque a inulina além de ndo apresentar um

peso molecular definido durante a reagao, sofre mudanga do comprimento da

25



Revisdo Bibliografica

cadeia a qual torna-se sempre menor. Um outro fator considerado, é a
solubilidade limitada e a natureza polidispersa da inulina que impede uma
determinagado confiavel. Uma maneira de contornar este problema é a utilizagéo
de oligossacarideos com grau de polimerizacdo crescentes para obtengcéo das
constantes de afinidade para inulinase de Kluyveromyces marxianus ATCC
12424 (VANDAMME & DERYCKE, 1983).

Na determinagdo da constante de Michaelis, utilizou-se como substrato
sacarose, rafinose e estaquiose que correspondem a um di, tri e
tetrassacarideos, respectivamente. Observou-se que um aumento no
comprimento da cadeia do substrato utilizado produziu um aumento bastante
consideravel no valor de K, para a invertase, enquanto que para inulinase o valor
de K, permaneceu relativamente constante (GROOTWASSINK & FLEMING,
1980).

O valores de K, para inulinase imobilizada de Kluyveromyces fragilis,
utilizando como subsrato a inulina, encontra-se entre 0,54-0,67 mmol/l enquanto
que para a inulinase bruta o valor de K, é da ordem de 1,7 mmol/l (GUPTA et
al.,1994a).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Producéao da Enzima

Para produgéo da enzima foi utilizado um processo fermentativo otimizado
no Laboratério de Bioengenharia-DEA (COSTA,1986). Na Figura 04, encontra-se

esquematizada as etapas de produgao da enzima com alta atividade enzimatica.

O meio de cultura selecionado foi 0 que melhor se adequou as condigées
do microrganismo para produgdo de uma enzima com alta atividade enzimatica,
mantendo-se as condigbes de fermentagdo controladas em termos de pH,

temperatura, velocidade de agitagéo e vazao de ar.

No processo de sintese para produgdo dos frutooligossacarideos foi

utilizada a enzima purificada.

Microrganismo

4

Fermentagao
pH, temperatura,
vazao de ar, tempo

y

Purificagdo
Etanol(70%), FPLC

Figura 04: Fluxograma de produgéo da enzima
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3.1.1. Microrganismos

Inicialmente foram realizados estudos com o0s microganismos
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045, Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces
lactis. Sendo a levedura Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 selecionada
para a producdo da enzima exo-inulinase. Esta enzima foi utilizada em todos os

ensaios destes trabalho.

3.1.2. Manutengao da Cultura

Os microrganismos foram repicados periodicamente em tubos de ensaio,

contendo o meio de cultura P.D.A. (Potato Dextrose Agar).

3.1.3. Preparo do Inéculo

A composicao do meio de cultura utilizado consiste em:

Composic¢ao Concentracéo (g/l)
Sacarose 20,0
Extrato de levedura 5,0
K,HPO, 5,0
NH,CI 1,5
MgS0,.7H,0 0,65
KClI 1,15
pH 6,8

Frascos de Erlenmeyer de 500 ml, contendo 100 ml do meio de cultura
para pré-fermentagéo, foram previamente esterilizado a 121° C por 15 minutos.
Em seguida os frascos foram inoculados com uma algada da cultura estoque.
Apbs a inoculagio, o meio foi incubado a 30° C e 200 rpm em agitador rotatério

durante 24 horas (periodo satisfatério para crescimento do microrganismo).
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3.1.4. Fermentacgao

A fermentacgao foi conduzida sob condigdes 6timas de produgdo da enzima
(COSTA, 1986). No processo fermentativo foram utilizados trés meios de cultura,

para analisar o melhor meio de produgédo da enzima com alta atividade.

Meio 01
Composicao Concentragao (g/ 1)
Sacarose 30
Extrato de Levedura 10
Peptona 20
pH 3,5
Meio 02
Composicao Concentracao (g/l)
Sacarose 30
Extrato de Levedura 10
Peptona 20
K:HPO, 5,0
pH 3,5
Meio 03
Composicao Concentragao (g/l)
Melago 30
AMM' 40
K;HPO, 50
pH 3,5

1= agua de maceragéo de milho
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Nesta etapa utilizou-se um mini-fermentador de 1 litro contendo 700ml de
meio de cultura previamente esterilizado, sendo em seguida inoculado com 5%

do meio do item 3.1.3.

A temperatura durante a fermentacdo foi mantida constante a 30°C
utilizando um banho termostatizado TECNAL TE-184. A taxa de aeracao foi
mantida entre 0,2-0,3vwvm (CONTIERO,1992). As amostras foram retiradas em
intervalos regulares para determinagdo de massa seca, agucar redutor, pH e

atividade enzimatica. A fermentagao transcorreu em um periodo de 18 horas.

3.1.4.1. Recuperacdo da Enzima

O caldo fermentado foi centrifugado a 5000g por 10 minutos a 5°C, visando
a separagdao do sobrenadante para préxima etapa, sendo o precipitado

descartado.

Inicialmente foi determinada a atividade enzimatica do sobrenadante para
o calculo de rendimento. A precipitagdo da enzima foi realizada adicionando-se
etanol com 70% de saturagéo a - 15°C ao sobrenadante, o qual foi mantido em
banho de gelo sob agitacdo branda (WHITAKER, 1996).

Apos a adicdo do etanol, a solugdo foi centrifugada a 5000g por 15
minutos a 5°C, utilizando-se centrifuga refrigerada SORVALL® RC PLUS 26. O
precipitado contendo a enzima foi ressuspendido em tampéo fosfato 0,05M,
pH 5,2. A atividade enzimatica foi determinada para o calculo do rendimento, que

consiste em:

atividade do caldo enzimatico
atividade enzimatica do precipitado

% rendimento =
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3.2. Sintese dos Oligossacarideos

No estudo da sintese de oligossacarideos foi utilizado um micro-reator
encamisado (6,5x3,5cm). No reator foram adicionados 2,0 mli da solugdo
enzimatica purificada em 16,0 de solugdo a 50% (w/v) de sacarose. Todas as
sinteses foram realizadas num tempo de 60 horas, com variagdes na temperatura
e pH.

3.2.1. Estudo do efeito do pH, Temperatura e Tempo na Sintese dos
Oligossacarideos

Com o objetivo de obter oligossacarideos, a sintese foi realizada
inicialmente a diferentes valores de pH, para determinar a melhor faixa de
producédo. Procurou-se trabalhar na faixa de pH da estabilidade da enzima, entre
os valores de pH 3,0 a 8,0, temperatura numa faixa de 30 a 50°C e tempo de

sintese de 60 horas.

A reagéo foi conduzida em mini-reatores encamisados, adicionou-se 8,0 mi
de sacarose com uma concentracdo de 500g/l e 2,0ml de solugdo enzimatica em
tampao fosfato de sédio 0,05M pH 5,2. As amostras foram retiradas em tempos
pré-determinados. Nesta etapa a temperatura foi constante mantida com banho
termostatizado modelo TECNAL TE-184.

3.2.2. Identificagdao e Quantificagao das Amostras

As amostras foram retiradas em varios intervalos de tempo durante um
periodo de 60 horas. A identificagdo e quantificagdo dos produtos foi realizada
usando um sistema de cromatografia liquiida (HPLC), coluna de troca idnica
SHODEX SC 1011, fase mével agua. Os padrdes de agucares kestose, nistose e
1-frutosilnistose foram adquiridos junto a companhia japonesa Wako Pure

Chemical Industries Ltda., e os padrbes sacarose, glicose e frutose da Merck.

31



Materiais e Métodos

3.3. Métodos Analiticos

3.3.1. Massa Seca

Para determinagdo da massa celular construiu-se uma curva padréo de

densidade ética em fungdo da massa seca.

M.S.(g/1) = 1,025 x ABS (M.S. = massa seca)

Na determinagdo da quantidade de massa seca na amostra, foram
retiradas amostras de 10 ml do caldo fermentado. As amostras foram
centrifugadas a 5000g x 10 minutos em centrifuga refrigerada, marca SORVALL
®RC 26 PLUS, a temperatura de 5°C. A massa celular foi ressuspendida em 10 mi
de agua destilada e absorbancia determinada a 600 nm. A atividade enzimatica e

acucares redutores foram determinados no sobrenadante do meio de cultura.

3.3.2. Acucares Redutores Totais

Nas analises de aglcar redutor, foi utilizado o método de DNS (MILLER,
1959). O reagente DNS é composto de 1416 ml de agua destilada, 10,6g de 3,5
acido dinitrosalicilico, 19,89 de NaOH. Dissolveu-se tudo a quente e adicionou-se

em seguida 7,6 ml de fenol (fundido a 50°C).

Neste método misturou-se 1,0 ml da amostra convenientemente diluida de
maneira tal que a concentragdo da amostra esteja no maximo a 1,0 g/l, com 1,0
ml de DNS. A mistura foi mantida em banho-maria a 100°C por 5 minutos e
resfriada logo em seguida em banho de gelo. Na mistura adicionou-se 16,0ml de
tartarato duplo de sédio e potassio, que age como estabilizante da cor. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro Micronal B342ll a 540nm. Utilizou-se a

sacarose como agucar padrao.
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3.3.3. Curva Padrao de Agucar Redutor Total

Tubos de ensaios com 1,0 ml de solucdo de sacarose em concentragdes
diferentes na faixa de 0,1-1,0g/l (sensibilidade do método). Em seguida fez-se a
hidrélise da sacarose adicionando 1,0 ml de HCI 1N, deixando 5 minutos em
banho-maria. A amostra foi colocada em banho de gelo e adicionou-se 1,0 ml de
NaOH 1N e 1,0ml do reagente DNS por 5 minutos em banho-maria, seguido de
banho de gelo. Adicionou-se 16,0ml de tartarato duplo de sédio e potassio. A
leitura foi realizada a 540nm. Para calibragdo do apareiho substituiu-se a amostra
por agua destilada, correspondendo desta maneira ao branco. Em seguida

construiu-se o grafico de concentragcdo em fungéo da absorbancia.

3.3.4. Atividade Enzimatica ( Invertase e Inulinase)

A dosagem da atividade enzimatica foi realizada pela medida da
velocidade inicial da produgdo dos agucares liberados em condigbes
controladas. O método consiste na utilizagdo de um micro-reator encamisado
sob agitagé@o e controle de temperatura com auxilio de um banho termostatizado
TECNAL TE-184. No reator adicionou-se 5,0ml de solugéo de sacarose a 0,06M,
2,5ml de tampao fosfato de sédio 0,05M a pH 5,2, 1,5ml de agua destilada e
1,0ml da amostra convenientemente diluida. O mesmo procedimento foi efetuado
substituindo a solu¢do de sacarose por inulina (fluka), para determinar atividade
de inulinase. A reagdo para sacarose ocorre na temperatura de 40°C, e para

inulina a 50°C.

Foram retiradas 1,0ml da amostra nos intervalos de tempo 1,3, 5,77 e 9 e
analisou-se os aglcares redutores totais. Construi-se a curva de absorbancia em
funcé@o do tempo e com auxilio da curva de calibragdao de agucar redutor foram
determinadas as atividades enzimaticas. Uma unidade por ml de solugéo
enzimatica (Ul/ml) é definida como sendo a capacidade da enzima hidrolisar

1umol/mi de sacarose por minuto.
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3.3.5. Dosagem de Proteinas

Na dosagem de proteinas foi utilizado o método de Lowry (COSTA, 1986).
No preparo dos reagentes para dosagem de proteinas foi utilizada a seguinte

metodologia:

reagente A: 2% de Na,CO; em uma solugéo 0,1N de NaOH.
reagente B: 0,5% CuSO, em uma solugéo de 1% de tartarato duplo
de sédio e potassio.

reagente C: 50,0 ml do reagente A + 1 ml do reagente B.

O reagente de Folin Ciocalteau foi misturado com agua destilada na
propor¢do 1:1. Na dosagem misturou-se 1,0 ml da amostra com 5,0 ml do
reagente C, sendo a mesma homogenizada e mantida em repouso por 10
minutos. Em seguida adicionou-se 0,5 ml de Folin Ciocalteau diluido 1/2. Deixou-
se novamente em repouso por 30 minutos e fez-se a leitura no espectrofotdmetro
a 750 nm. Para calibragio do espectrofotémetro substituiu-se a amostra por 1,0
ml de agua destilada. Com o auxilio de uma curva padrao de albumina bovina

quantificou-se a proteina da amostra.

3.3.6. Cromatografia Liquida - HPLC

3.3.6.1. Sistema HPLC (High Pressure Liquid Chromatography)

einjetor automatico Varian 9095

eBomba ternaria Varian 9010

eForno Spark Holland 99

eDetector de indice de refragdo R14

eSoftware para aquisicdo e processamento de dados e geragdo de
relatérios - Millenium Chromatography Manager- Waters

ePré-coluna e coluna Shodex Sugar SC1011 ( 8x 300mm)

34



Materiais e Métodos

A pré-coluna e a coluna foram conectadas em série seguindo as condigbes

padrao de uso.

3.3.6.2. Preparo da Fase Moével

O critério basico para analise dos agucares em HPLC é a solubilidade da
fase moével. A fase movel utilizada foi agua ultra pura obtida de um sistema de
purificagdo compacto Milli-Q Plus. A fase movel foi degaseificada em banho
ultrasom Eurosonic modelo SX- a vacuo durante 1 hora, diariamente. O fluxo do
eluente, a agua, foi aumentado lentamente até atingir 0,3ml/min. O sistema foi
deixado com a fase movel até conseguir estabilizacdo do indice de refracéo (RI)

monitorado pela linha de base do software Millenium.

3.3.6.3. Curva de Calibracao

Para construgao da curva de calibragdo foram preparadas inicialmente
solugdes padroes de kestose, nistose, 1-frutosilnistose, glicose, frutose e
sacarose; todas nas concentragdes de 0,5% a 3,0%, resultando ao todo sete
solugcbes padrées. Em seguida, todas as solugdes anteriormente citadas de uma
mesma concentragdo, foram misturadas de modo a formar uma solugao padrao
de uma determinada concentracao, a qual foi submetida a analise cromatografica.
De forma semelhante outras solugbes padrdes foram preparadas, por meio de

mistura até se obter as sete solugbes padroes.

Utilizando o software Millenium de aquisicdo de dados, foi feita a
integracdo e otimizacdo dos picos para cada padrdao com base no melhor
coefiente de regressdao. A curva de calibragdo obtida para cada padrao foi

utilizada na identificacao e quantificacao das amostras.
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3.3.6.4. Preparo das Amostras

Foram retiradas amostras de 1,0ml em intervalos de tempos pré-
determindados durante um periodo de 60 horas. Foi adicionada 1,0ml de uma
solugdo de etanol 1,0% (etanol PA 95%), para separar a proteina remanescente
da sintese. Em seguida centrifugou-se a 5000g por 10 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em filtro MilliPore 0,45um. As amostras foram diluidas

convenientemente, para ficar numa faixa de concentragao de 0,5-3,0%.

3.3.6.5. Injegcao das Amostras no Sistema HPLC

As amostras foram injetadas em uma coluna Shodex Sugar SC 1011 nas

seguintes condi¢des de operagao.

eTemperatura ambiente: 22-24°C

eTemperatura do forno : 80°C

eTemperatura do detector de indice de refragao (RI): 45°C
eVolume de injecéo : 98yl

oFluxo do eluente: 0,3ml/min

3.3.6.6. Identificagao e Quantificagao das Amostras

As amostras foram identificadas, integradas e quantificadas utilizando um
software Millenium de aquisicao e processamento de dados, tendo como base a

curva padrao do item 3.2.6.3.
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3.3.7. Cromatografia Liquida - FPLC

3.3.7.1. Sistema FPLC- ( Fast Protein Liquid Chromatography)

O sistema de FPLC consta dos seguintes equipamentos:

eMixer (para gradiente de elui¢gdo)

eControlador de Cromatografia Liquida LCC-501 Plus

eDuas bombas P-500 para inje¢do dos eluentes

eUma bomba P-1 para injegdo

«Um monitor UV para medi¢do do perfil de cromatografia

eColetor de Fragbes FRAC-100

eRack cromatografico para montagem do equipamentos

«Coluna cromatografica de troca aniénica Q-Sepharose Fast Flow

eLoop de 150ml para injecdo de amostras

A coluna foi utilizada nas seguintes condi¢des padrées;

ePressao 0,3MPa
eTemperatura da sala : 22-24°C

eFluxo 1,0ml

A manutencgao da coluna é feita com etanol a 20%.

3.3.7.2. Fase movel

Para fase movel foi utilizado um gradiente de tampao fosfato de sédio
0,05M a pH 7,5 com NaCl 1M em tampao fosfato de sédio 0,05M a pH 7,5. As

duas solugbes foram preparadas em agua Milli-Q, filtrada em filtro MilliPore
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0,22um. Apés a filtragdo as solugdes foram degaseificadas, durante 1 hora em

banho ultrasom Eurosonic modelo SX-20 a vacuo.

3.3.7.3. Preparo e Injecdo das Amostras

Nesta etapa, utilizou-se a enzima precipitada e ressuspendida em
tampéo fosfato de sédio a pH 5,2. A solugdo enzimatica foi filtrada em filtro
MilliPore 0,45 e 0,22 um. Antes de injetar a amostra, a coluna de troca anibnica
Q-Sepharose Fast Flow foi lavada com tampao fosfato de sédio 0,05M apH 7,5 a
um fluxo de 2,0 ml/minuto no volume total de 40,0 mi para equilibra-la, o que
corresponde a duas vezes o volume da coluna. A coluna foi carregada com a
amostra em um fluxo de 0,5 mi/minuto. A eluigdo da enzima foi realizada com
tampéao fosfato de sédio 0,05M a pH 7,5, seguido de um gradiente linear
ascendente de 0 a 90% de NaCl 1M em tampéao fosfato de sédio 0,05M a pH 7,5
com um fluxo de 1,0 mi/minuto. O processo foi realizada a 280nm num monitor de
UV conectado a coluna. Durante a éluigéo da enzima foram coletadas fragées de

5,0ml no coletor de fragdes FRAC-100 e determinou-se a atividade enzimatica.

3.3.7.4. Identificagcdao das Amostras

Os cromatogramas foram analisados com auxilio de um software de

aquisi¢ao e processamento de dados FPLCdirector.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Selegao do Microrganismo

Foram testadas trés linhagens de microrganismos: Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis quanto a
producdo da enzima com atividade de ftransfrutosilagdo. Na Tabela 03,
encontram-se os valores de atividade enzimatica, pH, acgucar redutor total
(residual) apés 22 horas de fermentagcdo em meio 01 como descrito no item 3.1.4.
Nas Figuras 05 a 07, encontram-se os cromatogramas referentes a produgéo de

oligossacrideos para os trés microrganismos estudados.

Tabela 03: Atividade enzimatica, pH e acglcar redutor total de culturas em

fermentadores apés 22 horas de fermentagao

: . Agucar Redutor Atividade
Microrganismos PH Total (residual) Enzimatica
(g/1)) (Ul/ml)
Kluyveromyces bulgaricus 3,43 1,178 5,03
ATCC16045
Kluyveromyces fragilis 6,04 1,39 3,07
Kluyveromyces lactis 5,87 1,69 2,45

Definindo como parametro a atividade enzimatica e producdo de
oligossacarideos para selegdo do microrganismo, pdde-se verificar que a
linhagem de Kluyveromyces bulgaricus ATCC16045 apresentou uma melhor
atividade enzimatica, 5,03 Ul/ml em 22 horas de fermentacdo (Tabela 03). De
acordo com os cromatogramas (Figuras 05 a 07), todos os trés microrganismos

apresentaram acgao de transfrutosilagdo e hidrélise. Entretanto a linhagem de
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Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 foi selecionada por apresentar uma maior
produtividade na formagdo de oligossacarideos, kestose e nistose,

consequentemente uma maior agéo de transfrutosilacgéo.

Durante a reagdo verificou-se que os extratos enzimaticos bruto dos
microrganismos Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis possuem atividade
de p-frutosiltransferase e B-frutosilhidrolase. As enzimas produzidas por estes
microrganismos hidrolisaram a sacarose, formando além dos oligossacarideos
um polissacarideo insolivel em agua nas condigdes de reagdo. As
potencialidades deste processo nao foram exploradas neste trabalho, porém

merecem atencgao especial em trabalhos futuros
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Figura 05: Producéo de oligossacarideos por Kluyveromyces lactis a 30°C,

pH 3,0, tempo de sintese 21 horas.
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Figura 06: Produgéo de oligossacarideos por Kluyveromyces fragilis a 30°C, pH

3,0, tempo de sintese 24 horas.
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Figura 07: Producédo de oligossacarideos por Kluyveromyces bulgaricus ATCC
16045 a 30°C, pH 3,0, tempo de sintese 24 horas.
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4.2. Produgao da Enzima

4.2.1.Fermentagao

Nas fermentagdes para produgéao da enzima por Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045 foram testados trés meios de culturas descritos no item 3.1.4. As
condigbes de fermentagéo foram: pH 3,5, temperatura 30°C, aeragéo 0,2-0,3vvm,
agitacdo moderada e tempo de fermentagdo de 18 horas. Com o objetivo de
selecionar o melhor meio para producdo da enzima, fez-se o acompanhamento
através das analises de massa seca, agucar redutor total, atividade enzimatica e
pH. A Tabela 04 mostra os valores de atividade enzimatica obtido nos trés meios

de fermentacéo testados

Tabela 04: Valores de atividade enzimatica referente ao trés meios utilizados na

fermentacao.

Meio Atividade Enzimatica
(Ul/mi)
445
7,54
10,21

Em termos de produtividade, o meio 03 composto de agua de maceragéao
de milho (AMM), melago e K;HPO, apresentou melhores resultados quanto a
atividade enzimatica, mas nio obteve-se uma boa reprodutibilidade. COSTA
(1986), estudando a produgao de invertase por Kluyveromyces bulgaricus ATCC
16045, verificou que mesmo mantendo as condi¢des de cultivo inalteradas, o
microrganismo apresentou um comportamento diferente, resultando numa baixa
produtividade da enzima. Foi suposto que o fator idade da cultura mae poderia

influenciar, baseando-se nos resultados obtidos nas fermentagbes, onde variou-
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se a idade da cultura mae. Desta forma, concluiu-se que a instabilidade
observada nao estava relacionada com este fator, podendo associa-la estar
relacionada com fatores intrisecos. DWORSCHACK & WICKERHAM (citado por
COSTA, 1986) observaram que culturas de células poliplédes produziram mais

invertase do que cultura de células dipléides de uma mesma linhagem.

Para continuidade dos trabalhos escolheu o meio 02, que apresentou uma
boa reprodutibilidade, apesar de ter uma atividade enzimatica inferior ao meio 03.
Na Tabela 05 e Figura 08, encontram-se os resultados obtidos de massa seca

(MS), atividade enzimatica (AE), agucar redutor total (ART) e pH para o meio 02.

Tabela 05: Fermentagéo em batelada simples a temperatura de 30°C e pH a 3,5,

aeracao 0,2-0,3 vwvm

tempo (h) pH MS AE (Ul/ml) ART (g/l)
1 3,53 0,17 0,28 25,12
5 3,47 0,63 0,34 18,52
6 3,41 1,29 0,50 12,00
7 3,33 2,05 1,16 1,95
8 3,31 2,31 2,19 0,70
11 3,38 2,41 5,74 0,16
14 3,37 2,67 6,87 0,15
17 3,41 2,49 8,40 0,15

18 3,41 2,49 7,54 0,14
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Figura 08: Fermentagdo em batelada simples, meio de cultura 02, pH 3,5,

temperatura a 30°C e aeracéo 0,2-0,3 vvm.

De acordo com a Figura 08 e a Tabela 05, pode-se observar que nas
primeiras 08 horas de fermentagéo, a produgio de massa seca e o consumo de
substrato atinge o seu ponto maximo. Apés 17 horas de fermentagao foi obtido
atividade maxima de 8,40 Ul/ml. Apés este periodo de tempo, a atividade
enzimatica comega diminuir. Verificou-se que o tempo 6timo de fermentacgéo para
obtencéo de uma enzima com boa atividade enzimatica fica em torno de 17

horas. O pH durante toda a fermentagao permaneceu praticamente constante.

Na continuagdo dos experimentos utilizou-se a enzima do meio 02 com
atividade enzimatica de 7,54 Ul/ml.
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4.2.2. Purificagdo da Enzima Produzida por Kluyveromyces bulgaricus ATCC
16045

4.2.2.1. Extra¢ao da Enzima por Etanol

Nesta etapa utilizou-se um caldo isento de células com atividade de
7,54Ul/ml. Um volume de 190,0 ml foi precipitado com etanol (-15°C), com grau
de saturacdo de 70% (COSTA 1986). O etanol foi adicionado lentamente,
mantendo a temperatura baixa, em torno de 4°C. As condigcées brandas de
precipitacéo evita que a enzima desnature, perdendo atividade (WHITAKER,
1996).

No processo de extragdo obteve-se uma atividade final medida como
invertase de 113,16 Ul/ml e como inulinase de 13,65 Ul/ml. O rendimento da

extrag&o obtido como invertase foi de 75,36% e como inulinase de 67,77%.

4.2.2.2. Purificagdo por Cromatografia de Troca Iénica (FPLC)

Analisando o cromatograma da Figura 09, observou-se que a enzima foi
eluida numa concentagdo aproximadamente de 15% de NaCl (0,15M). Nesta
etapa obteve-se uma atividade especifica de 13,41 U/mg de proteina, fator de
purificagcdo de 9,18 e rendimento de 52,09%, em relagéo ao caldo bruto (Tabela
06).
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Figura 09: Cromatograma da purificagdo da inulinase por Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 por cromatografia por troca idnica com

coluna Q-Sepharose Fast Flow.

Tabela 06: Purificagéo da inulinase por Kluyveromyces bulgaricus ATCC16045 .

ETAPAS Proteina Atividade Atividade Fatorde Rendimento
Total Total Especifica Purificacédo (%)
(mg) (U) (U/mg)
Sobrenadante 12,56 20,60 1,64 1,00 100,00
Etanol (70%) 6,60 19,95 2,11 1,45 67,77

Q-Sepharose
Fast Flow 0,80 10,73 13,41 9,18 52,09
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4.3. Caracterizagcdo da Enzima

De acordo com VANDAME & DERYCKE (1985), as inulinases microbianas
por apresentarem atividade sobre a sacarose, normalmente sio confundidas com
invertase. A diferenca entre estas enzimas pode ser observada pela
especificidade do substrato, a invertase apresenta uma fraca ou nenhuma
atividade sobre polimeros de frutose, enquanto que a inulinase atua sobre

inulina, liberando frutose.

A relagdo da atividade de invertase sobre a atividade inulinolitica
caracteriza a enzima. Na Tabela 07, encontram-se os valores da purificacdo e
atividade da enzima, ou seja, no que diz respeito a atividade de invertase e

atividade inulinolitica.

Tabela 07: Purificag&o da p-frutosidase (invertase e inulinase) de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC16045

INVERTASE INULINASE
ETAPAS Proteina
Total U U/mg U U/mg sn'
(mg)
Sobrenadante 12,56 150,10 11,95 20,60 1,46 7,29
Etanol (70%) 6,60 113,16 17,26 13,95 2,11 8,11
Q-Sepharose
Fast Flow 0,80 41,47 51,83 10,73 13,41 3,86

1- unidades totais de atividade invertase/unidades totais de atividade inulinolitica

Pela Tabela 07, na etapa de purificagdo por cromatografia por troca iénica
a atividade especifica foi de 51,83 U/mg de proteina para invertase de 13,41
U/mg para atividade inulinolitica. Usando a relagdo de S/I, onde S corresponde

a atividade de invertase e I a atividade inulinolitica, obteve-se uma razio de

3,86. De acordo com VANDAME & DERYCKE (1985), pode-se supor que a

enzima em questao trata-se de uma inulinase.
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4.4. Producédo dos Oligossacarideos

4.4.1.Curva de Calibracao

A curva de calibragao foi obtida relacionando concentragées dos agucares
e tempos de retencdo. Varios tipos de ajustes foram testados para obter a meihor
quantificagdo das amostras. Sendo que o ajuste linear foi 0 que apresentou os

melhores resultados (Apéndice A).
A Tabela 08 mostra o tempo de retencéo através da inje¢ao das amostras

nas concentragdes de 0,05-3,0%

Tabela 08: Tempo de retengdo (Tr) dos padrdes obtidos através da injegao no

sistema de cromatografia liquida (HPLC).

Padrao Peso Molecular Tempo de Retengéo(min)
Nistose 666,58 19,583
Kestose 504,44 20,733
Sacarose 342,31 22,817
Glicose 180,16 26,650
Frutose 180,16 31,617
Equagao:

Nistose(%)= 3,15 Tr - 0,16
Kestose(%)= 2,38 Tr+ 0,016
Sacarose(%) =2,92 T + 2,77
Glicose(%) = 3,20 Tr + 0,811
Frutose(%) = 3,09 Tr+ 0,513
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4.4.2. Caracterizagao do Produto de Sintese

As amostras do produto de sintese foram preparadas de acordo com o
procedimento do item 3.2.6.5. A caracterizagao foi realizada utilizando a curva de

calibragéo do item 4.4.1. obtida pelo software “Millenium”.

Inicialmente analisou-se a influéncia do fluxo das amostras na separagéo
dos acgucares pela coluna. Foram testados os seguintes fluxos 0,3ml/min,
0,5mi/min, 0,6ml/min e 0,9ml/min. A vazdo de 0,3ml/min foi a que apresentou
melhor resolugdo dos cromatogramas. Sendo escolhida para as préximas

injecdes.

4.4.4. Reacao de Hidrélise e Produgao de Oligossacarideos

4.4.4.1. Estudo Inicial do Efeito do pH

Com o objetivo de definir a melhor faixa de pH para producdo de
oligossacarideos, manteve-se a temperatura constante a 40°C. A partir das
analises do produto de sintese verilficou-se a formagao de um trissacarideo e um
tetrassacarideo, identificado como kestose (GF,) e nistose (GF;) por HPLC,
utilizando uma coluna Shodex SC1011. Os cromatogramas obtidos nesta analise

estdo apresentados no Apéndice C.

Em todos os pH estudados observou-se a producgédo de oligossacarideos.
A identificagdo e quantificacdo foi realizada como descrito no item 3.3.6.3,
podendo ser analisadas nas Figuras 10 e 11, verificou-se que na faixa de pH de

4,0 a 6,0 ocorreu uma melhor produgéao dos oligossacarideos.
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Para a continuagéo dos estudos determinou-se as seguintes condigdes:

epH: 4,0-6,0

eTemperatura: 30-50°C

eTempo de sintese: 60 horas

eAliquotas de 2,0ml retiradas em tempos pré-determinados

eVolume total: 18,0ml (16,0ml de solugdo de sacarose a 500g/l +
2,0ml de solugao enzimatica 28,12Ul/ml)

A temperatura de sintese foi escolhida tendo como base dados da
literatura para produgéo de oligossacarideos.

Kestose (g/l)

0 12 24 36 48 60
Tempo (h)

Figura 10: Producéo de kestose por B-frutosidase de Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045, na faixa de pH 3,0-5,0 a 40°C.
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Figura 11: Producdo de kestose por B-frutosidase de Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045, na faixa de pH 6,0-8,0 a 40°C.

4.4.4 1. Reacdo a 30°C

Na sintese realizada a 30°C, pH 4,0 a 6,0, observou-se a producgéo de dois
tipos de oligossacarideos, que de acordo com os tempos de retencgéo obtidos no
cromatograma, foram identificados como kestose (GF,) e nistose (GF3), além da
glicose e frutose. Os resultados destes experimentos estdo representados nas
Figuras 12, 13 e 14, e as respectivas tabelas estdo apresentadas no Apéndice B,

onde nota-se nas figuras um perfil semelhante de todos os componentes.

Nos diferentes valores de pH, a kestose aumenta inicialmente até atingir
um maximo e depois declina até o final da reagéo, o que concorda com o modelo
de reacdo proposto por DUAN et al. (1993), onde a kestose é transformada
novamente em sacarose, ou ganha mais uma molécula de frutose pela reacéo de
transfructosilacdo produzindo nistose. No entanto, a nistose aumenta muito

lentamente, n&o correspondendo ao decréscimo de kestose. Esta diferenca entre
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a redugéo na concentracdo de kestose com um crescimento lento de nistose,

pode estar relacionada com a hidrélise da kestose, liberando frutose e sacarose.

Adicionalmente, verifica-se nestas figuras que no instante em que ocorre a
produgédo maxima de kestose (entre 10 e 20 horas de reagéo), ocorre mudanga
na tendéncia das curvas de sacarose, glicose e frutose, indicando existir um
fenémeno que influencia na cinética global da reacdo. Este fenémeno merece um

estudo cinético aprofundado, para se esclarecer qual tipo de influéncia ocorre.

Outro dado interessante & a concentragido de frutose que se mantém
sistematicamente abaixo da concentragdo de glicose, mostrando seu

aproveitamento na formagéao de oligossacarideos.

Com excecédo do pH 6,0, a sacarose foi praticamente hidrolisada apos 58
horas de reagcdo, sendo obtido uma concentragdo de sacarose residual de
110,409/ (Tabela 05-Apéndice B).

A producdo maxima de kestose esteve entre 26,10 a 48,80g/l, mostrando
uma atividade de p-frutosiltransferase relativamente baixa em relagdo a
B-frutosilhidrolase. O possivel efeito inibitério provocado pela glicose deve ser o
fator determinante na eficiéncia e rendimento da sintese de oligossacarideos. O
conhecimento destas relagées podem levar a uma melhor compreensao destes
resultados e um melhor aproveitamento das potencialidaddes da enzima. A
Tabela 09 reune os dados obtidos de maior produtividade de
frutooligossacarideos nos experimentos relacionados aos aspectos de conversao,

apos sintese de 20 horas.
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Tabela 09: Conversdo de sacarose e producdo de glicose, frutose e

oligossacarideos ap6és 20 horas a 30°C.

CONCENTRACAO DE ACUCARES (g/l)

pH 4,0 pH 5,0 pH 6,0

Sacarose 148,94 301,94 217,28
Glicose 164,78 255,48 93,42
Frutose 148,16 223,36 80,82
Kestose 26,10 48,80 30,66
Nistose 1,66 2,26 1,75
O'ig°ﬁf’§;‘;’; idece 27,76 51,06 32,41
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Figura 12: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 4,0 a T=30°C.
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Figura 13: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 5,0 a T=30°C.
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Figura 14: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC em 16045 pH 6,0 a T=30°C.
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4.4.4.2. Reacgido a 40°C

Os resultados dos experimentos conduzidos a 40°C, pH de 4,0, 5,0 e 6,0,
estao apresentados nas Tabelas 06, 07 e 08 (Apéndice B) e nas Figuras 15, 16 e
17. Verificou-se que os comportamentos sao diferentes dos obtidos a 30°C. Neste
caso, nos pH 4,0 e 5,0 a concentracdo de kestose apresenta um leve declinio
apos passar pelo maximo, enquanto que as concentragdes dos outros aglicares o
comportamento & bastante similar ao observado a 30°C. A pH 6,0, a sacarose é
parcialmente hidrolisada, verificando uma lenta produgédo de oligossacarideos
quando comparada ao pH 4,0 e 5,0. Supbe-se que ocorra uma inibicdo da
atividade de transfructosilacdo pela glicose e sacarose remanescente. A
concentracdo maxima de 29,549/l de frutooligossacarideos (kestose e nistose) foi

obtida com 48 horas de sintese.

A conversdao de sacarose e produgdo de glicose, frutose e
oligossacarideos estdo resumidos na Tabela 10, aonde pode-se observar que
nenhum dos casos a conversao alcangou a 100%, havendo sempre sacarose
residual apés 20 horas. O maximo de kestose obtido foi entre 20,72 e 26,30g/I.

Tabela 10: Conversdo de sacarose e produgdo de glicose, frutose e

oligossacarideos ap6s 48 horas a 40°C.

CONCENTRAGAO DE AGUCARES (g/l)

pH 4,00 pH 5,00 pH 6,00

Sacarose 69,00 82,46 144,52
Glicose 193,14 165,46 69,98
Frutose 174,68 145,54 58,62
Kestose 20,72 26,30 25,00
Nistose 2,94 3,24 1,94
Oligossacarideos 23,66 29,54 26,94

Totais

55



Resultados e Discussédo

40
—&- Nistose { 500
35¢ —- Kestose
—&- Sacarose
= 30} . =
-@ —h— Sluiose 1 400 @
rutose
() ©
g 25¢ =2
w e
2 {300 2 5
Z 20} @ o
S £%
o 151 1200 & @
w

£ 8
@ 10} g
% {100

5t

0 A i A M A 0

0 11 20 30 48 58

Tempo (h)

Figura 15: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 4,0 a T=40°C.
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Figura 16: Sintese de oligossacarideos por pB-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 5,0 a T=40°C.
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Figura 17: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 6,0 a T=40°C.

4.4.4.3. Reacgao a 50°C

A 50°C a reagéo se processa mais rapidamente, sendo que a sacarose &
hidrolisada praticamente em sua totalidade até 30 horas de reagao. Isto pode ser
verificado nas Tabelas 09, 10 e 11 no Apéndice B e nas Figuras 18, 19 e 20.
Como consequéncia, o pico de maxima concentragdo de kestose também ocorre
com menor tempo de reagéo, aproximadamente apés 8 horas de processo. Nao
se nota diferencgas significativas entre os perfis nos trés diferentes valores de pH.
A produtividade maxima de kestose obtida ficou entre 23,80 e 48,60g/I.

A Tabela 11 contém os dados de conversdao e produgdo para estes

experimentos.
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Tabela 11: Conversdao de sacarose e produgdao de glicose, frutose e

oligossacarideos ap6s 10 horas a 50°C.

CONCENTRAGCAO DE ACUCARES (g/l)

pH 4,00 pH 5,00 pH 6,00

Sacarose 85,28 143,62 190,54

Glicose 187,94 251,92 212,68

Frutose 176,94 230,66 195,32
Kestose 23,80 41,46 48,60
Nistose 2,00 3,40 3,08
Oligossacarideos 25,80 44 .86 51,68

Totais

Durante o periodo de sintese a concentragdo de oligossacarideos
produzidos, é reduzida pela hidrélise. Observa-se também a acdo de
transfutosilagdo a partir da comparagéo entre as concentragées de glicose e
frutose. Como a concentragao de frutose proveniente de hidrélise € menor do que
a de glicose, conclui-se que a frutose esta sendo transferida para a sacarose
produzindo os oligossacarideos. No entanto, no final do processo tem-se as
concentracées de glicose e frutose praticamente iguais, indicando que quase

todo o oligossacarideo foi hidrolisado.

De acordo com DUAN et al. (1993) a produgao de frutooligossacarideos,
oligossacarideos com uma unidade de glicose na sua extremidade redutora,
ocorre de maneira desproporcional, sendo que esta é favorecida pela atuagéo de
transfrutosilagdo da enzima p-frutosidase. O aumento da concentragéo de nistose
(GF,), é favorecida pela atuagdo da kestose como aceptora de unidades de

frutosil durante a sintese.

Nas trés temperaturas a agédo de hidrélise de sacarose foi mais acentuada
do que a agdo de transferase, observada pelas concentracbes de kestose e

58



Resultados e Discussao

nistose formadas durante as sinteses. Segundo DUAN et al. (1993), JUNG et al.
(1989), a reagdo de transfructosilagdo & fortemente inibida pela presenga de
glicose e de sacarose nao convertida. Uma maneira de eliminar esta inibicéo
competitiva é utilizando um sistemas de enzimas, como por exemplo glicose-
oxidase, que transforma a glicose em acido glucénico, onde a separagédo deste
acido dos agucares pode ser facilmente realizada por um sistema de

cromatografia de troca idnica.
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Figura 18: Sintese de oligossacarideos por p-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 4,0 a T= 50°C.



MESUIlEUUS £ LISLUSSAY

{1 500
) = {400 B
/ @

2 | =3
® —8- Nistose | 300 E%
zZ —- Kestose O
= —&— Sacarose o =
D i i 58
= Glicose | 200 E %
7] Frutose 7]
S o
k7] ©
¢ 2
X {100 o

: o = J 0

24 30 48 58

Tempo (h)

Figura 19: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 40 a T=50° C.
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Figura 20: Sintese de oligossacarideos por B-frutosidase de Kluyveromyces
bulgaricus ATCC 16045 em pH 6,0 a T= 50°C.
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4.4.5. Producido de Oligossacarideos (Frutooligossacarideos)

Pelas Figuras 21-23, pode-se fazer uma melhor avaliagdo da produgéo os
frutooligossacarideos, que corresponde a uma mistura de kestose (GF;) e nistose
(GF3), nos trés pH estudado.

Frutooligossacarideos (g/l)

0 10 20 30 48 58

Tempo (h)

Figura 21: Produgdo de Frutooligossacarideos por p-frutosidase de
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 a T=30°C.
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Figura 22: Producdo de Frutooligossacarideos por p-frutosidase de
Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 a T=40°C.
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Figura 23: Producdo de Frutooligossacarideos por p-frutosidase de

Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 a T= 50°C.
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Para a producdo de oligossacarideos, pode-se dizer que a melhor
condicdo de reagao encontrada foi na temperatura de 50°C e pH 6,0. Nestas
condigdes ocorre a formagao de 51,68 g/l de kestose mais nistose. E interessante
também ressaltar que sendo esta reacdo inibida pela glicose, a possibilidade
desta enzima atuar em combinagdo com outras enzimas utilizadoras de glicose,
em outros valores de pH nao pode ser descartado. Um exemplo & a glicose-
oxidase (pH e temperatura 6tima de 5,5 e 40°C) e mesmo a dextrana-sacarase

(pH e temperatura 6tima de 5,2 e 30°C).

As potencialidades da inulinase atuando em conjunto com outras enzimas

sao grandes e devem ser explorados.
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5.Conclusdo

Os estudos realizados com a finalidade de averiguar as potencialidades
das enzimas extracelular produzidas por diferentes microrganismos, levaram as

seguintes conclusées:

e As enzimas produzidas por Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis hidrolisaram a sacarose e
produziram oligossacarideos. Estes oligogossacarideos foram identificados por

cromatografia liquida como sendo frutooligossacarideos.

e As enzimas produzidas por Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis,
hidrolisaram a sacarose, formando além dos oligossacarideos também um
polissacarideo insoluvel em agua nas condilgées de reagdo. As potencialidades
deste processo nao foram exploradas neste trabalho, porém merecem atengao

especial em trabalhos futuros.

e Para produgcdo da enzima com atividade de pB-frutosiltransferase o
microrganismo Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045 foi o que apresentou

melhor produtividade.

¢ Na purificacdo da enzima de Kluyveromuyces bulgaricus obteve-se um fator de
purificagao de 1,45 e atividade especifica de 2,11 Ul/mg apds tratamento com
etanol 70% e 9,18 e uma atividade especifica de 13,41 Ul/mg apds passagem em

FPLC, com recuperagao de 67,77% e 52,09%, respectivamente.

e A producdo de oligossacarideos por enzima de Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045 obteve uma maxima produtividade a um pH 6,0, temperatura de
50°C com uma concentragéo de 51,68 g/l a partir de uma solugdo de 50% de

sacarose.
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e Dentre os frutooligossacarideos produzidos, a kestose foi a de maior
concentracdo, seguida de nistose em baixas concentragées. A producdo de

1-frutosilnistose nao foi significativa.

A cinética de produgéo dos frutooligossacarideos & uma cinética reversivel que

parece sofrer inibicdo, provavelmente da glicose liberada.

e A enzima inulinase de Kluyveromyces bulgaricus apresenta uma atividade
B-frutosilhidrolase bastante eficiente, hidrolisando praticamente 100% da

sacarose, a 500 g/l, em 58 horas.
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Apéndice B

1. Tabelas com valores das sinteses dos oligossacarideos a
diferentes pH e temperaturas

1.1 Reacédo a 30°C:

Tabela 03: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 30°C pH 4,0.

Tempo de Concentragédo (g/l)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 473,66 0 0

11 1,56 30,84 31580 118,50 103,18
20 1,66 26,10 14894 164,78 148,16
30 1,90 2512 115,88 221,34 201,08
48 216 1250 1964 21516 200,94
58 1,58 11,22 9,18 246,52 234,32

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF; = nistose

Tabela 04: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 30°C pH 5,0.

Tempo de Concentragao(g/)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 474,76 0 0

11 1,78 32,20 403,40 124,66 104,76
20 226 4880 301,94 25548 223,36
30 2260 3484 16790 24548 215,98
48 210 2296 6544 303,68 281,44
58 2,02 1890 39,90 320,26 299,02

G= glicose F= frutos2,0e, GF = sacarose, GF, = kestose, GF; = nistose
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Tabela 05: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 30°C pH 6,0.

Tempo de Concentragdo(%)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 442 14 0 0

11 1,68 24,52 32444 48,62 42,34
20 1,76 30,66 217,28 93,42 80,82
30 1,98 39,32 236,32 168,64 143,98
48 216 33,94 139,52 234,44 208,56
58 264 3048 110,40 258,56 231,66

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF3 = nistose

1.2. Reacéo a 40°C

Tabela 06: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 40°C pH 4,0.

Tempo de Concentracao(g/)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 464,48 0 0

12 258 26,08 30964 6556 53,46

24 290 3306 18766 12424 107,88
36 266 23,76 110,86 14576 124,08
48 282 2234 8476 166,02 146,06
60 294 20,72 69,00 193,14 17468

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF; = nistose
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abela 07: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 40°C pH 5,0.

Tempo de Concentragao(g/l)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 465,96 0 0
12 242 2588 339,86 45,30 33,76
24 3,10 3434 238,70 8522 67,86
36 3,02 3432 170,84 11646 97,36
48 3,36 30,12 112,88 142,58 121,12
60 324 26,30 8246 16546 14554

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF; = nistose

Tabela 08: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 40°C pH 6,0.

Tempo de Concentragao(g/l)
Sintese

(h) GF3 GF, GF G F

0 0,00 0,00 423,26 0,00 0,00

12 1,43 228 410,04 1,35 1,22

24 1,72 9,78 337,50 2,18 1,90

36 1,74 3254 31850 6564 53,16
48 192 3512 26268 69,98 70,88
60 1,94 2500 114,52 88,48 58,62

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF3 = nistose
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1.3 - Reagido 50°C

Tabela 09: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 50°C pH 4,0.

Tempo de Concentragao(g/l)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 467,48 0 0

5 1,50 4492 258,08 18524 167,62
10 200 2380 8528 187,94 176,94
24 2,14 9,48 19,62 247,44 248,20
30 2,26 7,10 10,88 249,72 250,84
48 2,34 3,30 2,06 255,08 262,52
58 2,70 3,68 1,62 320,78 324,72

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF,= kestose, GF; = nistose

Tabela 10: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 50°C pH 5,0.

Tempo de Concentragao(g/l)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 498,38 0 0

5 2,22 47,10 262,96 151,82 13148
10 3,40 4146 14362 251,92 230,66
24 2,10 11,48 17,50 281,84 284,62
30 2,06 9,86 12,42 349,94 352,36
48 1,70 4,52 1,64 372,00 378,60
58 1,56 3,42 0,83 384,90 382,02

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF3 = nistose
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Tabela 11: Sintese de oligossacarideos na temperatura de 50°C pH 6,0.

Tempo de Concentragdo(g/l)
Sintese

(h) GF; GF, GF G F

0 0 0 497,68 0 0

5 1,90 43,38 293,36 113,14 96,46
10 3,08 4860 190,54 21268 195,32
24 406 2256 4840 33,28 321,70
30 3,10 1534 26,20 334,38 327,25
48 296 11,98 13,26 41468 41225
58 2,10 7,30 3,94 498,75 496,25

G= glicose F= frutose, GF = sacarose, GF, = kestose, GF3 = nistose
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Project Name: SUGAP.
Zfample Name: 4,0-10H-50-0.3 Sample Type: Unknown
Vial: za Volume: 98.00
Injeoction 1 Run Time: 5G.0 wmin
“hannel SATIN Date Processed: 16/08/97 11:332:50
Date Acguired 31/07/97 (16:10:48 Dilution: 1.0000C
Acg Meth Sern: SUGARMS Chrom Type 2D
Frocessing Method LINCZAR FM Parcent Unknowns G.000
Chrom Type: 2D
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