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RESUMO 

 
A diversidade vegetal brasileira é rica em espécies pouco exploradas comercialmente, entre elas 

os frutos amazônicos, os quais são nutritivos e abundantes em bioativos. A pupunha e o tucumã 

são facilmente encontrados na região amazônica e podem ser fontes de microrganismos 

produtores de invertase, uma hidrolase capaz de clivar a sacarose em glicose e frutose, 

resultando em um composto mais doce que a sacarose. E da frutosiltransferase, que transfere 

grupos frutosil para uma molécula de sacarose ou para um frutooligossacarídeo. O objetivo 

deste trabalho foi isolar microrganismos produtores de invertase e frutosiltransferase a partir 

dos frutos pupunha e tucumã, além de analisar diferentes condições de cultivo e realizar a 

caracterização das propriedades bioquímicas das enzimas sintetizadas. Dentre 481 linhagens 

isoladas dos frutos, 19 apresentaram produção enzimática e, então, foram analisadas quanto a 

características morfológicas e bioquímicas. Entretanto, a linhagem PP6, Bacillus sp. isolada de 

pupunha, apresentou resultados mais promissores quanto à síntese enzimática, sendo submetida 

a análises referentes a fontes de carbono (glicose, frutose, xilose, sacarose, lactose, galactose, 

inulina, amido, pectina, glicerol, sorbitol e inositol) e nitrogênio (extrato de levedura, triptona, 

peptona, milhocina, sulfato de amônio, fosfato de amônio e cloreto de amônio), assim como a 

caracterização bioquímica em que se avaliou a influência do pH (1,0 – 8,0) e da temperatura 

(20-70°C) do meio reacional na atividade enzimática, estabilidade térmica (35 – 60 °C) e frente 

ao pH de incubação (1,0 – 8,0) além de estudos de diferentes condições de cultivo (adição de 

adjuvantes, concentração de sacarose e pH do meio de cultivo). As melhores sínteses de 

invertase/frutosiltransferase foram encontradas utilizando-se sacarose (1,92 U/mL/0,89 U/mL) 

e sulfato de amônio (2,01 U/mL/0,78 U/mL) como fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente. Os maiores valores de atividade para a invertase (1,96 U/mL) foram 

alcançados em pH 4,5, ao passo que, para a frutosiltransferase (0,78 U/mL) foram obtidos para 

pH 3,5. Entretanto, ambas as enzimas exibiram maiores valores de atividade à 50 ºC. Os 

resultados obtidos neste trabalho contribuirão na geração de informações sobre a comunidade 

microbiana dos frutos analisados, agregando conhecimento à área de bioprocessos, valorizando 

e aumentando o conhecimento em torno do rico bioma amazônico, além de apresentar uma 

nova fonte das enzimas invertase e frutosiltransferase para a aplicação industrial. 

Palavras-chave: invertase, frutosiltransferase, frutos amazônicos, pupunha, tucumã. 
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ABSTRACT 

 
The Brazilian plant diversity is rich in species that are not commercially explored, among them 

the Amazonian fruits, which are nutritious and abundant in bioactives. The peach palm and 

tucumã are easily found in the Amazon region and can be sources of microorganisms that 

produce invertase, a hydrolase capable of cleaving sucrose into glucose and fructose, resulting 

in a sweeter compound than sucrose. And fructosyltransferase, which transfers fructosyl groups 

to a sucrose molecule or to a fructooligosaccharide. The objective of this work was to isolate 

microorganisms that produce invertase and fructosyltransferase from peach palm and tucumã 

fruits, in addition to analyzing different cultivation conditions and characterizing the 

biochemical properties of the synthesized enzymes produced. Among 481 strains isolated from 

the fruits, 19 showed enzyme production and, then, were analyzed for morphological and 

biochemical characteristics. However, the PP6 strain, Bacillus sp. isolated from peach palm, 

showed more promising results in terms of enzyme synthesis and production, being subjected 

to several analyzes referring to different carbon sources (glucose, fructose, xylose, sucrose, 

lactose, galactose, inulin, starch, pectin, glycerol, sorbitol and inositol) and nitrogen (yeast 

extract, tryptone, peptone, corncine, ammonium sulfate, ammonium phosphate and ammonium 

chloride), as well as the biochemical characterization in which the influence of pH (1.0 - 8.0) 

and temperature were evaluated. (20-70°C) of the reaction medium in the enzymatic activity as 

well as the biochemical characterization, in which the optimal pH and temperature, maximum 

stability time, thermal stability (35 - 60 °C) were evaluated. and compared to incubation pH 

(1.0 - 8.0) what is the pH range?), in addition to studies of different culture conditions (addition 

of adjuvants, sucrose concentration and pH of the culture medium) . The best syntheses of 

invertase/fructosyltransferase production were found using sucrose (1.92 U /mL/0.89 U /mL) 

and ammonium sulfate (2.01 U /mL/0.78 U/mL) as carbon and nitrogen sources, respectively. 

The highest activity values for invertase (1.96 U/mL) were reached at pH 4.5, while for 

fructosyltransferase (0.78 U/mL) they were obtained at pH 3.5. However, both enzymes 

exhibited higher activity values at 50 ºC. The optimal pH of invertase was observed at 4.0 while 

fructosyltransferase was pH 3.5, however both had their highest performance at 50°C. The 

results obtained in this work will contribute to the generation of information about the microbial 

community of the analyzed fruits, adding knowledge to the area of bioprocesses, valuing and 

increasing the knowledge around the rich Amazon biome, in addition to presenting a new source 

of invertase and fructosyltransferase enzymes for the industrial application. 

Keywords: invertase, fructosyltransferase, Amazonian fruits, peach palm, tucumã 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

As enzimas são proteínas que atuam como catalisadores de reações químicas, sendo 

consideradas essenciais para o sistema metabólico de todos os organismos vivos, as quais são 

comumente utilizadas na biologia molecular, no desenvolvimento de metodologias analíticas e 

na fabricação de produtos tecnológicos. O que as tornam altamente desejáveis como 

catalisadores são a sua versatilidade, não necessitam de altas temperaturas ou valores extremos 

de pH, executam uma variedade de transformações de modo seletivo e rápido em condições 

brandas de reação, adequando-se ao processo industrial (ORLANDELI et al., 2012). Embora 

existam outras fontes enzimáticas, como animais e plantas, a utilização de enzimas microbianas 

é a mais utilizada, devido à alta taxa de crescimento na obtenção de biomassa, além de não 

serem afetadas por flutuações sazonais e, portanto, sendo mais viáveis economicamente 

(MANOOCHEHRI et al., 2020) 

De acordo com Araújo (2015) as indústrias têxteis, papel, farmacêutica, processamento 

de couro, biocombustíveis, alimentícia, processamentos ambientais, entre outros segmentos, 

são responsáveis pelo crescimento exponencial do mercado de enzimas nas últimas décadas. 

Esse fato está relacionado pela eficiência e economia nos processos produtivos e a preocupação 

mundial com a sustentabilidade ambiental, cujo mercado enzimático se faz particularmente 

importante para o Brasil devido a necessidade do país se inserir como usuário de tecnologia 

enzimática, conciliando desenvolvimento tecnológico com a utilização de matérias-primas 

renováveis e a preservação ambiental (POLITZER; BOM, 2005). O cenário do mercado 

enzimático está dividido basicamente em enzimas técnicas que são aplicadas a indústrias de 

tecido e produtos de limpeza, enzimas para alimentos e bebidas e enzimas para ração animal 

(MONTEIRO; SILVA, 2009) 

As aplicações mais amplas em escala industrial exigem que a comunidade científica 

investigue fontes alternativas de invertases que podem resistir a ambientes robustos, como 

aqueles encontrados em processos industriais (NADEEM et al., 2015). A invertase (β- 

frutofuranosidase, E.C. 3.2.1.26) catalisa a hidrólise de sacarose. Quando a ligação glicosídica 

é clivada em uma reação de hidrólise, é produzida uma mistura equimolar de glicose e frutose, 

denominada de açúcar invertido (NADEEM et al., 2015). Essa mistura equimolar de frutose e 

glicose (xarope invertido) é mais doce em relação a sacarose devido ao alto grau de doçura da 

frutose. Como resultado, o teor de açúcar pode ser aumentado sem a cristalização do material, 
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sendo a produção de xarope de açúcar sem cristalização uma das principais aplicações da 

enzima (KULSHRESTHA et al., 2013). O denominado açúcar invertido é comumente utilizado 

na indústria alimentícia, de bebidas e confeitaria, devido ao aumento da doçura em relação à 

sacarose e ao melhor prazo de validade do produto, pois ele não cristaliza facilmente, além de 

sua aplicação no comércio farmacêutico (KOLI e GAIKAR, 2017). 

A enzima invertase pode ser isolada de uma diversidade de fontes microbianas, 

incluindo bactérias, leveduras e fungos. Exemplos clássicos de produtores de invertase são 

linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Arthrobacter 

sp. e Bacillus macerans (PANG et al., 2019). Entretanto, S. cerevisiae, conhecida como a 

levedura do padeiro, é mais comumente utilizada para a produção da enzima por apresentar 

crescimento rápido em meios de culturas simples, alta densidade celular e facilidade de 

manipulação (ANDJELKOVIĆ et al., 2015). Nadeem et al., (2015) citam linhagens de Bacillus 

cereus, Arthrobacter globiformis, Bifidobacterium breve, entre outras, como fontes bacterianas 

para produção de invertase. 

A frutosiltransferase (FTase, E.C. 2.1.4.9) também é uma enzima utilizada pela 

indústria, cuja ação enzimática ocorre através da hidrólise da sacarose na ligação β-1,2 e a 

transferência do grupo frutosil para uma outra molécula, podendo ser a própria sacarose ou 

frutooligossacarídeos (FOS), ocorrendo, por fim, a liberação da molécula de glicose, sendo essa 

reação chamada de transfrutosilação. Como resultado da reação da frutosiltransferase, são 

produzidos um tipo de carboidrato denominado de frutooligossacarídeos (FOS). FOS são 

carboidratos não digeríveis que representam uma das principais classes de oligossacarídeos 

bifidogênicos, os quais são carboidratos que estimulam o crescimento das bifidobactérias 

(bactérias não patogênicas) na microbiota intestinal (FLORES-MALTOS et al., 2016). FOS 

possuem propriedades interessantes como efeitos na diminuição dos níveis de fosfolipídios, 

triglicérides e colesterol, além de auxiliarem na absorção intestinal de cálcio e magnésio e 

estimularem o crescimento de bifidobactérias no cólon humano (MUSSATTO et al., 2015). 

Além disso, os FOS são aplicados como novos adoçantes alternativos com propriedades 

funcionais, possuem fibras solúveis com diversas características desejáveis como baixas 

calorias e, portanto, podem ser consumidos seguramente por diabéticos (BHALLA et al., 2017). 

A região Amazônica apresenta uma ampla diversidade microbiana que pode contribuir 

com o setor industrial por meio de estudos que explorem o seu potencial enzimático, mostrando- 

se como um vasto campo de estudos (PAIVA, 2010). Estima-se que a região amazônica possua 
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aproximadamente 220 espécies de plantas produtoras de frutas comestíveis. Esses frutos são 

considerados uma fonte potencial de micronutrientes, entretanto as informações sobre sua 

microbiota são limitadas (BROINIZI et al., 2007). Dentre os frutos pertencentes ao bioma 

Amazônico estão a pupunha (Bactris gasipaes Kunth) e tucumã (Astrocaryum vulgare Mart). 

O tucumã é uma palmeira das terras firmes da Amazônia que desenvolve um mercado 

de importância para região, sua polpa é muito apreciada e rica em compostos bioativos como 

flavonóides, β-caroteno e rutina. Também proveniente da Amazônia a pupunha é vista como 

uma alternativa alimentar devido seu valor nutricional que possui altos níveis de fibra, β- 

caroteno, gordura, minerais e alguns aminoácidos essenciais. A pupunha não possui proteínas 

formadoras do glúten, o que pode ser visto como uma matéria-prima de interesse para o 

desenvolvimento de novos produtos no mercado de alimentos para pacientes com doença 

celíaca (SILVA et al., 2005; SAGRILLO et al., 2015) 

De acordo com Araújo (2015), os frutos são micro habitats importantes para uma 

variedade de espécies de microrganismos na natureza e as diferentes partes das plantas (raízes, 

caule, folhas, flores, frutos etc.) constituem um dos substratos mais abundantes para o 

desenvolvimento dessas linhagens, com excelente potencial tecnológico. A diversidade 

microbiana pode demonstrar um grande potencial biotecnológico para a produção de novas 

moléculas e seu isolamento permite identificar novas linhagens microbianas do ecossistema 

brasileiro, além de explorar, biotecnologicamente, o potencial dessas linhagens para a produção 

de enzimas (FILHO et al., 2014). Diante disso, o trabalho teve como objetivo a identificação 

dos microrganismos isolados dos frutos pupunha e tucumã com potencial para a produção das 

enzimas invertase e frutosiltransferase, assim estudos de caracterização de suas propriedades 

bioquímicas e das condições de cultivo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 
 

2.1. Frutos amazônicos 

 

 

A biodiversidade brasileira é vista como uma das mais representativas do mundo e 

inúmeras literaturas já demonstraram o potencial biotecnológico de frutos e vegetais 

consumidos pela população. O crescente interesse mundial por matérias-primas nativas do 

Brasil tem causado impulso na realização de pesquisas na região amazônica, que possui 

inúmeras espécies nativas de plantas com potencial tecnológico, econômico e nutricional, 

despertando o interesse de pesquisadores que visam o melhor aproveitamento dessas espécies, 

tornando possível a identificação de novas fontes de matéria-prima de baixo custo, com elevado 

potencial industrial. A caracterização desses produtos se torna importante para a constatação da 

presença de compostos bioativos, trazendo também benefícios para população amazônica, 

gerando renda pelo aumento no consumo do produto (LAMARÃO et al., 2020; BECKER et al. 

2018; SILVA et al., 2014; CUNHA JUNIOR., 2020). Dentre os diversos frutos encontrados na 

região amazônica estão presentes a pupunha e tucumã. 

A pupunha (Bactris gasipaes) é uma palmeira pertencente à família Arecaceae, 

composta por cerca de 183 gêneros e 2.450 espécies. Todas as partes da planta pode ser 

utilizada para algum fim comercial, como as flores, que podem ser cozidas e usadas como 

condimento, as raízes e o caule têm ação vermicida, e o tronco fornece madeira de qualidade 

(JESUS e ABREU, 2002). A pupunheira é definida como uma palmeira multiuso nativa da 

América Latina tropical, que fornece frutos comestíveis amiláceos e palmito e já era utilizada 

de forma ampla durante os tempos pré-colombianos e atualmente Peru, Brasil, Colômbia e 

Costa Rica são seus maiores produtores. Sua produção comercial começa geralmente de 3 a 5 

anos após o plantio e dura de 50 a 75 anos, o diâmetro do fruto varia de 1 a 9 centímetros e a 

palmeira possui cachos que podem pesar até 12 kg, e produzindo normalmente 75 a 300 frutos 

por cacho. A colheita é considerada a etapa mais difícil para produção da pupunheira pelo fato 

dos espinhos e tamanho representarem risco a segurança (CLEMENT et al., 2010; GRAEFE et 

al., 2013). 

O tucumã (Astrocaryum vulgare Mart.) é uma palmeira nativa da Amazônia que abrange 

territórios como Bolívia, Colômbia, Venezuela, Guiada e no Brasil está presente em toda 

Amazônia ocidental. Possui uso popular na região amazônica onde é utilizada na composição 
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de sorvetes, pastas, doces, entre outros produtos. A palmeira demonstra também grandes 

potencialidades de aproveitamento em indústrias farmacêutica, cosmética e de biodiesel 

(FORTES et al., 2016). A fruta tem uma forma elipsoide com comprimento de 3 a 5 cm, 

espessura de 2 a 4 mm, cor amarelo/laranja. Quando a fruta se encontra madura é fibrosa e 

gelatinosa, quando consumida é possível aproveitar quase todas as partes da palmeira 

(SANTOS et al., 2018). Estudos desenvolvidos por Jobim et al. (2014) demonstraram efeitos 

antibacterianos e antifúngicos do tucumã quando testado contra cepas patogênicas e Baldissera 

et al. (2017) reportaram que devido ao alto índice de carotenoides na fruta, o óleo de tucumã 

foi capaz de amenizar as alterações causadas pela hiperglicemia. O fruto também desperta 

interesse por possuir baixo teor de ácido e açúcares e pelas altas taxas de β-caroteno, precursor 

da vitamina A, o que esclarece seu potencial antioxidante, além de sua suculência e alto 

valor energético (SAGRILLO et al., 2015; DA COSTA et al., 2012). 

 

 

2.2 Isolamento de microrganismos em frutos 

 

 

As plantas vivem intimamente em contato com variados tipos de microrganismo, os 

quais podem ser considerados epifíticos ou endofíticos, sendo os microrganismos epifíticos 

aqueles que podem sobreviver e multiplicar na superfície das plantas enquanto os classificados 

como endofíticos são aqueles que colonizam os tecidos internos das plantas, sem geração de 

danos para as plantas, pelo contrário, conseguem proteger seu hospedeiro contra ameaças 

externas, em uma única planta ocorre a diversidade entre as populações microbianas 

encontradas, mesmo levando em consideração uma pequena diferença de localização ou tempo. 

Os frutos retratam um micro-habitat propício para o crescimento microbiano devido seu baixo 

pH e alta concentração de açucares (SEBASTIANES et al., 2017; THAPA et al., 2017). A 

biotecnologia atualmente permite a descoberta e produção de bioprodutos agregando valor às 

suas matérias-primas, o desenvolvimento desses produtos originários da Amazônia proporciona 

maior fortalecimento na defesa da biodiversidade contribuindo para sua conservação e 

sustentabilidade (ASTOLFI FILHO et al., 2014). Serra et al. (2019) ao analisarem a 

microbiota do fruto do cacau amazônico relaram a presença de microrganismos como 

Lactobacillus reuteri e Lactobacillus murinus, enquanto Ramos et al. (2020) descreveram a 

presença de bactérias do gênero Acetobacter ao estudarem o fruto do cupuaçu. 
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Dewan, (2017) relata que as enzimas produzidas pelos microrganismos autóctones dos 

frutos estão entre os bioprodutos com alto valor agregado e aplicação biotecnológica, ainda 

esclarece que o mercado tecnológico tem apresentado crescimento contínuo nos últimos anos e 

alguns estudos relatam um crescimento de US$ 5 bilhões, em 2016, para US$ 6,3 bilhões, em 

2021 no mercado enzimático. Além da aplicação enzimática, esses microrganismos possuem 

diversas aplicações, entre elas na indústria farmacêutica e cosmética, em pigmentos 

alimentares, e como agentes de controle biológico de fitopatógenos (RAJASEKARAN et al., 

2008; HANADA et al., 2010). Na tabela abaixo é possível visualizar as diversas aplicações de 

linhagens microbianas isoladas de frutos. 

 

 
Tabela 1. Linhagens microbianas isoladas de frutos e suas aplicações na indústria enzimática. 

 
Fruto Microrganismo Enzima Aplicação Referência 

Tucumã Aspergillus 

niger 

Lipase Síntese de 

ésteres 

Resolução 

racêmica 

Fonseca 

Machado 

(2020) 

Acerola Candida azyma 

Cryptococcus 
                                laurentii  

Protease Indústria 

alimentícia – 

melhora do 

aroma, sabor, 

textura, etc. 

Trindade et al. 

(2002) 

Pitanga Rhodotorula 

gaminis 

Candida 

sorbosivorans 

Pseudozyma 
antarctica 

  

Umbu Cryptococcus sp. Pectinase Clarificação de 

sucos 

Trindade et al. 

(2002) 

Mangaba Pichia 

membranifaciens 

   

Pinha Meyerozyma 

caribica 

Invertase Produção do 

açúcar invertido 

Araújo et al. 

(2015) 

 
 

Neste estudo, a partir do fruto da pupunha foram isolados uma variada gama de 

microrganismos produtores de invertase, dentre eles leveduras do gênero Meyerozyma sp. e 

linhagens bacterianas como Bacillus sp., Enterobacter sp., Corynebacterium sp., e 

Microbacterium sp. Na literatura a utilização de Meyerozyma sp. para produção de invertase é 

extremamente escassa, porém Araújo (2015) ao isolar essa linhagem do fruto pinha (Annona 

squamosa) conseguiu uma produção de invertase intracelular de 15,83 U/mL. Entretanto 

invertases produzidas a partir de linhagens de Bacillus sp. são mais comumente encontradas. 
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Ahmed et al. (2008) produziu a enzima por Bacillus macerans, enquanto Yoon et al. (2007) e 

YI et al. (2007) utilizaram Bacillus cereus. Já a espécie de Enterobacter sp. para produção da 

enzima foi relatada por Zhao et al. (2015). Uma invertase produzida a partir do gênero 

Corynebacterium sp. foi descrita por Nadkarni et al. (1993). Já Liu et al. (2021) identificou uma 

nova invertase a partir Microbacterium trichothecenolyticume. É importante enfatizar que os 

microrganismos aqui isolados, proveniente do fruto da pupunha podem ser aplicados em outras 

áreas que não seja a produção da invertase, como descrito na tabela a seguir. 

 

 
Tabela 2. Possíveis aplicações dos microrganismos isolados da pupunha. 

 
Microrganismo Aplicação Referência 

Meyerozyma guilliermondii Produção de ácidos 

orgânicos, poliálcoois, 

biocontrole de 

fitopatógenos. 

Yan et al. (2021) 

Bacillus sp. Probióticos na agricultura, 

Formação de biofilme, 

desintoxicação de corantes, 

biocontrole. 

Kuebutornye et al. (2019) 

Ye et al. (2018) 

Enterobacter sp. Produção de biossulfactante 

e biofertilizante. 
Jadhav et al. (2011) 
Mendonza-Arroyo et al. 

(2020) 

Corynebacterium sp Produção de aminoácidos e 

isobutanol 

Blombach et al. (2011) 

Wendisch et al. (2016) 

Microbacterium sp. Produção de 

bioemulsificante 

Aniszewski et al. (2010) 

 
 

O isolamento de microrganismos autóctones envolve variados cuidados, desde a coleta 

à realização do experimento no laboratório, ambiente esse que necessita ser adequado para 

evitar contaminações cruzadas e deterioração dos frutos. Para limpeza da superfície do fruto o 

tratamento requer o uso de etanol 70%, e hipoclorito de sódio em seguida, finalizando com 

etanol ou água esterilizada (BATISTA et al., 2018). A etapa-chave para estudo desses 

microrganismos é o isolamento. Para análise qualitativa esse isolamento pode ser realizado 

através da distribuição de fragmentos do material de estudo sobre a superfície do meio de 

cultura, seguindo para incubação em condições adequadas para o crescimento microbiano. Para 

realização de testes quantitativos as amostras podem ser trituradas e ressuspensas em soluções 

aquosas ou salinas em suas determinadas diluições seriadas (SILVA et al., 2005) 
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O isolamento em questão se dá através de técnicas de plaqueamento em superfície ou 

em profundidade. O primeiro permite a contagem e isolamento dos microrganismos na 

superfície do meio de cultura, onde a amostra é espalhada pela superfície com o auxílio da alça 

de Drigalski. Quando esse isolamento é feito em profundidade a amostra é dispensada nas 

placas de Petri vazias e em seguida o meio de cultura escolhido é despejado sobre a amostra e 

após solidificação é colocado em incubação para crescimento microbiológico, o qual é expresso 

em Unidades Formadoras de Colônias (UFC). É de extrema importância que os meios de cultivo 

atendam às necessidades nutricionais dos microrganismos. Os fungos filamentosos requerem 

meios de cultura ricos em carboidratos e pH ácido, como o Ágar Batata Dextrose ou Ágar 

Sabouraud, adicionando antibióticos para evitar o crescimento indesejado de bactérias. Para se 

isolar bactérias os meios devem ser ricos em proteínas, sais minerais e com pH alcalino, como 

o Ágar nutriente ou Ágar Luria-Bertani (LB), com adição de fungicidas para inibir fungos 

filamentosas e leveduras (LIMA et al., 2020) 

A seleção de microrganismos produtores de enzimas através de métodos qualitativos é 

realizada através de um meio de cultura com nutrientes que garantam o crescimento do 

microrganismo com adição de uma fonte de carbono indutora da enzima de interesse, como o 

cloreto de trifeniltetrazólio para revelação da invertase. O resultado desse método é exposto 

pelo índice enzimático que é dado a partir da relação entre o diâmetro do crescimento das 

colônias e o diâmetro do halo que se formou em torno da colônia, o que indica uma degradação 

do substrato indutor utilizado. Essa seleção pode ser realizada também a partir do método 

quantitativo onde é utilizado o substrato puro em meio tamponado, adequando a temperatura e 

pH. Essa quantificação é expressa através de uma curva de calibração utilizando o produto da 

reação (LIMA et al., 2020). 

 

 

2.3 Invertase 

 

 

Diferente da glicose e da frutose, a sacarose é um açúcar não redutor pelo fato de a 

ligação glicosídica ocorrer entre o carbono 1 da aldose (glicose) e o carbono 2 da cetose 

(frutose). As soluções aquosas de sacarose e glicose são dextro-rotatórias, pois causam rotação 

da luz polarizada plana para a direita, enquanto a solução de frutose é fortemente levorotatória, 

pois causam rotação da luz polarizada plana para a esquerda. Como a enzima catalisa a inversão 

do plano da luz na solução de açúcar invertido, então "invertase" é o nome comumente utilizado 
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para esta enzima (NADEEM et al., 2015). A sacarose também pode ser hidrolisada em meio 

ácido e em temperaturas elevadas, contudo a hidrólise ácida demonstra algumas desvantagens 

na formação de produtos indesejados, como a produção de hidroximetil furfural (HMF) que 

altera a coloração do xarope, gasto de alta energia e baixa eficiência, tornando a hidrólise 

enzimática preferível para obtenção de um produto com maior potencial de aplicação industrial 

(SOARES et al., 2019), 

A invertase é um dos biocatalisadores mais antigos e conhecidos, pertencente à família 

das hidrolases glicosídicas (GH) que abrange cerca de 370 enzimas, e possuí variadas 

denominações como seu nome formal β-frutofuranosidase (EC.3.2.1.26) e seu nome 

sistemático sacarose glicosidase, além de ser conhecida por invertina, frutohidrolase, entre 

outros (TIMERMAN., 2012). Kulshrestha et al. (2013) explicam que a enzima atua catalisando 

a hidrólise da ligação glicosídica α1↔2β da sacarose em D-glicose e D-frutose (Figura 1) 

formando unidades de monossacarídeos equimolares dando origem ao açúcar invertido 

amplamente utilizado por diversas indústrias. Além da produção desse açúcar, a enzima quando 

em concentrações mais elevadas de sacarose apresenta uma propriedade de transferase, o que a 

agrupa na classe de enzimas transferase, podendo ser utilizada na produção de 

frutooligossacarídeos (FOS) (BHALLA et al., 2017). 

 

 
Figura 1: Mecanismo de ação da invertase. Fonte: Lincoln e More (2017). 

 
 

 
As variadas isoformas com características distintas da invertase estão presentes em 

diferentes partes das células e são produzidas nas formas intracelular e extracelular a depender 

do microrganismo estudado, como descrito na Tabela 3. As invertases extracelulares são 

glicoproteínas compostas por carboidratos, manose e glucosamina, enquanto as invertases 

intracelulares não possuem carboidratos (BARBOSA et al., 2018; MANOOCHEHRI et al., 

2020). 
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Tabela 3: Localização de invertases produzidas por bactérias. 

 

Microrganismo Tipo de enzima Referência 

Arthrobacter globiformis Extracelular Win et al. (2004) 

Lactobacillus brevis Extracelular Awad et al. (2013) 

Enterobacter sp. Extracelular Kumar et al. (2016) 

Bifidobactéria sp. Extracelular Bujacz et al. (2011) 

Lactobacillus reuteri Intracelular Gines et al. (2000) 

Bifidobacterium infantis Intracelular Warchol et al. (2002) 

Bacillus sp. Intracelular Zhou et al. (2016) 

 
 

Além disso, de acordo com o pH ótimo da enzima, as invertases são classificadas em 

dois grupos principais: invertases ácidas (4,5-5,5) e invertases neutras ou alcalinas (6,5-8,0). 

Enquanto as invertases neutras e alcalinas podem ser localizadas no citosol, mitocôndrias ou 

plastídeos, as invertases ácidas estão ligadas à parede celular ou encontradas em vacúolos 

(TAUZIN et al., 2014). É relatado que as invertases ácidas são capazes de separar o resíduo da 

frutosil do oligossacarídeo contento frutose, entretanto as invertases alcalinas que são 

consideradas a principal classe de invertases, são relatadas em várias plantas e cianobactérias 

(VARGAS et al., 2003; LINCOLN e MORE., 2017). Contudo, as invertases bacterianas 

mostram potencial de atividade tanto em pH ácido (DISPASQUALE et al., 2009; KAUR et al., 

2005) quanto em alcalino (AWAD et al., 2013). 

As invertases são distribuídas em variados organismos como plantas, bactérias 

leveduras e fungos (Tabela 4). Barbosa et al. (2018) e Wan et al. (2017) relatam que as 

invertases bacterianas apresentam características diversas, podendo ser tanto intracelulares 

quanto extracelulares, apresentando diferentes quantidades de glicosilação. 
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Tabela 4: Fontes de invertases microbianas e vegetais. 

 

Fonte Gênero Referência 

Fungos Aspergillus niger Dinarvand et al. (2017) 

Lorenzoni et al. (2014) 

 Fusarium graminearum Gonçalves et al. (2013) 

 Penicillium sp. Matei et al. (2017) 

 Trichoderma sp. Matei et al. (2017) 

Leveduras Saccharomyces cerevisae Bhalla et al. (2017) 

Margetic et al. (2017) 

 Candida guilliermondii Espinosa et al. (2014) 

Bactérias Enterobacter asburiae Kumar et al. (2016) 

 Arthrobacter globiformis Win et al. (2004) 

 Bacillus cereus Yoon et al. (2007) 

 Bacillus macerans 

Bacillus subtilis 

Ahmed et al. (2008) 

Kaur e Teotia (2021) 

 Lactobacillus brevis Awad et al. (2013) 

Plantas Agave Cortes-Romero et al. 

(2012) 

 Camellia Qian et al. (2016) 

 Hévea brasilienses 

(seringueira) 

Liu et al. (2015) 

 
 

Bergareche et al. (2018) classificam as plantas como um dos mais abundantes 

produtores de invertase, entretanto o uso das plantas para produção industrial de invertase não 

é visto como algo economicamente viável pela baixa taxa de crescimento, demora e alto custo 

de produção, além de sofrerem flutuações sazonais. Pelos microrganismos não sofrerem essas 

flutuações e possuírem alta taxa de crescimento as invertases microbianas são preferidas na 

produção industrial, os fungos filamentosos do gênero Aspergillus e leveduras como S. 

cerevisae são os organismos mais utilizados para a produção de invertase (VEANA et al., 

2018). Apesar dos fungos e leveduras serem os mais comuns produtores, Manoochehri et al. 

(2020) relata também a produção da enzima por bactérias, podendo ser intra ou extracelular em 

diferentes quantidades de glicosilação. 
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2.3.1 Caracterização bioquímica Invertase 

 

 

Para qualquer enzima atingir valores mais altos de atividade é necessário analisar qual 

pH e temperatura são mais apropriados para a mesma, além de selecionar qual o meio de cultivo 

ideal para a produção da enzima. Kulshrestha et al. (2013) explicam que ao contrário da maioria 

das enzimas, a invertase demonstra atividade significativamente alta em ampla faixa de pH, 

com seu pH ótimo aproximadamente em 4,5 atingindo valores de atividade máxima a 55°C. 

Resultados esses que validam os valores ótimos de pH e temperatura encontrados por Rustiguel 

et al. (2010) ao analisar uma invertase da linhagem de Aspergillus phoenicis, que teve sua maior 

atividade em pH de 4,5 a 55°C. Entretanto, a enzima invertase pode atuar em uma ampla faixa 

de temperatura e pH, o que pode ser observado na Tabela 5, onde é demonstrado também 

diferentes formulações de meios de cultivo para obtenção da enzima. 
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Tabela 5: Propriedades bioquímica de invertases produzidas por microrganismos. 

 

Microrganismo pH Temperatura 

(°C) 

Meio de cultivo Condições 

de cultivo 

Atividade 

enzimática 

Referência 

Aspergillus 

niger 

5,5 55°C 5 % de sacarose, 

0,7% de extrato de 

malte, 1 %  de 

polipeptona,  0,5% 

de 

carboximetilcelulose 

(CMC) e 0,3% NaCl 

28°C / 72h NR Hirayama 

et al. 

(1989) 

Aspergillus 

ochraceus 

4,5 60°C 2% de sacarose, 

0,1% KH2PO4, 

0,05% MgSO4, 

0,05% KCL, 0,001% 

FeSO4, NaNO3, 

0,1% (v/w) Tween 

80 

30°C / 72h 15,2 U/mL Guimarães 

et al. 

(2007) 

Bacillus cereus 7,0 50°C 1% sacarose, 0,6% 

extrato de levedura, 

0,1% KH2PO4, 

0,1% H2HPO4. 

50°C / 36h 3,0 

μmol/min 

Yoon et al. 

(2007) 

Arthrobacter 

globiformis 

6,8 37°C 1% sacarose, 1% de 

poli-peptona, 0,2% 

de extrato de 

levedura,         0,4% 

(NH 4 ) 2 HPO 4 

25°C / 36h NR Win et al. 

(2004) 

Bifidobacterium 

breve 

6,0 37°C Meio de Man- 

Rogosa-Sharpe 

modificado com 1% 

de sacarose, 0,05% 

de L-cisteína-HCl 

NR 24 

μmol/min 

Ryan et al. 

(2005) 

Legenda: (NR): não relatado. 
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2.4 Frutosiltransferase 

 

 

A 1,2 β-D-frutosiltransferase (E.C 2.4.1.9), ou mais comumente conhecida como 

frutosiltransferase, é uma enzima que realiza a catálise da conversão da sacarose em fruto- 

oligossacarídeos mediante a transferência dos agrupamentos frutosil para resíduos de sacarose, 

além de outros mecanismos de ação que ainda não foram totalmente esclarecidos. A primeira 

notificação a respeito da enzima ocorreu em 1950, sendo catalogada apenas em 1961, porém 

ainda é reportada a inexistência de um consenso na literatura a respeito da nomenclatura correta 

das enzimas envolvidas na produção de FOS que utilizam a sacarose como substrato, sendo 

observadas ambiguidades entre as terminologias frutosiltransferase e a frutofuranosidase, 

mediante os mecanismos hidrolíticos e/ou de transfrutosilação que as mesmas executam 

(GANAIE et al., 2014; CUNHA et al., 2017; MACEDO et al., 2020; SPOHNER e CZERMAK, 

2016; ANTOŠOVÁ e POLAKOVIČ, 2001; ANTOŠOVÁ e POLAKOVIČ, 2008). No que se 

refere a estrutura tridimensional da enzima, Chuankhayan et al. (2010) sugere a existência de 

dois domínios, com um domínio catalítico N-terminal contendo uma dobra de hélice de cinco 

lâminas ligadas a um domínio em sanduíche em C-terminal, que estão ligados por uma hélice 

curta de 9 resíduos, a qual estabiliza o dobramento estrutural e influencia diretamente os 

mecanismos de ação e a caracterização bioquímica. 

 
Figura 2: Reação de transfrutosilação. Fonte: CUNHA (2017). 

 

 

 

 

 
As frutosiltransferases podem ser divididas em quatro grupos, denominadas 1-SST 

(sacarose: sacarose 1-frutosiltransferase), 6-SFT (sacarose: frutano 6-frutosiltransferase), 1- 

FFT (frutano: frutano 1-fructosiltransferase), e G6-FFT (frutano: frutano 6G- 
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frutosiltransferase). Para sintetizar frutanos mais complexos, a classe da kestose é a mais 

utilizada pelas frutosiltransferases, na qual se dá com a conversão da sacarose em 1-kestose, 

sendo a sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST) a enzima responsável por essa 

conversão, enquanto a 1-FFT usa 1-kestose ou frutanos com um maior grau de polimerização 

como doadores de frutose e tem como função determinar o comprimento da inulina sintetizada, 

sendo então a 1-SST e 1-FFT necessárias e suficientes para a síntese de frutanos do tipo inulina. 

A 6-SFT catalisa a transferência de uma unidade de frutose da sacarose a uma ampla variedade 

de receptores, produzindo frutanos com unidades de frutose ligadas entre si através da ligação 

β (2-6). Para a produção de frutanos do tipo neoserie, se faz necessária a enzima G6-FFT a qual 

usa a 1-kestose como um doador de frutose, transferindo a frutose para o resíduo de glicose de 

sacarose através de uma ligação β (2-6), formando assim a neo-kestose (BATISTA, 2018; 

PICAZO et al., 2019). A Figura 3 representa a estrutura molecular desses oligossacarídeos. 

 

 

 

 

 

 
Figura 3: Fórmula estrutural dos frutooligossacarídeos: (A) kestose, (B) nistose e (C) β- 

frutofuranosilnistose. Fonte: CUNHA, 2017. 

 

 
A razão entre Unidade de Atividade de Frutosiltransferase (UTF) e Unidade de 

Atividade de Frutofuranosidase (UF) é importante para indicar a intensidade relativa da 

atividade de transfrutosilação (GANAIE et al., 2017; MASO, 2019). As frutosiltransferases 
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microbianas são enzimas únicas que exibem ambas as atividades de transferase e hidrolase 

(JITONNOM et al., 2018). 

 

 

2.5 Fruto-oligossacarídeos 

 

 

Os oligossacarídeos são compostos por dois a 10 monômeros de sacarídeos, enquanto os 

fruto-oligossacarídeos (FOS) são oligossacarídeos que fazem parte do grupo dos frutanos. O 

termo FOS é utilizado para frutanos do tipo inulina que apresentam ou não um grupo terminal 

de glicose. Esses fruto-oligossacarídeos podem ser produzidos a partir da sacarose pela ação de 

enzimas que possuem atividade transfructosilante, sendo elas, frutosiltransferase (FTase, EC 

2.4.1.9) que catalisa a transferência da fração frutosil de uma molécula de sacarose para outra, 

rendendo unidades de FOS maiores, β-frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26), que possui tanto 

atividade de transfrutosilação quando atividade hidrolítica, agindo em concentrações mais 

elevadas de sacarose, liberando a molécula de glicose da sacarose por meio da clivagem da 

ligação β-1, 2, fazendo a transferência do grupo frutosil para um aceptor diferente da água como 

a sacarose ou um frutooligossacarídeo. Além das inulases (EC 3.2.1.7), as quais hidrolisam a 

inulina que é um polissacarídeo e a partir da sua hidrólise são liberas principalmente frutose 

com uma fração de glicose (OLIVEIRA et al, 2020; HERNANDEZ, et al. 2018; BALI et al,  

2013; VEGA; ZUNIGA-HANSEN, 2014; MACEDO, et al. 2020). 

Na composição dos FOS, duas a nove unidades de frutosil estão ligadas através de 

ligações glicosídicas β(2→1), e a ligação com a glicose é do tipo α(1→2), como ocorre na 

sacarose. Os FOS são encontrados, principalmente, nas formas de 1-kestose (GF2), nistose 

(GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), o trissacarídeo 1-cestotriose (1-kestose, GF 2 ) tem efeito 

estimulante de bífido superior e tem sabor mais adocicado que o tetrassacarídeo 1,1- 

kestotetraose (nistose, GF 3 ) e o pentassacarídeo 1,1,1 -kestopentaose (frutosil-nistose, GF 4 ) 

(SPOHNER e CZERMAK, 2016). 

 

 

 

 
Figura 4: Rota da produção de FOS. Fonte: SHINOHARA, 2001. 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/trisaccharide
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tetrasaccharide
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Os FOS são considerados prebióticos e fibras solúveis, ou seja, são ingredientes 

alimentares que não sofrem hidrólise pelas enzimas no trato digestivo (não digeríveis), 

chegando intactos ao intestino grosso. Posteriormente, são fermentados, levando à produção de 

ácido láctico e ácidos graxos de cadeia curta. Esses prebióticos estimulam o crescimento de 

bactérias   no    cólon,    e    são    recomendados    para    o    aumento    rápido    e    durável 

de bactérias prebióticas intestinais. FOS possuem cerca de um terço do poder adoçante da 

sacarose, não são calóricos, nem considerados açúcares ou carboidratos e também não usados 

como fonte de energia. São amplamente utilizados na fabricação de alimentos com baixo ou 

nenhum teor de açúcar adicionado, com comprovados efeitos na promoção da saúde em 

humanos e animais. Também demonstram uma não carcinogenicidade, segurança para 

diabéticos, proteção contra o câncer de cólon, estimulação da absorção de Fe 2+, Ca 2+, Mg 2+ e 

outros íons e redução do colesterol no sangue, além de demonstrar grande potencial econômico 

para indústria açucareira (HERNANDEZ et al, 2018; KUMAR et al, 2018; MACEDO et al, 

2020). 

O adoçante a partir de FOS é visado para substituir diversos adoçantes da indústria de 

alimentos e bebidas, como xilitol, aspartame e sucralose, devido à sua relação custo-benefício, 

propriedades superiores e por ser considerado menos prejudicial quando adicionado a vários 

produtos em comparação com os seus outros homólogos. O uso dos FOS está cada vez mais 

ligado ao setor de alimentos e bebidas, suplementos dietéticos, fórmulas infantis, ração animal 

e produtos farmacêuticos atingindo também outros setores, como nas gomas, laticínios, sopas 

e carnes processadas. A demanda de FOS aumenta cerca de 15% ao ano e constitui certa de 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/probiotic
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10% dos adoçantes naturais do mercado, portanto é desejável encontrar maneiras industriais de 

baixo custo para produzí-los. A produção de FOS tem sido principalmente através de produtos 

químicos, hidrólise enzimática de inulinas, ou por métodos enzimáticos utilizando invertases e 

frutosiltransferases (CREDENCE RESEARCH, 2016; TOLEDO et al, 2019; PANESER e 

BALI 2016). 

A produção em escala industrial desses prebióticos é realizada preferencialmente através 

de processos biotecnológicos, devido a estes processos proporcionarem maiores rendimentos 

em termos de produção. Os processos enzimáticos são preferidos na indústria de alimentos para 

a produção tendo em vista que a estereoseletividade e a regioseletividade das enzimas são 

necessárias para a síntese de oligossacarídeos estruturalmente bem definidos e estáveis 

(WANG, 2015). As enzimas são produtos biotecnológicos bem estabelecidos que 

frequentemente são usados com sucesso em setores variados se tornando um mercado 

multimilionário que continua em crescimento principalmente na indústria alimentícia. Nas 

últimas décadas é crescente o interesse dos indivíduos na melhoria da saúde fazendo com que 

alimentos nutracêuticos ou funcionais recebam maior atenção no seu desenvolvimento, como 

os frutooligossacarídeos que são considerados um dos prebióticos mais explorados na indústria 

(TOLEDO et al, 2019). 

 

 

 

 
 

2.5.1 Ocorrência de fruto-oligossacarídeos a partir da frutosiltransferase 

 

 
 

2.5.1.1 Plantas 

 

 
Os FOS são compostos de origem natural e podem ser encontrados em mais de 36 mil 

espécies de plantas, entre elas a Agave americana ou vera cruze agave, Aspargus officialis (raiz 

do aspargo), Allium intybus (cebola), Cichorium intybis (chicória), Crinum longifolium (folhas 

de beterraba), Helianthus tuberosus (Alcachofra de Jesusalém), Lactuca sativa L. (alface), e 

Taraxacum offinale (dente-de-leão), Ipomoea batatas (batata doce) e Ananas comosus (abacaxi 

egípcio) (IBRAHEM et al., 2021; MACEDO et al., 2020; SINGH; et al, 2017) 

Entretanto, apesar do processo de obtenção ser considerado mais simples, contendo um 

menor número de etapas, para a aplicação industrial, é tecnicamente difícil extrair FOS das 
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plantas, devido problemas relacionados à disponibilidade, sazonalidade e pequena 

concentração, sendo preferíveis aquelas de origem microbianas (MUTANDA et al., 2014). 

 

 
2.5.1.2 Microrganismos 

 

 
As enzimas de origem microbiana geralmente são preferíveis para produção de FOS, por 

serem mais termoestáveis quando comparadas com as provenientes das plantas, apresenta uma 

maior massa molecular e se controlados os parâmetros do processo podem ser produzidas em 

qualquer lugar, independe de um período específico para obtenção, o que resulta em 

biocatalisadores com maiores atividades hidrolíticas e de transfrutosilação e consequentemente 

maiores rendimentos na produção de FOS (BATISTA et al., 2018; GANAIE et al., 2014). 

 

 
2.5.1.3 Fungos e leveduras 

 

 
Diversos microrganismos são reportados como produtores de frutooligossacarídeos, 

dentre eles fungos como Aspergillus oryzae, Aspergillus japonicus, Aspergillus tamanii, 

Penicillium citrinum, entre outros, são explorados para a produção de FOS. Aguiar et al. (2012) 

após a otimização da enzima frutosiltransferase de Rhodotorula sp. através de planejamento 

experimental relatou um significativo aumento da quantidade de nistose (GF3) na mistura de 

FOS, aumentando sua produção de 2,86 g/L.h para 12,05 g.L.h. Ganaie et al. (2013) atingiu 

uma produção de 33,73 U/mL de frutosiltransferase utilizando Aspergillus flavus e 35,64 U/mL 

através do Aspergillus niger. Em 2016, Nascimento e colaboradores reportaram uma atividade 

de invertase de 227,56 U/mL, empregando Penicillium citreonigrum, após otimização 

obtiveram valor da invertase de 301,84U/mL utilizando-o para produção de FOS. 

Frutosiltransferases fúngicas podem ser encontradas tanto na forma extracelular como 

também dentro das células, ao analisar a otimização de A. oryzae para a produção de 

frutooligossacarídeos Cunha et al. (2019) expuseram valores de transfutosilação da 

frutosiltransferase variando de 4,32 a 15,84 U/mL na forma extracelular da enzima e de 82.62 

a 202.58 U/mL na forma micelial. Maiorano et al. (2020) realizaram a síntese de 

frutosiltransferase extracelular e micelial de A. oryzae em biorreator de 10 litros, onde relaram 

valores de 2100 U/g e 667 U/g respectivamente. Perna et al. (2018) utilizando o mesmo 
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microrganismo expuseram valores de 36 U/mL de frutosiltransferase extracelular após 40 horas 

de cultivo. 

Resíduos agroindustriais também são utilizados como uma alternativa para produção da 

frutosiltransferase, diversos resíduos da agroindústria têm sido reaproveitados para obtenção de 

produtos por serem altamente disponíveis e com um baixo valor comercial, como a pele de café, 

coroa de abacaxi, melaço de cana, farelo de trigo, pele de banana entre diversos outros. Estes 

materiais geralmente são fontes de carbono e nitrogênio, atuando como suporte para o 

crescimento de micro-organismos. (NASCIMENTO et al 2019; BATISTA et al 2020; GANAIE 

et al 2017). Alguns fungos como P. citrinum e Rhodotorula sp. podem ser utilizados como 

produtores de frutosiltransferase a partir do melaço de cana (JAYALAKSHMY et al. 2021; 

AGUIAR et al 2012). Jayalakshmy et al. (2021) também utilizou o P. citrinum para produção 

de FOS a partir da casca de banana, enquanto de La Rosa et al. (2020) produziu FOS através 

do mesmo resíduo, porém utilizando o A. oryzae. Vale ressaltar que as frutosiltransferases 

fúngicas podem ser produzidas tanto através de cultivo submerso (SmF) como também em 

estado sólido (SSF), como pode ser observado na Tabela 6. 
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Tabela 6: Fungos e leveduras produtores de FOS a partir da frutosiltransferase. 
 

Fungos Substrato pH/Temp Método 

de 

produção 

Produção Referência 

Aspergillus japonicus Pele de 

café 

NR CES 64.12 

U/mL 

Mussatto et 

al. (2013) 

Aspergillus tamarii Farelo de 

trigo 

5,0 / 60°C CES 42.71 

U/mL 

Batista et 

al. (2020) 

Aspergillus carbonaius Coroa de 

abacaxi 

6,0/NR CSm 14.60 

U/mL 

Nascimento 

et al. (2019) 

Penicillium oxalicum Sacarose 5,5 / 60°C CSm 77.77 

U/mg 

Xu et al. 

(2015) 

Leveduras      

Zalarya sp. Sacarose NR/ 30°C Csm 5,51 
U/mL 

Yoshikawa 

et al. 

(2022) 

Candida sp. Sacarose 5,5/ 25 °C Csm 16.5 
U/mL 

Maugeri et 

al. (2007) 

Rhodotorula sp. Sacarose 5,5/ 25 °C Csm 2.9 U/mL Maugeri et 

al. (2007) 

Legenda: (NR): não relatado; CES: cultivo em estado sólido; CSm: cultivo submerso. 

 

 

 

2.5.1.4 Bactérias 

Existem diversos estudos quanto a cinética, termodinâmica, aplicações e propriedades 

físico-químicas de frutosiltransferases microbianas, entretanto os trabalhos sobre ocorrência, 

produção e propriedades bioquímicas de FOS a partir de linhagens bacterianas são mais 

escassos. Algumas bactérias utilizam frutosiltransferases na produção de camada viscosa de 

frutanos em suas cápsulas ao redor de sua parede celular para formação de filme e fixação à 

célula hospedeira, enquanto algumas bactérias produzem FOS como fonte de energia 

(CHOUKADE et al., 2021). Alguns exemplos de frutosiltransferases bacterianas estão citados 

na Tabela 7. 
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Tabela 7: Bactérias produtoras de FOS a partir da frutosiltransferase. 
 

Bactéria Substrato pH/Temp Método 

de 

produção 

Produção Referência 

Bacillus 

macerans 

Sacarose 7,0 /37°C Csm 9,3 U/mg Park et al. 

(2001) 

Cryptococcus 
sp. 

Sacarose NR/30°C Csm 16,2 
U/mL 

Hernalsteens 

et al. (2008) 

Bacillus 

licheniformis 
Sacarose 6,0/37°C Csm 1,8 U/mg Porraz- 

Domínguez 

et al. (2014) 
Legenda: (NR): não relatado; CES: cultivo em estado sólido; CSm: cultivo submerso 

 

 

2.6 Aplicação 

 

 
 

2.6.1 Invertase 

 

 

Atualmente, a invertase é amplamente utilizada para fins comerciais em diversas 

indústrias, incluindo alimentos, bebidas, produtos farmacêuticos e biossensores. A enzima 

converte a sacarose e outros glicosídeos nos carboidratos comerciais mais simples. 

Saccharomyces sp. é o microrganismo mais utilizado para produção dessa enzima em fins 

comerciais. Apesar de serem conhecidos dois tipos de invertase, diferindo no seu modo de ação, 

sendo uma que hidrolisa a sacarose na extremidade da frutose (β-frutosidase), enquanto a outra 

realiza essa hidrólise na extremidade da glicose (α-glicosidase), ambas as reações resultam em 

uma mistura de glicose e frutose, conhecida como xarope invertido (Chaudhary et al., 2015). 

O xarope invertido é mais doce que a sacarose devido à alta doçura da frutose. A frutose 

é mais indicada que a glicose para pacientes diabéticos além de levar a uma maior absorção de 

ferro em crianças. Devido essa característica altamente adoçante da frutose, a quantidade de 

açúcar pode ser aumentada sem a cristalização do material, fazendo com que uma das maiores 

aplicações da invertase seja a fabricação de xarope com açúcar não cristalizável a partir da 

sacarose, amplamente utilizado para produção e preparação de mel artificial, biscoitos, 

marshmallows, cremes, balas, geleias, chocolates, leite em pó para bebês, entre outros usos 

(ANDJELKOVIC et al., 2015; OLCER et al., 2013; VEANA et al., 2014) 
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Sempre que a sacarose for exposta à fermentação para produção de ácido lático, bebidas 

alcoólicas, glicerol, ou em produtos de panificação a presença de invertase é obrigatória. A 

fabricação de cerveja é uma das aplicações onde a invertase se faz mais presente, os açúcares 

do amido são fermentados em etanol pela ação de diversas enzimas, entre elas a invertase. 

(GOMAA., 2018; VAN DONKELLAR et al., 2016). Além da indústria alimentícia, a invertase 

é utilizada em outras indústrias, como na produção de ração para gado e abelhas, na indústria 

farmacêutica, onde é empregada na formulação de xarope para tosse, medicamentos, alimentos 

nutracêuticos, entre outros. Além de ser empregada também na fabricação de biocombustíveis 

e na produção de materiais plastificantes e indústrias de papel. A enzima possui também 

atividade de inulinase, fazendo com que possa ser utilizada na hidrólise de compostos de 

polifrutose em frutose (BHALLA et al., 2017; TALEKAR et al., 2010; VENESHKUMAR et 

al., 2011). 

 

 

2.6.2 Frutosiltransferase 

 

 

A procura e o desenvolvimento de alimentos que possam proporcionar algum tipo de 

benefício à saúde é crescente e afirma a aceitação do papel da dieta na prevenção e tratamento 

de doenças além de proporcionar o bem-estar pessoal. A procura por alimentos funcionais 

reflete a preocupação dos consumidores com a saúde. Com essa mudança na visão pelo 

desenvolvimento de produtos benéficos à saúde as indústrias têm sido forçadas a 

desenvolverem produtos que atendam esse mercado. Dentre os alimentos funcionais, os 

frutooligossacarídeos se destacam por apresentarem exatamente essas características funcionais 

desejadas (KUMAR et al., 2018; RAJENDRAN et al., 2017; WITSCHINSKI et al., 2018; 

GUERREIRO et al., 2016). 

Panezer et al. (2016) e Bali et al. (2015) relatam que a frutosiltransferase é amplamente 

empregada na produção de frutooligossacarídeos, que são oligômeros de frutose, com baixas 

calorias e não são metabolizados pelo organismo humano. Por possuírem excelentes 

características benéficas como propriedades não carcinogênicas, estimulação do aumento das 

bifidobactérias do cólon, não serem hidrolisados pelas enzimas do trato digestivo, possuírem 

atividades funcionais prebióticas, aumentam o aumento da absorção de cálcio e magnésio, além 

de atuarem na redução do colesterol e fosfolipídeos no sangue, os FOS acabam sendo mais 

atrativos por essa característica do que pela sua doçura. 
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Os FOS são altamente visados para a produção de bebidas funcionais como sucos e 

néctares, sorvetes, biscoitos, molhos, iogurtes entre outros, pelo fato de ser altamente 

higroscópico e quando em solução demonstra uma viscosidade relativamente maior que aquelas 

de sacarose na mesma concentração (BALI et al., 2015; SINGH et al., 2017). Quando utilizados 

como suplementos alimentares os FOS aumentam o conteúdo de fibras nos alimentos, sem 

provocar o aumento da viscosidade ou alterar suas características organolépticas, além da 

utilização de FOS em barras de cereais, balas, ou em alimentação animal visando sua função 

prebiótica (DOMINGUEZ et al., 2014; CHOUKADE et al., 2019; ROMANO et al., 2016). 

Devido essas diversas possibilidades de aplicações dos FOS, a necessidade de tornar viável sua 

produção em larga escala se torna evidente. 

 

 

3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivo geral 

O presente trabalho teve como objetivo analisar o potencial de linhagens microbianas 

isoladas dos frutos pupunha e tucumã para a síntese de invertase e frutosiltransferases, bem 

como caracterizar as condições de cultivo e as propriedades bioquímicas das enzimas 

sintetizadas. 

 

3.2. Objetivos específicos 

Realizar a triagem dos microrganismos produtores de invertase a partir dos frutos amazônicos 

pupunha e tucumã; 

 Realizar a caracterização morfológica e bioquímica dos microrganismos isolados; 

 

 Avaliar o potencial de síntese de invertase e frutosiltransferase das linhagens 

selecionadas em cultivos submersos, mediante estudos de diferentes fontes de carbono e 

nitrogênio, pH do meio de cultivo e adjuvantes para suplementação; 

 Realizar a identificação dos microrganismos isolados produtores de invertase e 

frutosiltransferase mais promissores, a partir de técnicas de biologia molecular; 

 Avaliar a influência da temperatura e do pH do meio reacional nas atividades das 

enzimas invertase e frutosiltransferase; 
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 Avaliar os efeitos térmicos e de pH na estabilidade das enzimas invertase e 

frutosiltransferase; 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este projeto foi desenvolvido como parte do Projeto PROCAD-AM 1707/2018 

(Processo no 88881.200497/2018-01). 

 

 

4.1. Microrganismos e manutenção 

 

 

Os microrganismos estudados neste projeto foram isolados dos frutos de pupunha 

(Bactris gasipaes Kunth) e tucumã (Astrocaryum vulgare Mart) por meio de fermentação 

espontânea. A coleta dos frutos para fermentação (25 g de amostra) se realizou de forma 

asséptica (hipoclorito) e, em seguida, foi transferida para frascos de Erlenmeyer (500 mL) 

contendo 225 mL de solução salina peptonada estéril 0,85 % (m/v) de cloreto de sódio e 0,1 % 

(m/v) de peptona bacteriológica. As amostras foram submetidas a agitação em mesa agitadora 

orbital durante 15 minutos, 130 rpm e 30 oC. Posteriormente, sucessivas diluições seriadas (10- 

1 – 10-10) foram realizadas e alíquotas de 100 μL de amostra foram inoculadas por espalhamento 

em superfície em placas de Petri (200 x 15 mm) contendo caldo lisogênico (LB) sólido (10 g/L 

de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de NaCl e 20 g/L de ágar bacteriológico). O 

isolamento ocorreu em intervalos de 0, 72, 144, 216, 288 e 360 horas de fermentação. Após 

completo isolamento, os microrganismos foram preservados em criotubos contendo glicerol a 

20 % (m/v). Os isolados foram mantidos em ultrafreezer a -80 oC até o momento da reativação, 

a qual foi feita retirando a amostra do criotubo com o auxílio de uma alça descartável estéril 

inoculando-a em placa de Petri, contendo LB sólido. Os isolados permaneceram incubados a 

30 oC por 48 horas. 
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4.2. Seleção de microrganismos produtores de enzimas 

 

 

4.2.1. Triagem em placa de linhagens microbianas potenciais produtoras de invertase 

 
O método utilizado para o isolamento foi adaptado de Reddy et al. (2010). Os cultivos 

foram realizados utilizando meio mineral (MM) sólido contendo: 20 g/L de sacarose, 3 g/L de 

sulfato de amônio, 1,5 g/L de fosfato monopotássico, 3,5 g/L de fosfato dissódico, 0,2 g/L de 

sulfato de magnésio, e 20 g/L de ágar para solidificação. O meio de cultivo foi submetido a 

esterilização a 121 oC e 2 atm por 15 minutos, e os cultivos foram incubados em estufa a 30 °C 

por 48 horas. A revelação das linhagens produtoras de invertase foi realizada com a aplicação 

de cloreto de trifeniltetrazólio (TTC) 0,1 % (m v-1) em NaOH 0,5 mol/L sobre as colônias, 

cobrindo-as completamente (REDDY et al., 2010). A solução reveladora permaneceu de 10-15 

min recobrindo a placa. Após esse tempo, foi feita a lavagem da placa com auxílio de água 

destilada para melhor leitura dos resultados. As colônias com reação positiva se apresentaram 

em uma tonalidade rosa ou com halos de coloração rosa, enquanto as negativas permaneceram 

com suas colorações inalteradas. As linhagens com resultado positivo (coloração rosa) foram 

submetidas à cultivos submersos para serem caracterizadas quanto ao potencial de produção de 

invertase. 

 

 

4.2.2. Triagem em cultivos submersos de linhagens microbianas potenciais produtoras de 

invertase e frutosiltransferase 

Os cultivos submersos ocorreram em frascos Erlenmeyers (125 mL). Culturas estoques 

das linhagens potenciais produtoras de invertase foram transferidas para placas de Petri 

contendo LB sólido, por até 48 h. Colônias isoladas posteriormente foram transferidas para 20 

mL de LB durante 24 h, a uma agitação de 150 rpm e 30 °C, para que fosse atingida uma 

densidade óptica mínima de 0,60, em um comprimento de onda de 610 nm, o qual corresponde 

a um mínimo de 107 UFC /mL. Alíquotas de 2 mL deste pré-inóculo foram utilizadas para 

inocular 18 mL de MM. Os cultivos submersos foram realizados em incubadora refrigerada 

com agitação orbital a 150 rpm, 30 oC por 48 horas. Após o tempo de cultivo, as amostras foram 

centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos a 10 oC para obtenção do sobrenadante, o qual foi 

utilizado para análise da atividade enzimática. Os meios de cultivo utilizados foram ajustados 
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para o pH 7,0, com adição de HCl ou NaOH 1 mol/L, sendo esterilizados a 121 oC, 2 atm por 

15 minutos. 

 

 

4.3. Caracterização dos microrganismos produtores de invertase e frutosiltransferase 

 

 
 

4.3.1. Caracterização morfológica e bioquímica 

As linhagens isoladas com a capacidade de produção de invertase e frutosiltransferase 

foram caracterizadas pela técnica de coloração de Gram, morfologia celular e testes de catalase 

e oxidase. As linhagens isoladas foram incubadas em placas de Petri, contendo meio LB sólido, 

a 30 oC por 48 horas. 

4.3.2. Coloração de Gram 

Para a aplicação do protocolo, foram fixados esfregaços de células em uma lâmina em 

que se adicionou uma solução de cristal violeta, a qual permaneceu em contato com a lâmina 

por 60 segundos, seguido da adição do reagente lugol por também 60 segundos. Depois, lavou- 

se a lâmina com água destilada e em seguida com uma solução de álcool-acetona. Após lavar- 

se com água corrente, adicionou-se uma solução de safranina por 30 segundos. Por fim, retirou- 

se o excesso de corante com água e a lâmina foi seca com papel filtro, imersa em óleo de 

imersão puro e submetida à análise por microscopia óptica. Microrganismos com coloração 

azulada foram considerados gram-positivos, enquanto aqueles com coloração avermelhada 

gram-negativos (PELCZAR, 1996). 

 

 

4.3.3. Morfologia celular 

Os microrganismos foram submetidos a análise segundo a morfologia celular para a 

determinação de sua forma, seguindo Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (HOLT 

et al., 1994). 

 

 

4.3.4 Teste de Catalase 

O teste de catalase foi realizado com a adição de uma gota de peróxido de hidrogênio 

sobre colônias isoladas após 24 a 48 h de incubação. As linhagens bacterianas que liberam 



44 

 

 

bolhas foram consideradas catalase positivas e as outras, cuja liberação não foi evidenciada 

foram consideradas catalase negativa (MAC FADIN, 1976). 

 

 

4.3.5. Teste de Oxidase 

O teste de oxidase, o qual verifica a presença da enzima citocromo oxidase, foi 

determinado por meio da transferência das colônias, com o auxílio de uma alça estéril, para 

uma tira de papel imergida no reagente tetrametil-p-fenilenodiamina. As linhagens oxidase- 

positivas apresentam cor púrpura-azulada, enquanto linhagens oxidase-negativas não se 

coraram ou apresentaram cor amarelada (MAC FADIN, 1976). 

 

 

4.3.6. Identificação molecular 

A extração de DNA foi realizada usando o kit de extração de DNA illustraTM 

PHYTOPURETM de acordo com as instruções do fabricante. A amplificação por PCR foi 

realizada utilizando o kit PCR Master Mix (Ludwig Biotec, Brasil). As reações foram realizadas 

em termociclador automático (Bio-rad T100 Thermal Cycler, Estados Unidos). Os primers 

usados para identificar os isolados bacterianos por sequenciamento do gene 16S rRNA foram 

27 f (5 '- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3') e 1512r (5 '- ACG GCT ACC TTG TTA 

CGA CT - 3') (WANG et al., 2006).A desnaturação inicial do DNA foi realizada a 95 ° C por 

10 min, seguida por 25 ciclos de desnaturação a 93 ° C por 1 min, anelamento a 50 ° C por 1 

min, alongamento a 72 ° C por 1 min 30 s e, então, uma etapa de alongamento final a 72 ° C 

por 5 min. 

Os primers usados para identificar os isolados levedura por sequenciamento da região 

ITS1–5.8S rDNA – ITS2 foram ITS1 (5′-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3 ′) ′ e ITS4 (5 ′ 

-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3 ) (MASOUD et al., 2004). A desnaturação inicial do 

DNA foi realizada a 95 ºC por 3 min, seguida por 35 ciclos a 95 ºC por 30s, anelamento a 56 

ºC por 30 s, alongamento a 72 ºC por 30 s e um alongamento final a 72 ºC por 7 min. Os 

produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2 % (Ludwig Biotec, 

Brasil) a 80 V por 1 h. O marcador molecular HighRanger 1 kb DNA Ladder (NORGEN Biotek 

Corporation, Canadá) foi utilizado como padrão para reconhecimento da massa molecular das 

bandas obtidas. Os fragmentos amplificados foram visualizados pelo corante Safer Dye 6x 

Loading Buffer (KASVI, Brasil) e transiluminação UV (L.PIX Loccus Biotecnologia, Brasil). 
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Os produtos amplificados foram purificados usando o kit PCR Products Purification Kit 

(MEBEP Bioscience, China). Os produtos de PCR purificados foram sequenciados por 

ACTGene (Brasil) usando um sequenciador Applied Biosystems® Sanger Sequencing 3500 

Series Genetic Analyzers (ThermoFischer Scientific, Estados Unidos). As sequencias parciais 

obtidas do gene 16S rRNA e região intergênica ITS1 –5.8S rDNA – ITS2 foram analisadas por 

meio do software BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.5.3. As sequencias obtidas para 

cada linhagem foram comparadas com o banco de dados GenBank do NCBI (National Center 

for Biotechnology Information), utilizando a ferramenta BLASTn para a identificação das 

linhagens bacterianas e de leveduras. 

 

 

4.3.7. Produção de invertase e frutosiltransferase em cultivos submersos 

 
Os cultivos da linhagem selecionada foram realizados em frascos Erlenmeyer (125 mL) 

contendo 18 mL de MM adicionado de 2 mL de pré-inóculo, sendo os parâmetros de cultivo 

como descritos no item 4.2.2. Após o tempo de cultivo, as amostras foram centrifugadas a 3000 

rpm por 30 minutos a 10 oC para obtenção do sobrenadante, o qual foi utilizado para análise da 

atividade enzimática. Foram realizadas as análises de massa seca celular (MSC) obtida nos 

cultivos e a determinação dos valores de pH do meio de cultivo ao final do tempo de incubação. 

 

 

4.3.8. Seleção de fontes de carbono 

 
Os cultivos submersos foram realizados em substituição da sacarose por outras fontes 

de carbono na concentração de 20 g/L. As fontes de carbono estão listadas na Tabela 5. 

 

 
Tabela 8: Fontes de carbono utilizadas na caracterização dos cultivos de invertase e 

frutosiltransferase. 

. 
 

 Fonte de Carbono 

Monossacarídeos Glicose 

Frutose 

Xilose 

Galactose 

Dissacarídeos Sacarose 

Lactose 

Polissacarídeos Inulina 
                                                  Amido  
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 Pectina 

Álcool/Poliálcool Glicerol 

Sorbitol 
                                                  Inositol  

 
 

4.3.9. Seleção de fontes de nitrogênio 

 
Os cultivos submersos foram realizados adicionando diferentes fontes de nitrogênio, 

individualmente, em cada cultivo na concentração de 3 g/L. As fontes de nitrogênio utilizadas 

estão listadas na Tabela 9. 

Tabela 9: Fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio utilizadas na caracterização dos cultivos 

de invertase e frutosiltransferase. 
 

 Fontes de Nitrogênio 

Orgânicas Extrato de levedura 

Triptona 

Peptona 

Milhocina 

Inorgânicas Sulfato de Amônio 

Fosfato de Amônio 
                                       Cloreto de Amônio  

 

 

 

 
4.3.10. Variação das concentrações de sacarose no meio de cultivo 

Os cultivos submersos foram realizados variando a concentração de sacarose presente 

no meio de cultivo anteriormente (20 g/L), adicionando ao meio de cultivo concentrações de 

sacarose de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 g/L. 

 

 

 
4.3.11. Cultivo submerso em diferentes valores de pH 

Os cultivos submersos foram realizados com os mesmos parâmetros já descritos, 

entretanto cada cultivo teve seu pH inicial ajustado, cujo faixa de valores de pH ocorreu entre 

3,0 a 8,0 com intervalos de 0,5 (3,0 ≤ pH ≤ 8,0, com ∆ = 0,5). 

 

4.3.12. Seleção de adjuvantes para suplementação do meio de cultivo 

Os cultivos submersos foram realizados adicionando os adjuvantes, individualmente, 

em cada cultivo na concentração de 1 g/L e estão apresentados na Tabela 10. 
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Tabela 10. Adjuvantes utilizados na análise 

 
  Adjuvantes   

  .Sorbitol  

  Glicerol  

    Tween 80  

 

 

 

 
4.3.13. Cinética da síntese de invertase e frutosiltransferase a partir de sacarose pela linhagem 

PP6 

Culturas estoque da linhagem isolada de pupunha PP6 foram estriadas em LB sólido por 

até 48 h, sendo transferidas colônias isoladas para 25 mL de LB e incubadas a 30 °C e 150 rpm, 

por 24 h. Um volume de 10 mL foi transferido para 40 mL de LB, sendo novamente incubados 

a 30 °C e 150 rpm, por 24 h. Deste último cultivo, foram utilizados 25 mL para inocular 225 

mL de MM, totalizando um volume de 250 mL de cultivo em Erlenmeyer de 1 L. O cultivo foi 

conduzido em agitador orbital do tipo shaker a 30 °C e 150 rpm, pH 6,0 ao decorrer de 72 h de 

processo, com 32 coletas de amostras sendo efetuadas em intervalos de tempo pré-definidos (2- 

4 horas). As amostras foram submetidas a centrifugação a 3000 rpm por 30 minutos, sendo o 

sobrenadante utilizado para realização da atividade enzimática e, os precipitados de biomassa, 

diluídos em água destilada para acompanhamento do crescimento microbiano por densidade 

óptica. As leituras foram efetuadas em um espectrofotômetro UV-VIS a 610 nm. Quando as 

amostras para controle do crescimento microbiano ultrapassavam 800 nm foi realizada diluição 

½ das amostras. 

 

 

 
4.4 Métodos Analíticos 

 

 
 

4.4.1. Determinação da atividade da enzima invertase 

A atividade enzimática de invertase ocorreu adicionando 800 µL de uma solução de 

sacarose a 2 % (m/v) em tampão McIlvaine pH 5,0 em tubos de ensaio. Os tubos se mantiveram 

a 50 °C por 5 minutos. O início da reação ocorreu com a adição de 200 µL do extrato enzimático 

e, em diferentes intervalos de tempo (0 e 5 minutos), retirou-se 200 µL da reação, adicionando- 
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os em tubos contendo 200 µL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS). Então, os tubos foram 

levados para fervura em banho maria a 100°C onde permaneceram por 5 minutos. Finalmente, 

as amostras foram resfriadas em banho de gelo e, em seguida, 2 mL de água foram adicionados 

em cada tubo para posterior leitura. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro UV-VIS 

a 540 nm. O branco da reação foi realizado nas mesmas condições experimentais com a adição 

de água destilada em substituição do extrato enzimático. Esta análise, utilizando o DNS, 

identifica a presença do grupo carbonila livre (C = O), os chamados açúcares redutores 

(MILLER, 1959). Segundo Deshavath et al. (2020) e Silva et al. (2003) esse ensaio envolve a 

oxidação do grupo funcional aldeído presente no ácido correspondente, enquanto o DNS é 

simultaneamente reduzido a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico em condições alcalinas (Figura 5). 

Uma unidade de atividade de invertase foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1 µmol de frutose, por mililitro, por minuto sob condições experimentais definidas. 

 

 

Figura 5: O ácido dinitrossalicílico é reduzido pelo açúcar redutor, formando o ácido 3-amino-5- 

nitrossalicílico, dando origem ao ácido aldônico. Fonte: Silva et al. (2003). O cálculo para determinação 

da atividade está exposto na equação 1. 

 
AbsF-AbsI/Coef. Ext. Mol. x (1/VI) x 1000 x VF x (1/5) x Diluição (1) 

 
 

Onde: 

AbsF: Absorbância final 

AbsI: Absorbância inicial 

Ɛ: Coeficiente de extinção molar (M-1.cm-1) 

VI: Volume inicial 

VF: Volume final 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813020328993#!


49 

 

 

4.4.2. Determinação da atividade da enzima frutosiltransferase 

A atividade de frutosiltransferase foi determinada conforme o método descrito por 

Rawat et al. (2015). Primeiramente, 800 µL de uma solução de sacarose 20 % (m/v) em tampão 

McIlvaine (pH 5,0) foram transferidos para tubos de ensaio, onde permaneceram por 5 minutos 

no banho-maria a 50 °C. A reação se iniciou com a adição de 200 µL do extrato proteico, onde 

100 µL foram retirados no mesmo momento, correspondente ao tempo 0 minutos. A paralisação 

da reação ocorreu por meio de aquecimento durante 5 minutos em temperatura de 100 °C. A 

reação permaneceu em banho maria a 50 °C por 60 minutos, onde em seguida se realizou o 

mesmo procedimento para paralisar a reação. Após resfriamento, 10 µL da solução reagida 

foram transferidos para tubos contendo 1 mL da solução GOD-POD (glicose oxidase 

peroxidase) (Labtest Diagnóstica S/A, Lagoa Santa, MG, Brasil). A reação se manteve em 

banho maria a 37 °C por 5 minutos. Os valores de concentração de glicose (µmol/mL) foram 

obtidos a partir de leitura de absorbância das amostras obtidas a um comprimento de onda de 

510 nm, segundo especificações do fabricante. Para quantificar os açúcares redutores no final 

da reação, foi adicionado em 800 µL de tampão McIlvaine pH 5,0, 200 µL do extrato proteico 

e, em diferentes intervalos de tempo (0 e 60 minutos), retirou-se 200 µL da reação, adicionando- 

os em tubos contendo 200 µL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), cujas leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro a 540 nm. Uma unidade de atividade frutosiltransferase foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de glicose, por mililitro, 

por minuto. O cálculo para determinação da atividade segue o mesmo exposto na equação 1. 

 
A enzima frutosiltransferase é descrita por UTF (unidade de atividade de 

frutosiltransferase), que representa a quantidade de frutose transferida por unidade de tempo e 

volume, sendo expressa em µmol//mL.min. Para esse cálculo é necessário determinar a 

concentração em µmol/mL.min de glicose presente no meio reacional (UF), visto que a glicose 

é um dos produtos da hidrólise da sacarose (Equação 1). 

 
𝑈𝐹 = G (2) 

 
 

Tem-se que a frutose presente no meio reacional (Fmeio) é definida conforme equação 

2, em que AR é a concentração de açúcares redutores (µmol/mL) presentes na amostra após 60 

minutos de reação; e G é a concentração de glicose. 
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𝐹𝑚𝑒𝑖𝑜 = 𝐴𝑅 – 𝐺 (3) 

 
 

Já a frutose transferida (Ft) é a diferença entre a concentração de glicose (G) e a frutose 

do meio (Fmeio) (Equação 3): 

 
𝐹𝑡 = 𝐺 – 𝐹𝑚𝑒𝑖𝑜 (4) 

 
 

Substituindo a Equação (3) em (4), tem-se a equação final que representa a quantidade 

de frutose transferida, equivalendo com a atividade de transfrutosilação (Equação 5). 

 
𝑈𝑇𝐹 = 2𝐺 – 𝐴𝑅 (5) 

 
 

Em que 2G indica a quantidade teórica de açúcar redutor e AR a quantidade real de 

açúcar redutor presente no meio, de modo que a diferença entre ambos indica a frutose que foi 

transferida. 

 

 
4.4.3 Determinação da concentração de massa seca celular 

 
Para quantificação da concentração de massa seca celular (MSC), uma alíquota de 10 

mL do caldo do cultivo submerso foi centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos (3.800 x g). O 

sobrenadante foi separado para determinação da atividade enzimática e a massa celular 

precipitada (“pellet”) foi diluída em água destilada, sendo transferidos para recipientes pré- 

tarados e acondicionados em estufa de secagem a 100-105 °C, até atingir peso constante. Os 

valores de massa celular (biomassa centrifugada) foram determinados gravimetricamente a 

partir da pesagem dos precipitados, sendo expressos em gramas por litro de MSC. O cálculo da 

concentração de massa seca celular (em g/L) foi realizado por meio da Equação 5. 

 

 

 
𝑔 

𝑀𝑆𝐶 (
𝐿
)= (𝑀𝑅𝐵 –𝑀𝑅𝑉) 𝑥 1000 

𝑉 

 

(5) 

 

Em que: 

 
MSC é igual ao valor da concentração de massa seca celular (g/L); 

MRB é igual a massa do recipiente com biomassa (g/L); 
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MRV é igual a massa do recipiente vazio (g/L); 

 
V é igual ao volume de amostra de cultivo centrifugado (mL). 

 

 

 
4.4.4. Monitoramento do pH do meio de cultivo 

 
O monitoramento do pH, inicial e final, dos meios de cultivo foi realizado com o uso de 

pHmetro eletrônico digital, marca QUIMIS, modelo Q400A. As amostras foram submetidas à 

leitura direta no aparelho, após sua calibração. 

 

4.5. Caracterização bioquímica da invertase e frutosiltransferase 

 
4.5.1. Influência da temperatura e pH do meio reacional na atividade enzimática 

A temperatura do meio reacional foi avaliada para uma faixa compreendida entre 20 e 

70 °C, com intervalos de 5 °C, em pH 5,0. Por sua vez, o pH do meio reacional foi determinado 

em diferentes tampões, Mc Ilvaine (3,0-8,0) e Tris-HCL (1,5-2,5) para uma faixa compreendida 

entre 1,0 e 8,0, com intervalos de 0,5, a 50 ºC A determinação da atividade se realizou conforme 

descrito nos itens 4.4.1 e 4.4.2. 

 

 
4.5.2. Estabilidade térmica e frente ao pH de incubação 

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada pela incubação das amostras em diferentes 

temperaturas (40, 50, 55 e 60 °C), na ausência do substrato, para análise da atividade de 

Invertase e para as temperaturas de 35, 45, 50 e 55 °C para verificação da atividade 

transfrutosilativa. Alíquotas de 2mL foram retiradas em intervalos de tempo pré-definidos (1, 

3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, e 150 minutos) e transferidas para banho de gelo 

e então utilizadas para a determinação da atividade residual. 

A estabilidade frente ao pH foi determinada em diferentes intervalos (1,0 ≤ pH ≤ 8,0, 

com ∆ = 1,0). As amostras foram incubadas a 10 oC por 24 h e a atividade foi determinada 

conforme descrito nos itens 4.4.1 e 4.4.2. 

. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Por possuírem uma alta concentração de açúcares e baixo pH, os frutos são considerados 

um habitat propício para o crescimento microbiano onde são encontrados microrganismos 

epifitícos e endofíticos, onde esse segundo atua até mesmo na defesa das plantas contra ameaças 

externas. A floresta amazônica é palco de uma vasta gama de microrganismos autóctones, os 

quais podem apresentar diversas aplicações biotecnológicas, dentre elas a produção de enzimas, 

despertando o interesse das áreas científica e tecnológica. Essa riqueza de microrganismos 

acarreta maior visibilidade para região amazônica e suas matérias primas, aumentando o valor 

agregado de seus produtos e gerando renda para população local (CUNHA JUNIOR et al., 2020; 

SEBASTIENES et al., 2017). No processo de fermentação espontânea deste trabalho foram 

isoladas 481 linhagens de microrganismos provenientes dos frutos amazônicos (Tabela 11). 

 

 
Tabela 11. Linhagens de microrganismos isoladas dos frutos pupunha e tucumã durante 

fermentação espontânea. 

 

Fruto amazônico Linhagem 

Pupunha 184 
  Tucumã  297  

 

 

 

 
5.1. Triagem de microrganismos produtores de invertase 

 

 

 
5.1.1. Seleção em placa de linhagens produtoras de invertase com cloreto de trifeniltetrazólio 

(TTC) 

Inicialmente, as linhagens isoladas dos frutos amazônicos pupunha e tucumã foram 

submetidos a uma primeira seleção para identificar os potenciais produtores de invertase 

utilizando meio de cultivo sólido e revelação com TTC (Figura 6). 
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Figura 6: Avaliação da presença de açúcar redutor em linhagens isoladas dos frutos pupunha e 

tucumã 

 

 
Legenda: (A): Resultado positivo para presença de açúcar redutor; (B): Resultado negativo para a 

presença de açúcar redutor. 

 

 

Conforme exposto por Isejima et al. (2002), quando uma solução contém açúcar redutor 

e é tratada com TTC (Cloreto de Trifeniltetrazólio) ocorre o desenvolvimento de cor, em função 

de sua reação com os açúcares invertidos. Na presença de açúcares redutores, o TTC se 

reduz a trifenilformazona, que é um composto vermelho insolúvel em água, e a 

quantidade de formazan formado é diretamente proporcional à quantidade de açúcares 

redutores presentes (REDDY et al., 2010). 

Dentre os 481 microrganismos avaliados, 181 microrganismos (37,62 %) 

apresentaram a coloração avermelhada, sendo selecionados como possíveis produtores 

de invertase, como pode ser observado na Tabela 12. 



 

 

 

Tabela 12: Triagem de linhagens microbianas isoladas de frutos pupunha e tucumã com potencial para a produção de invertase. 
 

Amostra IE Amostra IE Amostra IE Amostra IE Amostra IE Amostra IE Amostra IE Amostra IE 

PPLB1 + PPLB45 + PPLB161 - TCLB44 - TCLB129 - TCMK8 - TCMK39 - TCMK84 - 

PPLB2 + PPLB48 + PPLB164 - TCLB45 - TCLB138 - TCMK10 - TCMK40 - TCMK87 - 

PPLB3 + PPLB58A + PPLB165 - TCLB57 - TCLB148 - TCMK11 - TCMK41 - TCMK88 - 

PPLB4 + PPLB58B + PPLB168 - TCLB58 - TCLB150 - TCMK12 - TCMK45 - TCMK89 - 

PPLB5 + PPLB58C + PPLB169 - TCLB59 - TCLB154 - TCMK13 - TCMK46 - TCMK90 - 

PPLB6 + PPLB59 + PPLB177 - TCLB62 - TCLB155 - TCMK15 - TCMK48 - TCMK91 - 

PPLB7 + PPLB76 - PPLB187 - TCLB63 - TCLB156 - TCMK16 - TCMK49 - TCMK192 - 

PPLB8 + PPLB103 - PPLB192 - TCLB65 - TCLB161 - TCMK18 - TCMK50 - TCMK97 - 

PPLB8B + PPLB112A + TCLB1 - TCLB66 - TCLB164 - TCMK20 - TCMK51 - TCMK99 - 

PPLB9 - PPLB112B + TCLB2 - TCLB69 - TCLB165 - TCMK21 - TCMK52 - TCMK101 - 

PPLB12 - PPLB113 - TCLB4 - TCLB72 - TCLB168 - TCMK22 - TCMK53 - TCMK102 - 

PPLB14 - PPLB114 - TCLB5 - TCLB77 - TCLB170 - TCMK23 - TCMK59 - TCMK103 - 

PPLB15 - PPLB115 - TCLB6 - TCLB78 - TCLB171 - TCMK24 - TCMK60 - TCMK104 - 

PPLB16 - PPLB116 - TCLB9 - TCLB79 - TCLB172 - TCMK25 - TCMK65 - TCMK105 - 

PPLB19 - PPLB117 - TCLB14 - TCLB80 - TCLB174 - TCMK27 - TCMK67 - TCMK106 - 

PPLB22 - PPLB118 - TCLB17 - TCLB89 - TCLB175 - TCMK30 - TCMK68 - TCMK108 - 

PPLB23 - PPLB135 - TCLB19 - TCLB90 - TCLB176 - TCMK31 - TCMK69 - TCMK109 - 

PPLB24 - PPLB140 - TCLB20 - TCLB91 - TCMK1 - TCMK32 - TCMK70 - TCMK110 - 

PPLB29 - PPLB143 + TCLB22 - TCLB92 - TCMK2 - TCMK33 - TCMK73 - TCMK111 - 

PPLB30 - PPLB146 - TCLB23 - TCLB99 - TCMK3 - TCMK34 - TCMK74 - TCMK112 - 

PPLB32 - PPLB149 - TCLB25 - TCLB107 - TCMK4 - TCMK36 - TCMK75 - TCMK114 - 

PPLB39 - PPLB150 - TCLB26 - TCLB109 - TCMK5 - TCMK37 - TCMK79 - TCMK126 - 

PPLB41 + PPLB151 - TCLB30 - TCLB128 - TCMK6 - TCMK38 - TCMK81 -   

Condições de cultivo: O meio de cultura utilizado continha 10 g/L Sacarose, 2 g/L Sulfato de Amônio, 1,5 g/L Fosfato Monopotássico, 3,5 g/L Fosfato 

dissódico, 0,2 g/L Sulfato de Magnésio, 20 g/L Ágar, sendo os cultivos incubados em estufa a 30°C por 48 horas, seguindo para revelação com Cloreto de 

Trifeniltetrazólio (TTC) 0,1 % (m v-1) em NaOH 0,5 mol/L. Legenda: IE = índice enzimático 



 

Pode-se observar que todas as linhagens que apresentaram potencial para produção de 

invertase são provenientes do fruto pupunha. As linhagens isoladas do fruto tucumã não 

apresentaram redução do TTC, não possuindo potencial para hidrolisar a sacarose do meio de 

cultura. Esse fato pode ser esclarecido devido o fruto da pupunha conter em sua composição 

um valor mais elevado de carboidratos quando comparado com o tucumã. Redondo et al. 

(2019), após a realização da composição centesimal da polpa da Pupunha, encontrou 41,7% 

(m/m) de carboidratos. Os autores reportam que a percentagem expressiva de carboidratos do 

fruto, mostra que a pupunha, ou subprodutos obtidos a partir do seu processamento, apresentam- 

se como mais uma alternativa para a alimentação humana ou para a fabricação de rações a serem 

utilizadas na criação de animais. Basto et al. (2016) expuseram em seu trabalho um valor de 

38,8% (m/m) de carboidratos quando analisaram o fruto da pupunha e quando os dados são 

comparados aos valores presentes no fruto tucumã, observa-se essa distinção. Yuyama et al. 

(2008) realizaram a análise da composição centesimal da polpa do tucumã, estabelecendo em 

13,99% (m/m) o valor dos carboidratos totais presente no fruto, enquanto Silva et al. (2018) 

determinou o valor de sua análise em 14,48% (m/m). 

É relevante enfatizar que as linhagens que não demonstraram potencial enzimático ainda 

assim podem ser produtoras, porém a metodologia utilizada, os meios de cultivo e as condições 

nas quais foram submetidas podem não ter induzido a produção da enzima. Conforme exposto 

por Uday et al. (2015), não é evidente que nenhum meio de cultivo seja definido para a melhor 

produção das enzimas a partir de diferentes fontes, pois cada microrganismo tem o seu próprio 

requisito nutricional, exigindo diferentes insumos. Com isso, é provável que a não apresentação 

de índice enzimático por algumas linhagens seja por decorrência das condições experimentais 

adotadas para a seleção das linhagens produtoras de invertase. 

 

5.1.2. Seleção de linhagens produtoras de invertase e frutosiltransferase em cultivos submersos 

As linhagens selecionadas com potencial para a produção de invertase foram cultivadas 

em condições submersas para a produção de invertase e frutosiltransferase (Tabela 13). Entre 

as linhagens produtoras de invertase, PP6 e PP112A apresentaram os maiores valores de 

atividade enzimática (1,86 U/mL e 1,05 U/mL, respectivamente). Para a atividade 

transfrutosilativa, as linhagens PP6 e PP8B apresentaram 0,83 U/mL e 0,79 U/mL, 

respectivamente. 
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Tabela 13: Atividades de invertase e transfrutosilativa de linhagens microbianas isoladas de 

frutos de pupunha. 

 

Linhagens Atividade invertase 

(U/mL) 

Atividade de 

transfrutosilação 

(U/mL) 

PP1 0,66 ±0,02 0,35±0,08 

PP3 0,54±0,05 0,26±0,04 

PP4 0,38±0,02 0,58±0,04 

PP5 0,43±0,09 0,55±0,06 

PP6 1,86±0,04 0,83±0,05 

PP7 0,25±0,02 0,15±0,02 

PP8A 0,23±0,05 0,02±0,09 

PP8B 0,36±0,09 0,79±0,09 

PP41 0,35±0,09 0,29±0,08 

PP45 0,48±0,04 0,33±0,05 

PP48 0,51±0,03 0,37±0,04 

PP58A 0,49±0,05 0,44±0,09 

PP58B 0,32±0,08 0,37±0,03 

PP58C 0,30±0,06 0,02±0,05 

PP59 0,51±0,05 0,04±0,03 

PP112A 1,05±0,04 0,36±0,06 

PP112B 0,56±0,04 0,01±0,02 

PP143 0,76±0,06 0,65±0,02 

Condições de cultivo: cultivos realizados em MM inoculados com 2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 

rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. 

 

 

Anteriormente, os materiais vegetais e animais eram preferidos como fonte de enzimas. 

Contudo, as enzimas microbianas apresentam vantagens, como grande variedade de atividades 

catalíticas, manipulação genética mais fácil, fornecimento regular por não apresentar flutuações 

sazonais e, como os microrganismos são de crescimento rápido, o rendimento é maior, além de 

serem mais estáveis e suas produções mais seguras (NADEEM et al., 2015). 

De acordo com Lincoln e More (2017), dentre as cepas microbianas, as leveduras têm 

sido exaustivamente pesquisadas para a produção, caracterização e aplicações de invertase em 

diferentes tipos de indústrias, enquanto a literatura sobre invertases de cepas bacterianas ainda 

é limitada. Manoochehri et al. (2020) esclarecem que a invertase bacteriana é ativa em ampla 

faixa de pH. Como alguns exemplos dessas bactérias capazes da produção de invertase, os 

autores citaram Arthrobacter sp., B. cereus e B. macerans e reportaram que as invertases de 

bactérias têm mostrado atributos promissores e muitas de suas características precisam ser 

exploradas. Canli et al. (2011) afirma que algumas invertases com atividade frutosiltransferase 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1878818119319188#!
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são utilizadas para a produção de frutooligossacarídeos. Entretanto, de acordo com Ganaie et 

al. (2013), poucas invertases capazes de realizar transfrutosilação são provenientes de bactérias, 

surgindo um grande interesse em encontrar bactérias capazes de coproduzir as enzimas 

invertase e frutosiltransferase. 

Diante disso, a linhagem PP6 foi previamente caracterizada como uma bactéria e 

selecionada para as próximas etapas de cultivo. 

 

 

5.2. Caracterização dos microrganismos produtores de invertase e frutosiltransferase 

 

 
 

Na Tabela 14 são apresentadas as características macromorfológicas dos 18 

microrganismos selecionados como produtores de invertase. Em relação a forma dos isolados, 

11 (61,11 %) apresentaram-se no formato circular, 5 (27,78 %) irregular e 1 (5,56 %) 

filamentosa. Se referindo a elevação das colônias, 15 delas (83,33 %) foram vistas como 

elevadas, 2 (11,11 %) protuberantes, e 1 (5,56 %) foi considerada plana. Sobre as margens, 15 

(83,33 %) apresentaram a margem inteira, 3 (16,67 %) ondulada, e 1 (5,56 %) lobada. No que 

diz respeito ao tamanho, 11 (61,11 %) foram definidas como pequenas, 6 (33,33 %) como 

médias e 1 (5,56 %) foi considerada grande. Se tratando da superfície, 15 (83,33 %) foram 

estipuladas lisas e 3 (16,67 %) rugosas. Quanto a aparência 10 (55,56 %) foram classificadas 

como brilhantes e 8 (44,44 %) sem brilho. Já no quesito opacidade, 14 (77,78 %) apresentaram- 

se opacas e 4 (22,22 %) translúcidas. Em relação a pigmentação, 16 (88,89 %) foram 

deliberadas brancas, 1 (5,56 %) exibiu uma coloração rosa e 1 (5,56 %) coloração creme. 



 

 

 

Tabela 14: Caracterização das linhagens microbianas com potencial para produção de invertase e frutosiltransferase. 

 

Linhagem Forma Elevação Margem Tamanho Superfície Aparência Opacidade Pigmentação 

PP1 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Sem brilho Opaca Branca 

PP3 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Sem brilho Opaca Branca 

PP4 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Sem brilho Opaca Branca 

PP5 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Sem brilho Opaca Branca 

PP6 Irregular Protuberante Ondulada Médio Rugosa Sem brilho Opaca Branca 

PP7 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Opaca Branca 

PP8A Irregular Elevada Inteira Pequena Lisa Sem brilho Opaca Creme 

PP8B Irregular Protuberante Ondulada Médio Lisa Brilhante Opaca Branca 

PP41 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Opaca Branca 

PP45 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Translúcida Branca 

PP48 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Translúcida Branca 

PP58A Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Translúcida Branca 

PP58B Irregular Elevada Inteira Médio Rugosa Brilhante Opaca Cor Rosa 

PP58C Filamentosa/Rizóide Plana Lobada Médio Lisa Sem brilho Opaca Branca 

PP59 Puntiforme/Circular Elevada Inteira Pequena Lisa Brilhante Opaca Branca 

PP112A Puntiforme/Circular Elevada Inteira Médio Lisa Brilhante Opaca Branca 

PP112B Circular Elevada Inteira Médio Lisa Brilhante Translúcida Branca 

PP143 Irregular Protuberante/Elevada Ondulada Grande Rugosa Sem brilho Opaca Branca 



 

Na Tabela 15 são apresentados os grupos e morfologia celular das linhagens isoladas. 

Em relação ao grupo, 9 (50 %) dos microrganismos foram classificados como leveduras e 9 (50 

%) como bactérias. Com relação à morfologia celular, 8 linhagens (44,44%) foram classificados 

como ovais, sendo estas leveduras, e 10 linhagens bacterianas (55,56%) apresentaram 

morfologia de bastonetes. 

 

 
Tabela 15: Grupo e morfologia celular das linhagens microbianas isoladas de frutos 

amazônicos. 

 

Linhagem Grupo Morfologia Celular 

PP1 Levedura Oval 

PP3 Levedura Oval 

PP4 Levedura Oval 

PP5 Levedura Oval 

PP6 Bactéria Bastonete 

PP7 Levedura Oval 

PP8A Bactéria Bastonete 

PP8B Bactéria Bastonete 

PP41 Bactéria Bastonete 

PP45 Levedura Oval 

PP48 Levedura Oval 

PP58A Levedura Oval 

PP58B Bactéria Bastonete 

PP58C Bactéria Bastonete 

PP59 Bactéria Bastonete 

PP112A Bactéria Bastonete 

PP112B Bactéria Bastonete 

PP143 Bactéria Bastonete 

 
 

Os resultados obtidos no teste da Coloração de Gram podem ser observados na Tabela 

16, em que 17 (94,44 %) amostras se revelaram Gram positivas e somente 1 (5,56 %) se revelou 

Gram negativo. Em contrapartida, na análise da catalase, os 18 isolados (100 %) foram 

determinados catalase positiva. Em referência a oxidase, 10 (55,56 %) apresentaram oxidase 

positiva e 8 (44,44 %) como oxidase negativa. Embora muitas vezes essa análise de 

caracterização seja considerada de importância secundária e utilizada apenas na identificação 

preliminar, em muitos casos elas são essenciais e, às vezes, representam a única característica 

que permite a distinção e a identificação das espécies (SACCO et al., 2013). 
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Tabela 16: Testes bioquímicos das linhagens microbianas isoladas de frutos amazônicos. 

 
Linhagem Gram Catalase Oxidase 

PP1 + + - 

PP3 + + + 

PP4 + + + 

PP5 + + + 

PP6 + + + 

PP7 + + + 

PP8A + + - 

PP8B + + - 

PP41 + + - 

PP45 + + + 

PP48 + + + 

PP58A + + + 

PP58B + + - 

PP58C + + - 

PP59 - + - 

PP112A + + - 

PP112B + + + 

  PP143  +  +  +  

 
 

Segundo Basto et al. (2016), a pupunha é especialmente rica em carboidratos, porém, 

poucos são os trabalhos na literatura que reportam o seu potencial. Contudo, trabalhos de 

Lincoln e More (2017), Nadeem et al. (2015), Maso (2019) e Novaki (2009) relataram linhagens 

de leveduras e bactérias consideradas produtoras das enzimas invertase e frutosiltransferase 

(Tabela 17). 

 

 
Tabela 17: Cepas produtoras de invertase e frutosiltransferase 

 

  Leveduras  Bactérias  

Saccharomyces 

cerevisiae 

Zymomonas 

mobilis 

Schwanniomyces 
occidentalis 

Arthrobacter sp 

Rhodotorula 
glutinis 

Lactobacillus 
brevis 

Candida utilis Bifidobacterium 
breve 

Leucosporidium 
antarcticum 

Streptomyces sp. 

Hansenula 
  polymorpha  

Bacillus cereus 

Fonte: Lincoln e More (2017), Nadeem et al. (2015), Maso (2019). 
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As bactérias podem produzir invertases intracelulares e extracelulares, sendo muito diversas 

e, como resultado, provavelmente apresentam diferentes fatores de glicosilação e diferentes 

graus de polimerização de subunidades de glicoproteína (MANOOCHEHRI et al., 2020). As 

invertases produzidas por leveduras, consideradas como a principal fonte de invertase 

industrial, são 80 % compostas de enzimas extracelulares e os 20 % restantes são enzimas 

intracelulares (CABRAL, 2012). De acordo com Lincoln e More (2017), as invertases 

extracelulares são glicoproteínas por natureza contendo carboidratos (50 %), manose (5 %) e 

glucosamina (3 %), enquanto as invertases intracelulares provavelmente não possuem 

carboidratos. 

 

 

5.2.1. Análise Molecular 

O DNA de todos os isolados foi extraído nas razões A260/A280 e A260/A230 de 1,8 a 

2,0 e 2,0 a 2,2 respectivamente. A concentração de DNA puro variou de 32,1 ng ul-1 a 598,8 ng 

ul-1. Dentre os 18 isolados, 10 linhagens bacterianas foram submetidas à amplificação do gene 

16S rRNA, enquanto o material genético extraído de 8 linhagens de leveduras foi submetido à 

amplificação da região intergênica ITS1–5.8S rDNA – ITS2. 

Tabela 18: Análise da extração de DNA das linhagens produtoras de invertase. 

 

Isolado Concentração de DNA 

(ng/µL) 

Microrganismo Concentração do produto 

de PCR (ng/µL) 

PP 1 60,3 Levedura 5,7 

PP 3 51,8 Levedura 7,6 

PP 4 47,8 Levedura 6,2 

PP 5 70,8 Levedura 7,9 

PP 6 51,8 Bactéria 17,7 

PP 7 71,7 Levedura 5,6 

PP 8A 39,2 Bactéria 11,4 

PP 8B 40,8 Bactéria 6,8 

PP 41 78,1 Bactéria 10,8 

PP 45 70,5 Levedura 8,3 

PP 48 64,2 Levedura 9,8 

PP 58A 32,1 Levedura 7,2 

PP 58B 226,8 Bactéria 45,7 

PP 58C 248,5 Bactéria 16,9 

PP 59 598,3 Bactéria 24,8 

PP 112A 51,7 Bactéria 46,5 

PP 112B 38,6 Bactéria 40,0 

PP 143 59,5 Bactéria 18,0 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1878818119319188#!
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Após análise das sequências parciais obtidas, as mesmas foram comparadas com o 

banco de dados do NCBI por meio da ferramenta BLASTn. Para melhor visualização, os 

mesmos foram divididos em dois grupos, sendo eles leveduras e bactérias. 

 

 
Tabela 19: Identificação de Leveduras amplificadas pela região intergênica ITS1–5.8S rDNA 

– ITS2. 

 

Isolado Grupo taxonômico / 

Similaridade (%) 

Isolado Grupo taxonômico/ 

Similaridade (%) 

PP1 Meyerozyma carpophila - 

100% 

Meyerozyma 

Caribbica CBS 9966 – 99.7% 

PP7 Meyerozyma 

caribbica – 100% 

Meyerozyma 

carpophila – 100 % 

Meyerozyma 

Smithsonii – 99.5% 

Meyerozyma 

guilliermondii – 99.5% 

PP3 Meyerozyma caribbica - 

98.51% 

Meyerozyma 

Carpophila – 98.5% 

PP45 Meyerozyma 

caribbica – 100% 

Meyerozyma 

carpophila – 100% 

Meyerozyma 

smithsonii – 99.5% 

Meyerozyma 

guilliermondii – 99.5% 

PP 4 Meyerozyma 

carpophila – 99.7% 

Meyerozyma 

caribbica – 99.4% 

PP48 Meyerozyma 

caribbica - 99.5 

Meyerozyma 

carpophila – 99.5% 

Meyerozyma 

smithsonii – 99.02% 

Meyerozyma 

guilliermondii – 99.02% 

PP5 Meyerozyma 

caribbica – 100% 

Meyerozyma 

carpophila – 100% 

PP58A Meyerozyma 

carpophila – 100% 

Meyerozyma 

caribbica – 99.7% 

 
 

No grupo das leveduras, todos os isolados mostraram pertencer ao gênero Meyerozyma, 

sendo predominante em todos os isolados a Meyerozyma carpophila e Meyerozyma caribbica, 

porém, em diferentes porcentagens de compatibilidade. Os isolados, antes conhecidos como PP 

1 e PP 58A mostraram ser 100 % compatível com a cepa Meyerozyma carpophila, enquanto 

para Meyerozyma caribbica, os mesmos demonstraram 99,7 % de similaridade, o que ainda é 
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considerado um alto índice de similaridade. Alguns isolados obtiveram a mesma porcentagem 

para as duas cepas, como o isolado PP 3, que demostrou uma menor compatibilidade (98,5 %), 

enquanto as amostras PP 5 e PP 7 se revelaram 100 % compatíveis para ambas. 

O gênero Meyerozyma compreende leveduras com várias características e fisiologia 

únicas, como o diverso aspecto de substratos e capacidade de síntese de vários produtos 

químicos. Ainda podem utilizar várias fontes de carbono, incluindo fontes hidrofílicas e 

hidrofóbicas, podem ser aplicadas na produção de enzimas industriais, síntese de metabólitos e 

apresentam vantagens no processo biotecnológico, como a alta capacidade de secreção para 

proteínas com baixa modificação de glicosilação (YAN et al., 2021). Kurtzman (2011) relatou 

que cepas do gênero Meyerozyma podem ser isoladas em uma variedade de substratos que 

incluem folhas e frutos, solo, cana-de-açúcar, entre outros. Saeed et al. (2021) utilizaram a cepa 

de Meyerozyna carpophila, isolada da folha de Palmeira de óleo para produção de etanol, 

enquanto Moremi (2020) obteve a produção de etanol a partir de Meyezoryna caribbica. 

Entretanto, Tadioto et al. (2022), Trichez et al. (2019) e Nagarajan et al. (2019) fizeram a 

utilização dessa cepa para produção de xilitol. Araújo (2015) isolou uma linhagem de 

Meyezoryna caribbica a partir de frutos do cerrado (pinha) utilizando-a para a produção de 

invertase, cujo isolado atingiu um valor de 15,83 U/mL. 
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Tabela 20: Identificação de bactérias a partir da amplificação do gene 16S rRNA. 

 
Isolado Grupo taxonômico / 

Similaridade (%) 

Isolado Grupo taxonômico / 

Similaridade (%) 

PP6 Bacillus tequilensis – 100 % 

Bacillus subtilis – 99.7% 

Bacillus halotolerans – 99.7% 

PP58C Bacillus 

licheniformis – 100% 

Bacillus aerius – 99.6% 

Bacillus sonorensis – 99.3% 

Bacillus haynesii – 99.05% 

PP8A Bacillus 

thermozeamaize – 100 % 

Streptomyces 

gancidicus – 100% 

Klenkia brasiliensis – 100% 

PP59 Enterobacter 

hormaechei – 100% 

Enterobacter 

cloacae – 100 % 

Enterobacter 

bugandensis – 99.5% 
Klebsiella grimontii – 99.0% 

PP8B Corynebacterium 

flavescens – 100 % 

Corynebacterium 

glutamicum – 99.5% 

Corynebacterium 

uterequi – 99.5% 

Corynebacterium 

afermentans – 99.5% 

PP112A Bacillus litoralis – 99.0% 
Bacillus alkalitolerans – 99.0% 

PP41 Microbacterium indicum – 

100% 
PP112 B Bacillus 

herbersteinensis – 98.6% 
Bacillus malikii – 98.6% 

PP58B Bacillus 

licheniformis – 99.5% 

Bacillus aerius – 99.1% 

Bacillus sonorensis – 99.1% 

PP143 Bacillus tequilensis – 100% 

Bacillus subtilis – 99.7% 

Bacillus mojavensis – 99.7% 

 

 

 

 

 

 

 

De maneira oposta ao que foi descrito na identificação das leveduras, onde foi observado 

que todas as cepas pertenciam ao mesmo gênero, a identificação bacteriana demostrou variação 

de linhagens. Os isolados PP 6 e PP 143, após amplificação tiveram suas sequências 100 % 

compatíveis com Bacillus tequilensis, seguido por 99,7 % de similaridade com B. subtilis. Este 

último ao ser estudado por Lincoln e More (2018), mostrou-se eficaz para produção de 

invertase, sendo a cepa proveniente do solo de cultivo de cana de açúcar. Kaur e Teotia (2021) 

utilizaram uma cepa de B. subtilis para produção de invertase e utilizando sacarose como fonte 
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de carbono relataram uma atividade de 0,09 U mg-1. Uma vez que a linhagem mais promissora 

deste estudo apresentou e 99-100 % de similaridade de sua sequência parcial com espécies de 

Bacillus, a mesma passou a ser referida como Bacillus sp. PP6. 

A maioria dos isolados submetidos à amplificação do gene 16S rRNA apresentaram 

familiaridade com variados tipos de Bacillus, entre eles Bacillus thermozeamaize (PP8A), 

Bacillus licheniformis (PP58B e 58C), Bacillus litoralis (PP112A), Bacillus herbersteinensis 

(PP112B). Lincoln e More (2017) relatam que espécies de Bacillus são considerados uma fonte 

ideal para produção de invertase, por serem uma espécie considerada segura e aprovada pela 

Food and Drug Administration (FDA). Cepas de Bacillus são relatadas na indústria, com maior 

taxa de crescimento e um processo de fermentação mais breve. 

Em   contrapartida,   o   isolado   PP41   apresentou   100   %   de   identificação   com 

Microbacterium indicum, cujo gênero pertence à família Microbacteriaceae e é composto por 

97 espécies (MENG et al., 2016), enquanto PP59 foi caracterizado como Enterobacter 

hormaechei ou Enterobacter cloacae (100%). Zhao et al. (2015) relataram uma invertase de 

Enterobacter cloacae que é uma beta-frutofuranosidade na faixa de pH neutro, a mesma possui 

apenas atividade de hidrólise, sem atividade de transglicosilação. A presença de uma bactéria 

residente do trato gastrointestinal se distinguiu das demais cepas encontradas. Porém, Dias et 

al. (2015) encontraram esse gênero em frutos do cerrado como Araçá, Murici do cerrado, Jatobá 

e Pimentinha do mato. Entretanto, nas buscas em banco de dados efetuadas pelo grupo de 

pesquisa deste estudo, não foram encontrados relatos na literatura, para a presença gênero nos 

frutos analisados neste trabalho. 

Microrganismos endofíticos são capazes de viver no interior de uma planta sem causar 

danos à mesma, podendo favorecer seu hospedeiro. Ao analisar os microrganismos endofíticos 

presentes na pupunha, Almeida et al. (2005) relataram a presença de variados fungos como, 

Fusarium sp., F. proliferatum, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Alternaria gaisen, 

Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum. Similarmente, o estudo realizado por Jarek et al. (2018) 

também reportou a presença de diversos fungos do gênero Fusarium para este fruto. Estudos 

relatando a presença de bactérias presentes nesses frutos são escassos, entretanto, Costa (2002) 

expõe também a sua presença na pupunha, encontrando cerca de 61 isolados bacterianos na 

realização do estudo. 
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5.3. Cultivos de produção de invertase e frutosiltransferase pela linhagem Bacillus sp. PP6 

 
Nadeem et al. (2015) reportaram que a otimização das variáveis de cultivo pode 

melhorar ainda mais a eficiência da fermentação. A produção de frutosiltransferase e invertase 

por microrganismos pode ser influenciada pelo tipo e concentração das fontes de carbono que 

serão utilizados como substratos, nitrogênio e outros componentes minoritários do meio de 

cultivo, pela temperatura, pH inicial do meio de cultivo e tempo de crescimento microbiano. A 

caracterização desses parâmetros para a síntese enzimática pode ser feita testando-se 

individualmente cada uma das condições (RIUL et al, 2013). Os cultivos para a síntese de 

invertase e frutosiltransferase, testando diferentes variáveis do meio de cultivo, foram 

realizados com a linhagem Bacillus sp. PP6, utilizando o método de “uma-variável-por-vez” 

(“one-factor-at-a-time”). 

 

 

5.3.1. Efeito de fontes de carbono sobre a produção de invertase e frutosiltransferase 

 
Na Tabela 21 são apresentados os resultados para a atividade enzimática de invertase e 

frutosiltransferase da linhagem Bacillus sp. PP6, após submetida aos novos parâmetros de 

cultivo, com diferentes fontes de carbono. As variações da fonte de carbono foram analisadas 

de acordo com o meio proposto para o cultivo submerso, utilizando o sulfato de amônio como 

fonte de nitrogênio. 



67 

 

Tabela 21: Produção de invertase e atividade transfrutosilativa de Bacillus sp. PP6 em 

diferentes fontes de carbono. 

 

Fonte de 

carbono 

(20 %) 

pH final Concentração 

celular 

(g/L) 

Atividade 

Invertase 

(U/mL) 

Atividade 

Transfrutosilativa 

(U/mL) 

Monossacarídeos 

Glicose 5,72 1,33 0,70±0,09 0,75±0,17 

Frutose 5,71 1,10 0,73±0,12 0,05±0,08 

Xilose 5,96 2,21 0,57±0,04 0,13±0,05 

Galactose 6,08 1,33 0,47±0,02 0,14±0,01 

Dissacarídeos     

Sacarose 5,95 1,33 1,92±0,11 0,89±0,04 

Lactose 6,06 0,83 0,74±0,09 0,16±0,01 

Polissacarídeos     

Inulina 5,93 4,00 0,10±0,10 0,08±0,05 

Amido 5,15 1,10 0,10±0,08 0,32±0,03 

Pectina 3,64 1,83 0,22±0,04 0,10±0,05 

Álcool/Poliálcool 

Sorbitol 6,01 1,22 0,12±0,06 0,16±0,07 

Inositol 5,83 0,88 0,07±0,06 0,03±0,05 

Glicerol 6,87 1,97 0,07±0,09 0,09±0,05 

Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM com 20 % das fontes de carbono, inoculados com 

2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto 

pupunha. 

 

 

Como pode ser observado, a sacarose foi definida como a melhor fonte de carbono para 

a produção enzimática (1,92 U/mL), sendo considerada a principal fonte de carbono para a 

indução de invertase por diferentes linhagens de fungos filamentosos, leveduras e bactérias 

(NADEEM et al., 2015). A produção de invertase por uma linhagem do fungo Cladosporium 

cladosporioides atingiu 17,50 U/mL, utilizando 20 g/L de sacarose, enquanto a produção com 

a levedura S. cerevisiae GCA-II foi observada uma atividade de 107,4 U/mL (NADEEM et al., 

2015). A maioria das bactérias são heterotróficas, sendo capazes de utilizar uma vasta variedade 

de compostos orgânicos e sintéticos. Essa versatilidade é de grande importância, permitindo o 

emprego de microrganismos em uma extensa área (DETTMER, 2012). Ryan et al. (2005) com 

o objetivo de produzir invertase utilizando a linhagem bacteriana de Bifidobacterium breve e 1 

% de sacarose atingiu 24 U/mL de produção, enquanto Yoon et al. (2007) também utilizando 1 

% de sacarose, porém com uma linhagem de B. cereus, alcançou 3,0 U/mL. 

 
Nobre et al. (2012) afirmam que numerosas fontes de carbono podem ser citadas para o 

cultivo de microrganismos com a finalidade de produção enzimática, dentre elas fontes puras 
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como a glicose, xilose, maltose, lactose, sacarose, carboximetilcelulose, e subprodutos como o 

bagaço de cana, farelo de aveia, farelo de trigo, entre outras. Lincoln e More (2017) 

apresentaram em seu estudo diversas condições para a otimização da produção de invertases. 

Dentre as fontes de carbono expostas 72,72 % delas se referiam a sacarose. Entretanto, 

Vásquez-Bahena et al. (2006) utilizaram a glicose como fonte de carbono para produção 

melhorada de invertase de Zymomonas mobilis. Warcho et al. (2002) reportaram o uso da 

frutose, como fonte de carbono, para produção favorável de invertase a partir da 

Bifidobacterium infantis. De acordo com Roveda et al. (2005) e Queiroz et al. (1999), as 

enzimas podem ser indutivas, ou seja, produzidas pelos microrganismos na presença de um 

indutor, que pode ser o próprio substrato ou o produto da sua hidrólise, o qual pode ser 

adicionado ao meio de cultivo com o objetivo de estimular a produção, enquanto as 

constitutivas estão normalmente presentes nas células e podem ser produzidas na ausência do 

substrato indutor. 

Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que a linhagem Bacillus sp. PP6 produz uma 

enzima constitutiva, já que foi possível a sua síntese em diferentes fontes de carbono, mesmo 

que em valores mais baixos de atividade. O fato da xilose e inulina falharem em induzir a síntese 

de invertase, sugere que elas não estão envolvidas no mecanismo de indução da síntese de 

invertase para a linhagem Bacillus sp. PP6, entretanto, apresentaram o maior valor encontrado 

de massa celular (2,21 e 4,00 g/L) respectivamente, sugerindo que foram utilizadas como fonte 

de carbono, favorecendo o crescimento microbiano. 

 

 

5.3.2. Efeito de fontes nitrogênio sobre a produção de invertase e frutosiltransferase 

 
Na Tabela 22 são apresentados os resultados para a produção de invertase e 

frutosiltransferase com diferentes fontes de nitrogênio utilizadas para o cultivo da linhagem 

Bacillus sp. PP6. O emprego de sulfato de amônio resultou em uma maior indução da produção 

das enzimas (2,01 U/mL), seguido pelo extrato de levedura, sendo 1,54 U/mL para invertase e 

0,78 U/mL para atividade transfrutosilativa. Segundo Novaki (2009), a escolha da fonte de 

nitrogênio utilizada para o cultivo depende do produto que se deseja obter. Vitti et al. (2002) 

reportaram que o sulfato de amônio contém dois nutrientes importantes para o crescimento e 

indução de metabólitos, sendo eles o nitrogênio (21 unidades na forma amonical) e enxofre (24 

unidades na forma de sulfato), formando um total de 45 unidades de nutrientes, enfatizando 

também que o sulfato de amônio não sofre volatilização de nitrogênio amoniacal (N-NH3,) 
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quando o pH é inferior a 7,0, além de ser uma fonte de nitrogênio inorgânica, demandando 

menores custos de investimento comparada a fontes de carbono orgânicas e mais complexas, 

como o extrato de levedura, triptona e peptona. 

Tabela 22: Produção de invertase e frutosiltranseferase por Bacillus sp. PP6 em diferentes 

fontes de nitrogênio. 

 

Fonte de 

Nitrogênio 

(3 %) 

pH final 

do meio 

de cultivo 

Concentração 

celular 

(g/L) 

Atividade 

Invertase 

(U/mL) 

Atividade 

de 

Transfrutosilação 

(U/mL) 

Peptona 6,20 0,88 0,83±0,11 0,12±0,04 

Triptona 6,31 0,87 0,42±0,18 0,39±0,09 

Extrato de Levedura 6,40 1,32 1,54±0,09 0,68±0,06 

Milhocina 6,92 1,38 0,90±0,22 0,28±0,02 

Cloreto de Amônio 6,03 1,16 0,77±0,04 0,57±0,15 

Sulfato de Amônio 6,13 1,66 2,01±0,04 0,78±0,03 

Fosfato de amônio 7,0 1,33 0,61±0,13 0,36±0,09 

Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM com 3 % das fontes de nitrogênio, inoculados com 

2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto 

pupunha. 

 

 

Conforme reportado por Farinas (2015), a seleção apropriada e concentração da fonte 

de nitrogênio é de suma importância para atingir o máximo crescimento dos microrganismos e 

rendimento enzimático. De acordo com Nascimento et al. (2019), existe uma diferença entre o 

modo de ação das fontes de nitrogênio orgânico e inorgânico. Ambos desempenham um papel 

importante na síntese das enzimas, entretanto as fontes de nitrogênio inorgânico podem ser 

usadas rapidamente, enquanto as fontes orgânicas podem fornecer muitos fatores de 

crescimento celular e aminoácidos necessários para o metabolismo celular e produção de 

enzimas. O sulfato de amônio resultou no maior valor de concentração celular obtida (1,66 g/L), 

levando acreditar que por ele ser uma fonte de nitrogênio inorgânica, foi rapidamente 

consumido, resultando no maior crescimento microbiano. 

Entretanto outras fontes de nitrogênio também podem ser utilizadas no cultivo dessas 

enzimas, para produção de invertase bacteriana de B. Cereus. Yoon et al. (2007) utilizou como 

fonte de nitrogênio 0,6 % (m/v) de extrato de levedura produzindo 3,0 U/mL da enzima. 

Vásquez-Bahena et al. (2006), para produção de uma invertase extracelular de Zymomonas 
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mobilis, utilizou 0,7 % de extrato de levedura e 0,16 % de sulfato de amônio, produzindo 1,63 

U de invertase. 

 

5.3.3 Influência de diferentes adjuvantes 

Segundo Vargas et al. (2006), adjuvantes são substâncias adicionados na formulação do 

meio de cultura visando aumentar a eficiência ou modificar determinadas propriedades da 

solução. Na Tabela 23 são apresentados os resultados para a produção de invertase e 

frutosiltransferase utilizando diferentes adjuvantes para verificar seu potencial no crescimento 

microbiano e a interferência da atividade enzimática. 

 

 
Tabela 23: Influência de adjuvantes sobre a produção de invertase e frutosiltransferase de 

Bacillus sp. PP6. 

 
Adjuvante 

(1 g/L) 

Concentração 

celular 

(g/L) 

Invertase 

(U/mL) 

Atividade de 

transfrutosilação 

(U/mL) 

Sacarose 1,33 1,92±0,18 0,89±0,04 

Sorbitol 1,21 2,02±0,09 0,92±0,12 

Glicerol 0,95 1,51±0,04 0,72±0,05 

Tween 80 1,09 1,64±0,04 0,68±0,02 

Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM com adição de 1 g/L dos adjuvantes, inoculados 

com 2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do 

fruto pupunha. 

 

 

Ao adicionar 1 g/L de sorbitol, observou-se um aumento de 7,92 % na síntese de 

invertase quando comparada a sua atividade inicial (1,86 U/mL). Entretanto, nos meios de 

cultivo com a adição de glicerol e Tween 80 a produção sofreu, respectivamente, uma queda de 

18,82 % e 11,83 %, comparados a sua atividade inicial. O sorbitol foi mais satisfatório também 

para atividade transfrutosilativa, aumentando em 9,78 % sua atividade inicial (0,83 U/mL), e 

assim como na atividade de invertase, a adição de glicerol e Tween 80 resultou em uma 

diminuição de 13,25 % e 18,07 %, respectivamente, da atividade transfrutosilativa inicial. Esse 

resultado pode estar relacionado ao glicerol e Tween 80 serem fluidos viscosos, e devido a isso 

a transferência de nutrientes e oxigênio no meio de cultura podem ter sido afetados, interferindo 

no crescimento celular. Em contrapartida, Taccari et al. (2012) ao analisarem o crescimento de 
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leveduras em glicerol bruto relataram resultados positivos e sugeriram que o glicerol pode ser 

utilizado como fonte de carbono no cultivo de leveduras para produção de células microbianas. 

Como o sorbitol demonstrou o maior valor de atividade encontrado entre as análises, 

foram realizados cultivos adicionando-o ao meio de cultivo em diferentes concentrações, sendo 

seus resultados expostos na Tabela 24. 

 

 
Tabela 24: Diferentes concentrações de sorbitol adicionados ao meio de cultivo. 

 

Concentração 

Sorbitol (g/L) 

Concentração 

celular 

(g/L) 

Invertase 

(U/mL) 

Atividade de 

transfrutosilação 

(U/mL) 

0,5 g/L 1,04 1,25±0,04 0,67±0,09 

1,0 g/L 1,21 1,99±0,02 0,83±0,11 

1,5 g/L 1,19 2,15±0,09 0,79±0,02 

2,0 g/L 1,21 2,15±0,14 0,88±0,05 

Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM com adição de diferentes concentrações dos 

adjuvantes (0,5, 1,0 1,5, 2,0 g/L) inoculados com 2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 rpm, 30 °C, por 

48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. 

 

 

Pode-se perceber a relação entre a quantidade de sorbitol e a atividade enzimática. 

Conforme o aumento da sua concentração, foi observado um aumento proporcional dos valores 

de atividade da enzima invertase. Com a adição de 1,5 g/L de sorbitol ao meio de cultivo, a 

atividade enzimática inicial de 1,86 U/mL, o maior valor de atividade encontrado, aumentou 

para 2,15 U/mL. Por outro lado, os resultados observados na atividade da frutosiltransferase 

com a adição de sorbitol não evidenciaram uma melhora dos valores de atividade comparados 

a experimentos anteriores sem adição deste adjuvante. 

Não há relatos da atuação do sorbitol sobre as enzimas estudadas, entretanto, como 

explicado por Nascimento et al. (2019) as enzimas constitutivas podem ser produzidas na 

ausência do substrato indutor e a fonte de carbono presente no meio de cultivo pode ser utilizada 

como adjuvante para aumentar a produção da enzima, o que pode ser o caso do sorbitol nesse 

trabalho, sugerindo que a enzima da linhagem Bacillus sp. PP6 não necessita do sorbitol para 

ser produzida, entretanto o utiliza como adjuvante para sua produção. Chi et al. (1997) ao 

estudarem o mecanismo de desrepressão de uma invertase de Saccharomyces sp. em resposta 

ao inositol descreveram um maior crescimento celular no meio de cultivo contendo inositol, e 
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ao utilizarem sacarose como fonte de carbono observaram um aumento na atividade de 

invertase. Os autores sugerem que a desrepressão da secreção de invertase mediada pelo inositol 

está relacionado ao mRNA das células da levedura. 

 

 

5.3.4 Influência da concentração de sacarose no meio de cultivo 

Para analisar a síntese de invertase e frutosiltransferase a partir de diferentes 

concentrações de substrato, foram realizados cultivos submersos utilizando concentrações de 

sacarose de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 g/L. Na Figura 7 são apresentados os resultados da síntese 

das enzimas. 

Figura 7: Produção de invertase (A) e frutosiltransferase (B) por Bacillus sp. PP6 em diferentes 

concentrações de sacarose no meio de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM com adição de diferentes concentrações de sacarose 

(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 g/L) inoculados com 2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 

horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. Legenda: (A) atividade de invertase; (B) 

atividade transfrutosilativa. As atividades máximas de invertase e de transfrutosilação foram 2,89 

U/mL e 1,83 U/mL, respectivamente, e definidas como 100 % da atividade relativa. 

 

 
Conforme a concentração de sacarose foi aumentado, a atividade enzimática de 

invertase (A) se elevou proporcionalmente, atingindo o maior valor encontrado entre as 

análises, 2,89 U/mL quando adicionado 40 g/L do substrato. Entretanto, nas concentrações 

acima de 40 g/L de sacarose ocorreram uma queda de 44,64 % da atividade, atingindo 1,60 

U/mL na concentração de 60 g/L de sacarose, sendo que na concentração de sacarose de 70 g/L 

observou-se uma redução de invertase de 46,71 % comparado à produção máxima. Na atividade 

transfrutosilativa (B) em sentido oposto ao da produção de invertase ocorreu um aumento 
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contínuo da atividade até a concentração de 30 g/L de sacarose (1,48 U/mL), havendo uma 

inclinação para um patamar entre as concentrações de sacarose de 40 a 70 g/L (1,67 U/mL a 

1,83 U/mL, respectivamente). Esse aumento de atividade proporcionalmente à quantidade de 

sacarose no meio de cultivo foi relatado também por Maso et al. (2021) que, para verificar a 

influência da sacarose na síntese de invertase e frutosiltransferase a partir de uma linhagem de 

Aspergillus niger, realizaram o cultivo utilizando 2 e 20 % de sacarose, em que se atingiu 

respectivamente 0,83 U/mL e 6,26 U/mL para invertase e 0,97 U/mL e 7,01 U/mL para 

frutosiltransferase. Enquanto Yoon et al. (2007) fizeram o uso de uma concentração ainda mais 

baixa de sacarose (1 %), alcançando uma produção de 13,5 U/mL de invertase de B. cereus. 

Como exposto por Manoochehri et al. (2020) e Lincoln e More (2017), em concentrações mais 

altas ou crescentes de sacarose, a invertase passa a exibir atividade de transferase, o que explica 

a queda da atividade de invertase enquanto a atividade transfrutosilativa se manteve em 

ascensão. Autores como Hidaka et al. (1988) e Jung et al. (1989) reportaram que para ocorrência 

de atividade de frutosiltransferase se faz necessário ter concentrações de sacarose acima de 50% 

(m/v) no meio reacional. 

 

 

5.3.5 Influência dos valores de pH inicial do meio de cultivo na síntese de enzimas 

A Figura 8 retrata como os valores de pH inicial do meio de cultivo afeta a síntese de 

invertase e frutosiltransferase de Bacillus sp. PP6. 

Figura 8: Influência do pH do meio de cultivo sobre a produção de invertase (A) e 

frutosiltransferase (B) por Bacillus sp. PP6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM, inoculados com 2 mL de pré-inóculo, agitação a 150 

rpm, 30 °C, por 48 horas. O pH do meio variou entre 3-8. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto 

pupunha. Legenda: (A) atividade de invertase; (B) atividade transfrutosilativa. As atividades máximas 
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de invertase e de transfrutosilação foram 2,05 U/mL e 0,83 U/mL, respectivamente, e definidas 

como 100 % da atividade relativa. 

 

 
Segundo Lincoln e More (2017) a atividade enzimática é influenciada diretamente 

pelo pH inicial do meio de cultivo, além de outros fatores, como tempo de incubação e 

temperatura. A produção de invertase e frutosiltransferase apresentaram comportamento 

semelhante até o pH 6,0, demonstrando aumento de produção conforme aumento da 

alcalinidade do meio. Contudo a partir do pH 6,0 os perfis de atividade para as enzimas não são 

similares, o que sugere a presença de duas enzimas distintas, entretanto não é possível afirmar 

sem realização da purificação enzimática. A invertase sofreu uma queda de 9,29 % e 64,39 % 

em pH 7,0 e 8,0, respectivamente, quando comparado ao pH 6,0, que foi considerado o melhor 

valor de pH nas condições experimentais avaliadas, produzindo 2,05 U/mL de invertase. De 

acordo com Lincoln e More (2017) as invertases são eficientes em diferentes faixas de pH. Para 

processos enzimáticos, em larga escala, é excelente essa condição para aplicação industrial e 

armazenamento do biocatalisador (Xu et al., 2015). Alves et al. (2013) ao estudarem uma 

invertase de Aspergillus nidulans observaram seu pH ótimo variando entre 4,8-5,6, produzindo 

66,7 U mg-1 da enzima. Zhou et al. (2016) expuseram uma invertase alcalina de Bacillus sp. onde 

seu pH variou entre 7,0-9,5, estabelecendo 8,0 como seu pH ótimo, onde produziu em torno de 

62,9 U mg-1. 

Para a frutosiltransferase, a atividade transfrutosilativa se manteve estável em ampla 

faixa de pH (5,0-8,0), decaindo somente 9,64 % de sua atividade quando atingiu o pH mais 

alcalino (8,0) produzindo 0,75 U/mL. Xu et al. (2019) atingiu 77,77 U/mL de atividade 

transfrutosilativa para uma frutosiltransferase de Penicillium oxalicum. A síntese ocorreu em 

pH 5,5 considerado o pH ótimo da enzima estudada. Resultados semelhantes foi reportado por 

Park et al. (2001) quando avaliou a atividade de uma frutosiltransferase bacteriana de B. 

macerans, em que se obteve melhor atividade (9,3 U mg-1) em pH 5,0 na temperatura de 50 °C. 

 

 

5.3.6 Produção de invertase e frutosiltransferase em diferentes tempos de cultivo 

 

 

Na Figura 9 são apresentados os resultados da cinética de crescimento, síntese de 

invertase e atividade transfrutosilativa para a linhagem Bacillus sp. PP6. Observa-se que houve 
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uma correlação entre o crescimento microbiano e a síntese das enzimas. A densidade óptica 

sugere que o microrganismo atingiu sua fase de crescimento exponencial entre 4 e 36 horas. 

Após esse período, o crescimento microbiano entrou na fase estacionária até 72 horas de cultivo. 

Essa duração da fase estacionária se assemelha ao observado por Cortés-Camargo et al. (2021) 

que analisaram o crescimento de uma linhagem de B. tequilenses por 8 dias a 40 °C, em agitação 

de 120 rpm, cujo crescimento bacteriano permaneceu constante do dia 1 ao dia 8 (fase 

estacionária). Abid et al. (2019) também acompanharam a cinética do crescimento celular de 

B. tequilensis, entretanto a análise durou 60 horas e o cultivo foi realizado a 37 °C. Os autores 

relataram seu crescimento exponencial até 29 horas de cultivo, havendo declínio após 46 horas. 

Anvari et al. (2015), ao analisar o crescimento da mesma linhagem a 31 °C e 180 rpm por 5 

dias, retratou que a fase estacionária continuou por cerca de 40 horas, atingindo a fase de morte 

após cerca de 60 horas. 

As atividades das enzimas demonstraram ser associados ao crescimento microbiano, 

havendo um aumento das produções até 36-40 horas, 1,96 U/mL e 0,51 U/mL para invertase e 

frutosiltransferase, respectivamente, permanecendo constantes após esse período de cultivo. 

Após 72 h de cultivo, a produção das enzimas atingiu a maior atividade encontrada de 2,15 

U/mL e 0,73 U/mL para invertase e frutosiltransferase, respectivamente. As enzimas são 

metabólitos primários, sendo a sua síntese associada à fase exponencial de crescimento 

microbiano, especialmente a invertase, cuja hidrólise da sacarose resulta nos monossacarídeos 

glicose e frutose, assimilados por vias glicolíticas na geração de energia necessária à 

manutenção e reprodução microbianos (VEANA et al., 2011). 
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Figura 9: Cinética de produção de invertase, atividade transfrutosilativa e crescimento 

microbiano da linhagem Bacillus sp. PP6. 

 

 
Condições de cultivo: cultivos realizados em frascos de Erlenmeyer (500 mL) contendo 250 mL do meio 

de cultivo líquido MM, 20 % sacarose, 0,2 g/L sulfato de amônio, pH 6,0 a 30 °C e 150 rpm por 72 h. 

Os cultivos foram inoculados com 10 % de pré-inóculo. A absorbância da densidade ótica a 610 nm e 

atividade enzimática 540 nm. 

 

 
 

5.4. Propriedades Bioquímicas da invertase e frutosiltransferase de Bacillus sp. PP6 

 

 
 

5.4.1. Influência da temperatura do meio reacional na atividade enzimática 

 

 

Na Figura 10 são apresentados os resultados para o efeito da temperatura sobre a 

atividade de invertase e frustosiltransferase de Bacillus sp. PP6. Para avaliação da influência da 

temperatura na atividade de invertase, a temperatura estudada variou de 20 a 65 °C, enquanto 

para análise da atividade transfrutosilativa a variação estudada foi de 20 a 70 °C. 
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Figura 10: Influência da temperatura do meio reacional nas atividades de invertase e 

frutosiltransferase de Bacillus sp. PP6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM, inoculados com 2 mL de pré-inóculo, 

agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. Legenda: 

(A) atividade de invertase; (B) atividade transfrutosilativa. As atividades máximas de invertase e de 

transfrutosilação foram 1,92 U/mL e 0,73 U/mL, respectivamente, e definidas como 100 % da 

atividade relativa. 

 

 

 

A maior atividade de invertase (Figura 10A) encontrada foi de 1,92 U/mL (100,00 %) 

nas temperaturas entre 50-55 °C. Observou-se um aumento gradativo com o aumento da 

temperatura de 25 °C até 50 °C, entretanto na temperatura de 60 °C e 70 °C a atividade 

enzimática caiu 51,56 % (0,93 U/mL), reforçando o que foi descrito por Kulshrestha et al. 

(2013) em sua revisão sobre invertase, onde afirmam que a enzima atinge um máximo a 55 °C. 

Contudo, Kaur e Teotia (2015) analisaram uma invertase proveniente de B. subtilis, onde a 

mesma também se mostrou bastante estável em temperaturas mais baixas variando de 35 a 50 

°C, entretanto 37 °C foi estabelecida como a temperatura que expressou maior valor de 

atividade. Assim como Win et al. (2004) determinaram a temperatura ótima de uma invertase 

de Arthrobacter globiformis em 37 °C. O melhor valor de temperatura de frutosiltransferase 

encontrada entre as análises (Figura 10B) foi observada a 50 °C (0,73U/mL, 100,00 %), 

mantendo 95,89 % a 45 °C e 93,15% a 55 °C. Nas temperaturas de 20 °C a 30 °C observou-se 

baixa atividade transfrutosilativa (~15,00 %), sugerindo que para as reações de transfrutosilação 

são necessárias temperaturas mais elevadas que favoreçam a ativação da enzima e do seu 

substrato para ocorrer a reação. Em temperaturas acima de 55 °C foram observadas reduções 

na atividade enzimática, atingindo 46,60 % da atividade a 70 °C. Campestrini et al. (2005) 

explicam que com o aumento da temperatura, ocorre também um aumento da velocidade da 
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reação em virtude da energia cinética aumentada das moléculas com o substrato. Em 

temperaturas ótimas, a velocidade de desnaturação das enzimas pelo calor é equilibrada pelo 

aumento na reatividade enzima-substrato e a velocidade de reação é máxima, entretanto, 

temperaturas excessivas têm efeitos letais nas estruturas das enzimas. De acordo com Nelson e 

Cox (2005), o aumento da temperatura acarreta maior agitação das moléculas, aumentando a 

possibilidade de colisão entre elas para reação. Contudo, se a temperatura continua em ascensão 

essa agitação se torna mais intensa e as ligações que estabilizam a estrutura da enzima se 

rompem, gerando sua desnaturação. 

 

 

5.4.2 Influência do pH do meio reacional na atividade enzimática 

 

 

Na Figura 11 são apresentados os resultados para a atividade enzimática de invertase e 

frutosiltransferase para diferentes valores de pH do meio reacional. 

A invertase de Bacillus sp. PP6 apresentou maior atividade enzimática em pH 4,5 (1,96 

U/mL, 100,00%), mantendo 97,95 % da atividade em pH 5,5. Uma característica importante 

observada para a invertase foi a manutenção da atividade enzimática em 45,92 % em pH 2,5 e 

de 45,92 % em pH 8,0. Para a frutosiltransferase, o maior valore de atividade (0,78 U/mL, 

100,00%), foi observado em pH 3,5, permanecendo em ~0,75 U/mL (96,15%). No pH 1,0, a 

enzima frutosiltransferase apresentou a atividade transfrutosilativa de 0,43 U/mL (56,58 %), se 

elevando para 0,63 U/mL em pH 2,0 (82,90 %). Nos pH alcalinos a enzima perdeu sua atividade 

enzimática, mantendo 27,33 % da atividade em pH 8,0. Um dos fatores importantes para 

estrutura proteica e atividade das enzimas é o pH pelo fato de interferir rigorosamente no estado 

de ionização das cadeias laterais dos aminoácidos. De acordo com Campestrini et al. (2005), 

extremos de pH podem levar a desnaturação enzimática, e essa mudança no pH afeta 

diretamente a ionização dos resíduos de aminoácidos do sítio ativo, os quais afetam a ligação 

do substrato e sua transformação em produto, portanto, as enzimas possuem um pH ótimo ou 

uma faixa de pH ideal para que possam desenvolver sua atividade catalítica, sendo que em 

valores de pH superior ou inferior podem suprimir ou desnaturar as enzimas. 

Durante o processo industrial a produção de determinado produto passa por variadas 

faixas de pH, tornando necessário a estabilidade da enzima utilizada naquele processo, como 

por exemplo a produção da cerveja onde processo de brassagem o pH ideal está entre 5,2 e 5,6, 
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enquanto na lavagem o pH desejável é de 4,0 a 6,0 (ROSA et al., 2015). Do ponto de vista 

industrial, a ampla faixa operacional em pH da invertase e frutosiltransferase produzidas por 

Bacillus sp. PP6 permite maior estabilidade em processos de transformação de sacarose em 

açúcar invertido e frutooligossacarídeos. Raveendran et al. (2018) relataram que nos processos 

industriais, a medida do pH monitora reações químicas e pode determinar a qualidade do 

produto, e na indústria alimentícia a variação do pH pode alterar o sabor, e até mesmo a validade 

do produto, além de regular o crescimento de microrganismos indesejados. 

 

 
Figura 11: Influência do pH do meio reacional nas atividades de invertase e frutosiltransferase 

de Bacillus sp. PP6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM, inoculados com 2 mL de pré-inóculo, 

agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. Legenda: 

(A) atividade de invertase; (B) atividade transfrutosilativa. As atividades máximas de invertase e de 

transfrutosilação foram 1,96 U/mL e 0,78 U/mL, respectivamente, e definidas como 100 % da 

atividade relativa. 

 
 

Oyedeji et al. (2017), ao analisarem uma invertase de A. niger, obtiveram seu pH 

ótimo em 4,5. Tal resultado se assemelha àqueles reportados por Almeida et al. (2018), ao 

estudar duas invertases intracelulares de A. terreus, sendo verificada uma atividade ideal em 

pH 3,0, e em pH 4,6, nas invertases 1 e 2, respectivamente, sendo a segunda em condições 

semelhantes aos resultados aqui demonstrados, onde a invertase de Bacillus sp. PP6 apresentou 

maior atividade em uma faixa pH compreendida entre 4,5 e 5,5. Lincoln e More (2017), ao 

realizar um estudo sobre invertases bacterianas, reportaram que estas são mais ativas em faixas 

de pH neutro. Yamamoto et al. (1986), que ao analisar uma invertase proveniente de 

Brevibacterium divaricatum, relataram o pH ótimo da mesma 6,8 e uma instabilidade em pH 
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ácido. Cunha et al. (2019) realizaram a produção e caracterização da enzima frutosiltransferase 

por A. oryzae, observando a melhor performance da enzima em uma zona de pH entre 6,0 e 7,0, 

resultado distinto ao encontrado neste estudo onde a atividade de transfrutosilação foi maior 

relatada em pH ácido. 

Assim como encontrado neste trabalho, Park et al. (2001) analisaram a atividade de 

transfrutosilação de B. macerans, onde sua melhor atividade (9,3 U mg_1) foi na temperatura 

de 50 °C, em pH 5,0. Posteriosmente, Yoon et al. (2007) descreveram uma invertase neutra 

de B. cereus, onde a enzima foi ótima em pH 7,0 e estável de pH 6,0-8,0 mantendo 60 % de 

atividade em pH 8,0, enquanto em condições ácidas (pH 5,0) apenas 20 % de atividade 

permaneceu. Cada tipo de microrganismo apresenta suas peculiaridades e de acordo com essas 

particularidades a invertase e frutosiltransferase diferem quanto ao seu pH ótimo de atividade, 

podendo ser assim alcalinas, neutras e ácidas (SHAHEEN et al., 2008). Invertases neutras são 

geralmente relatadas em plantas, alguns fungos e poucas leveduras, pois as cepas são 

predominantemente ativas em pH ácidos (Lincoln e More, 2018). 

 

 

5.4.3. Estabilidade térmica da invertase e frutosiltransferase 

Na Figura 12 são apresentados os resultados para a estabilidade térmica de invertase e 

frutosiltransferase de Bacillus sp. PP6 em temperaturas que variaram de 40 °C a 60 °C para 

invertase e de 35 °C a 55 °C para frutosiltransferase. A invertase reteve 89,20 % da sua atividade 

em temperatura de 40 °C, apresentando tempo de meia-vida (t1/2) após 120 min (54,10 %) 

(Figura 12A). Na temperatura de 50 ºC a invertase reteve 80,10 % da sua atividade após 20 

minutos, sendo que o tempo de meia-vida foi observada aos 50 min (43,88 %). Nas temperaturas 

de 55 e 60 ºC a invertase reteve 77,04 % e 56,12 % da sua atividade após 10 e 5 min, 

respectivamente. O tempo de meia-vida da enzima, a 50 ºC, foi observada a 40 min e para 60 

ºC após 10 min. Após 100 min a invertase foi totalmente desnaturada a 60 ºC. 
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Figura 12: Estabilidade térmica da invertase (A) e frutosiltransferase (B) de Bacillus sp. PP6 
 

 

 

 

 

 

 

 
Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM, inoculados com 2 mL de pré-inóculo, 

agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. Legenda: 

(A) atividade de invertase; (B) atividade transfrutosilativa. Legenda: (A) atividade de invertase; (B) 

atividade transfrutosilativa. 

 
Resultados distintos foram apresentados por Das et al. (2016) para uma invertase 

termoestável proveniente de Cryptococcus laurentii, a qual foi submetida a temperaturas de 4- 

80 ºC e conseguiu reter 100 % da atividade mesmo após incubação a 60 ºC por 1 hora, retendo 

ainda 70 % e 50 % de atividade a 70 ºC e 80 ºC respectivamente. Giraldo et al. (2014) relataram 

uma invertase de A. terreus onde constatou a estabilidade da atividade total a 55 ºC por até 1 
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hora. Dispasquale et al. (2009) quando realizaram a caracterização da invertase de Thermotoga 

neapolitana relataram que em temperaturas de 80-85 ºC a enzima reteve pelo menos 50 % da 

sua atividade após 6 horas de incubação. Yamamoto et al. (1986) descreveu que uma invertase 

de B. divaricatum manteve 95 % de sua atividade após 15 a 30 ºC, entretanto aos 50 ºC manteve 

somente 15 % da atividade. 

Para a termoestabilidade da frutosiltransferase foram observados resultados distintos da 

invertase, sendo submetida a temperatura de incubação entre 35 ºC e 55 ºC (Figura 12B). A 

enzima manteve um perfil semelhante para as temperaturas de 35 ºC e 45 ºC, retendo 83,12 % 

da sua atividade após 40 min. A meia-vida da enzima foi observada após 100 min. Contudo, 

quando a temperatura foi elevada para 50 ºC, aos 40 min a enzima reteve 43,24 % da sua 

atividade. Em 55 ºC a atividade enzimática apresentou perda de 54,29 % da sua atividade após 

20 min de incubação, sendo que aos 40 min houve redução da atividade em 69,74 % e de 90,79 

% aos 120 min. Esse declínio na estabilidade térmica também foi descrito por Li et al. (2018) 

ao analisar uma frutosiltransferase de Aspergillus sp. submetida à 30-60 ºC por 60 min. Os 

autores observaram que conforme o aumento da temperatura menor a estabilidade, sendo que a 

meia-vida da enzima foi encontrada após 60 minutos a 45 ºC, e inativada a 60 ºC. Uma maior 

estabilidade foi relatada por Maso et al. (2020) ao utilizar invertase derivada de A. niger, em 

que após incubação entre 30-100 ºC por 60 minutos apresentou diminuição de cerca de 50 % 

da atividade enzimática em relação à atividade inicial. Adedeji et al. (2019) ao estudarem a 

termoestabilidade da frutosiltransferase uma linhagem de Aerobasidium pullulans melhorada 

descreveram que a mesma permaneceu estável por 6 horas retendo mais de 130 % da atividade 

residual, porém perdeu mais de 60 % da atividade após 8 h de incubação. Silva et al. (2021) 

analisaram a termoestabilidade de uma frutosiltransferase solúvel de A. oryzae IPT-301 na faixa 

de 30 ºC e 60 ºC durante 8 horas, sua atividade inicial foi de 13,15 ± 1,47 U/mL (100%) e a 

maior retenção de atividade ocorreu em 30 ºC onde após 8 horas a enzima reteve 80% de sua 

atividade e nas temperaturas de 40 ºC, 50 ºC e 60 ºC a enzima reteve 40%, 38%, 27% de 

atividade residual respectivamente. Os autores ainda esclareceram que as frutosiltransferases 

são enzimas industrialmente importantes e a estabilidade térmica é uma das propriedades 

bioquímicas mais desejadas pelo fato da maioria das biocatálises industriais ocorrer em 

temperaturas muito altas. 
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5.4.4 Estabilidade frente ao pH de incubação 

 

 
Na Figura 13 são apresentados os resultados para a estabilidade em pH de invertase e 

frutosiltransferase por Bacillus sp. PP6. As enzimas foram avaliadas de acordo com suas 

atividades de hidrólise e transfrutosilação, para uma faixa de pH compreendida entre 1,0 e 8,0 

após incubação por 24 horas a 10 ºC. 

 

 
Figura 13: Estabilidade frente ao pH de incubação de invertase e frutosiltransferase produzida 

por Bacillus sp. PP6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Condições de cultivo: Cultivos realizados em MM, inoculados com 2 mL de pré-inóculo, 

agitação a 150 rpm, 30 °C, por 48 horas. Legenda: PP linhagens isoladas do fruto pupunha. Legenda: 

(A) atividade de invertase; (B) atividade transfrutosilativa. 

 

 
A estabilidade em diferentes pHs se mostrou distinta para invertase e 

frutosiltransferase. Em pH 1,0, a invertase reduziu em 60,40 % da sua atividade inicial. 

Entretanto, conforme o aumento da alcalinidade, observou-se aumento da estabilidade da 

enzima, sendo que em pH 3 a enzima reteve 43,92 % da sua atividade, enquanto em pH 5,5 a 

enzima manteve 79,90 %. Em pH 6,5 a invertase reteve 84,15 % da sua atividade, demonstrando 

que esse foi o melhor pH para estabilidade da enzima. Entretanto, entre os pH 7,0 e 8,0 houve 

redução da atividade enzimática atingindo 42,46 % em pH 8,0. 

Em contrapartida, a frutosiltransferase apresentou maior estabilidade em pH ácidos, 

sendo que em pH 1,0 a enzima reteve 79,00 % da atividade enzimática. As maiores estabilidades 
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da frutosiltransferase foram observadas entre os pH 2,5, 3,0 e 3,5 (99,67 %, 94.81 % e 93.51 

%, respectivamente). Contudo, assim como a invertase, conforme o aumento da alcalinidade, 

houve uma queda na estabilidade, onde em pH 8,0 a enzima manteve 44,64% da sua atividade 

inicial. Ambas as enzimas produzidas por Bacillus sp. PP6 apresentaram maior estabilidade em 

valores de pH ácidos, confirmando o perfil para meios reacionais e aplicações de natureza ácida. 

Yoon et al. (2007) relataram uma invertase de B. cereus onde a enzima foi estável de pH 6,0- 

8,0 mantendo 60% de atividade em pH 8,0, enquanto em condições ácidas (pH 5,0) apenas 20% 

de atividade permaneceu. Hernalsteens et al. (2008), ao analisar uma frutosiltransferase 

produzida por Cryptococcus sp. relataram que sua maior estabilidade ocorreu em pH 4,5. Van 

Hijum (2003) relata uma frutosiltransferase oriunda de Lactobacillus reuteri a qual se manteve 

estável entre pH 3,7 – 6,5. Quando Silva et al. (2021) para analisarem a estabilidade frente ao 

pH de uma frutosiltransferase solúvel de A. oryzae IPT-301, armazenaram a enzima por 24 

horas a 4 ºC em seis diferentes soluções tampão tris-acetato, com valores de pH variando de 3,5 

a 8,5, os autores relataram maior estabilidade da enzima em pH 4,5, onde atingiu 8,87 ± 1,45 

U/mL de atividade, em pH 6,5 a enzima manteve 65% da sua atividade, já sob condições 

extremas de pH a atividade relativa foi inferior a 25% da atividade inicial. Cunha et al. (2019) 

utilizando o mesmo microrganismo descreveram a maior atividade de transfrutosilação da 

enzima extracelular em pH 6,0 (14,96 ± 1,62 U/mL), enquanto a maior estabilidade da 

frutosiltransferase micelial ocorreu entre pH 5,0-8,0 (189,23 ± 37,82 U/g ). 



85 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÃO 

 A região amazônica oferece uma ampla diversidade microbiana para contribuir com 

estudos enzimáticos, e a partir dos frutos pupunha e tucumã foi possível analisar o 

potencial dos microrganismos isolados para produção da enzima invertase e 

frutosiltransferase. 

 A linhagem Bacillus sp. PP6 derivada da pupunha se apresentou como a mais 

promissora para produção de invertase e frutosiltransferase. 

 Sacarose foi considerada a fonte de carbono mais favorável para ambas as enzimas, 

enquanto sulfato de amônio foi determinado como a melhor fonte de nitrogênio. 

 A partir do aumento da concentração de sacarose no meio de cultivo houve proporcional 

aumento da atividade enzimática das enzimas. Entretanto, com o aumento extremo 

dessa fonte de carbono foi observado um decaimento na atividade da enzima invertase, 

enquanto a atividade transfrutosilativa continuou em ascenção. 

 Em relação ao cultivo das amostras a enzima invertase teve melhor desempenho nos 

cultivos realizados em pH 5,0 e 6,0 enquanto a frutosiltransferase manteve seus valores 

de atividade estáveis entre pH 5,0-8,0. 

 A enzima invertase teve maior produção entre pH 4,5-5,0 a 50-55 ºC enquanto a 

frutosiltransferase estabeleceu seu pH ótimo dentro da faixa de 2,5-4,5 a 50 ºC. 

 Quando avaliada a estabilidade térmica das enzimas frente as diferentes temperaturas, a 

invertase manteve com mais eficiência sua estabilidade a 40 ºC, onde durante 40 

minutos teve queda de somente 10,20% da sua atividade inicial, entretanto com o 

aumento da temperatura esse declínio acorreu mais rapidamente onde a 60 ºC essa 

estabilidade só se manteve por 5 minutos. A frutosiltransferase quando submetida da 

35-45 ºC manteve 50% da sua atividade inicial por 100 minutos, contudo essa atividade 

decaiu 90,79% após 2 horas em 55 ºC. 

 A frutosiltransferase permaneceu com maior estabilidade de pH ácido (2,5-3,5), 

enquanto a invertase demonstrou ser mais estável em pH neutro (5,0-7,0). 
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 As atividades de invertase e frutosiltransferase demonstraram ser proporcionais ao 

crescimento microbiano, onde revelaram uma maior atividade após 36 h de cultivo. 
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