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RESUMO

Invertases (E.C. 3.2.1.26) sdo enzimas que possuem a capacidade de produzir agUcar invertido
clivando a ligacdo a-1,4-glicosidica entre D -glucose e D -frutose. Podem ser encontradas em
diversos seres vivos, como plantas, animais e microrganismos, sendo que a producdo microbiana
é a mais rapida e vantajosa. Bactérias apresentam grande potencial tecnoldgico para a produgéo
de invertases mediante o cultivo em estado liquido (Smf), técnica em que sdo obtidas 90% das
enzimas microbianas para uso industrial. A Amaz6nia é o maior bioma do planeta e seus frutos
apresentam uma extensa variedade de microrganismos autdctones com potencial biotecnoldgico,
como o fruto da pupunha. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi produzir invertase
bacteriana a partir de uma cepa de Bacillus tequilensis PP6 isolada do fruto da pupunha e obter a
melhor composicdo de meio de cultura para essa producdo, sendo testados seis meios distintos,
cujo meio composto por (NH4)SO4; 0,5, KH2PO4; 0,1 MgSO4; 0,1 CaCly; 0,01 e NaCl; 10
proporcionou a maior atividade enzimatica (3,60 U/mL). Também, buscou-se analisar a melhor
fonte de carbono, variando os cultivos com sacarose P.A, aglcar mascavo e aglcar demerara nas
concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5,2,0, 2,5 e 3,0 % (m/v). O aclcar demerara, na concentracdo de 3%
(m/v) apresentou o maior valor de atividade enziméatica (5,53 U/mL). A caracterizagdo
bioquimica da enzima mostrou que os melhores valores de pH e temperatura do meio reacional
foram iguais a 5,0 e 50 °C, respectivamente. Com relacdo a estabilidade frente ao pH, a enzima
foi estavel em todos os pHs testados durante 24 horas de incubacédo e estavel termicamente em
30,40, 45 e 50°C.

Analisando a influéncia dos ions sob a atividade enzimatica, verificou-se que a presenca do ferro
aumentou em 157,55% a atividade da enzima, ao passo que a presenca do sodio aumentou a
atividade da enzima em 22,85% em relacdo a sua atividade inicial. Também foi possivel avaliar a
atividade de transfrutosilagdo da enzima, sendo as concentragGes de sacarose de 20 e 30% (m/v)
as melhores para producéo de frutose transfrutosilada, com os valores de 14,72 g/L e 14,60 g/L,

respectivamente, durante 90 minutos de reacao.

Palavras-chave: invertase, aclcar mascavo, agucar invertido, fruto-oligossacarideos.



ABSTRACT

Invertases (E.C. 3.2.1.26) are enzymes that have the ability to produce inverted sugar by cleaving
the a-1, 4-glycosidic bond between D-glucose and D-fructose. They can be found in various
living beings, such as plants, animals and microorganisms, with microbial production being the
fastest and most advantageous. Bacteria have great technological potential for the production of
invertases through liquid state cultivation (Smf), a technique in which 90% of microbial enzymes
for industrial use are obtained. The Amazon is the largest biome on the planet and its fruits
contain an extensive variety of autochthonous microorganisms with biotechnological potential,
such as peach palm fruit. Therefore, the objective of this work was to produce bacterial invertase
from a strain of Bacillus tequilensis PP6 isolated from peach palm fruit and obtain the best
composition of culture medium for this production, testing six different media, the medium
consisting of (NH4)2SOs; 0.5, KH2PO4; 0.1 MgSOs; 0.1 CaCl2; 0.01 and NaCl; 10 provided the
highest enzymatic activity (3.60 U/mL). Also, we sought to analyze the best carbon source,
varying crops with P.A sucrose, brown sugar and demerara sugar at concentrations of 0.5, 1.0,
1.5, 2.0, 2.5 and 3.0 % (m/v). Demerara sugar, at a concentration of 3% (m/v) showed the highest
value of enzymatic activity (5.53 U/mL). The biochemical characterization of the enzyme
showed that the best pH and temperature values of the reaction medium were equal to 5.0 and 50
°C, respectively. Regarding stability in relation to pH, the enzyme was stable at all pHs,
analyzing the influence of ions on the enzymatic activity, it was found that the presence of iron
increased the activity of the enzyme by 157.55%, while the presence of sodium increased the
activity of the enzyme by 22.85% in relation to its initial activity. It was also possible to evaluate
the transfructosylation activity of the enzyme, with sucrose concentrations of 20 and 30% (m/v)
being the best for the production of transfructosylated fructose, with values of 14.72 g/L and
14.60 g/ L, respectively, for 90 minutes in fact.

Key words: invertase; brown sugar; invert sugar and fructooligosaccharides.
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1. INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de biocatalisadores na industria é vista de forma clara, quando se
analisa o mercado global de enzimas, avaliado em US$ 11,47 bilhdes em 2021 e com estimativas
de aumento anual de 6,5% até 2030 (MAGHRABY et al., 2023). Dentre as enzimas mais
utilizadas na inddstria encontra-se a invertase (1, 2- B -D-frutofuranosidase, EC 3.2.1.26),
biocatalisadores,segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
pertence a classe das GH32 glicosil hidrolases, capazes de catalisar reagdes de hidrélise em
moléculas de sacarose (HAKKOYMAZ; MAZI, 2020). O processo de hidrolise ocorre por meio
da quebra da ligacdo glicosidica al«<>2p da sacarose, resultando na formag¢do de uma mistura
equimolar conhecida como acgucar invertido (OLIVEIRA et al., 2020). As invertases
desempenham papéis relevantes em diversas industrias, incluindo téxtil, cosmética, medica,
farmacéutica e alimentar, entre outras. Seu emprego abrange a producdo de mel artificial,
formulacBes de alimentos infantis, fabricacdo de cerveja, formulacdo de ragdes animais, sintese
de biocombustiveis e contribuicGes para o desenvolvimento de eletrodos enzimaticos utilizados
na deteccdo de sacarose em alimentos e bebidas (MANOOCHEHRI et al., 2020; ALMEIDA et
al., 2018). Essas enzimas também podem atuar na sintese de fruto-oligossacarideos (FOS) de
cadeia curta quando em contato com solugdes concentradas em sacarose (BARROS et al., 2020).

As invertases podem ser obtidas de diversas fontes, incluindo animais, vegetais e
microbianas (bactérias, fungos filamentosos e leveduras), sendo prevalentes em plantas, uma vez
que a enzima € essencial para o seu desenvolvimento (BEGARECHE et al., 2018). Apesar da
grande diversidade, as fontes microbianas sdo as mais usuais, visto que linhagens bacterianas
podem apresentar grande potencial biotecnoldgico, produzindo invertases intracelular,
endocelular e extracelular. Algumas linhagens em destaque sdo Actinomycetales, Brevibacterium
sp, Arthrbacter sp, Streptomyces sp, Zymomonas mobilis e Bacillus cereus TA-11
(MANOOCHEHRI et al., 2020).

A utilizagdo de microrganismos, como fonte enzimatica, oferece inumeras vantagens, pois
esses organismos tém crescimento rapido, ao contrario das plantas. Além disso, apresentam
grande diversidade bioquimica, possibilitando a extragdo de enzimas com diversas atividades
cataliticas, ndo possuem flutuacbes sazonais, apresentam facilidade de manipulacdo genetica e
pequena liberacdo de materiais nocivos (GU et al., 2018; MIAO et al., 2018; MEHTA;
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SATYANARAYANA, 2016; BINOD et al., 2019). As enzimas podem ser sintetizadas por meio
de processos fermentativos conduzidos por microrganismos em diferentes estados incluindo o
estado sélido (SSF), estado semissolido, submerso e liquido (SmF). Contudo, a modalidade
preponderante para a producdo de enzimas microbianas é o SmF. Essa preferéncia se justifica
pela capacidade de mitigar gradientes de temperatura e concentrar nutrientes na presenca de agua.
A utilizacdo do SmF possibilita um controle mais preciso das reagdes enzimaticas, ampliando as
oportunidades de aplicacfes em contextos industriais (LINCONL et al., 2018).

O processo de extracdo das enzimas frequentemente resulta em uma mistura complexa
contendo ndo apenas a enzima de interesse, mas também uma variedade de contaminantes, tais
como proteinas indesejadas, lipidios, nucleotideos e outros componentes celulares. Diante do
exposto, faz-se necessario realizar a purificacdo da enzima para garantir sua utilizacdo adequada
MANOOCHEHRI et al.,, 2020). A etapa de purificacdo visa elimina-las de possiveis
contaminantes, ampliar sua durabilidade e estabilidade, além de viabilizar a investigacdo de suas
propriedades bioquimicas. Tais andlises, fundamentais para compreender a funcionalidade das
enzimas, somente podem ser conduzidas quando as mesmas se encontram em estado puro
(LINCONL; MORE, 2017). Diversos meétodos sdo empregados na purificacdo de enzimas,
destacando-se a cromatografia de troca idnica, conforme utilizado por Almeida et al. (2018) na
purificacdo de duas invertases de Aspergillus terreus. Em uma abordagem distinta, Avila et
al.(2018) empregou a técnica de precipitacdo com cetona para obter uma invertase purificada a
partir da atividade de Candida guilliermondii isolada de residuos de péssego. No ambito da
purificacdo de invertases bacterianas, Lincoln et al. (2018) obteve uma recuperacédo de 15,58% ao
purificar uma invertase extracelular de Bacillus subtilis LYN 12, empregando precipitagdo com
sulfato de amonio e cromatografia de filtracdo em gel. Esses exemplos evidenciam a importancia
de escolher métodos de purificacdo adequados para alcancar a pureza desejada nas preparacdes
enzimaticas.

Considerando que o género Bacillus é reconhecido como um potencial produtor de
invertases (KAUR; TEOTIA, 2017; ZHOU et al., 2016; IVANOVA et al., 2018; LINCONL,;
MORE, 2017; BASTOS, 2020), esta pesquisa objetiva explorar a habilidade do Bacillus
tequilensis PP6, isolado do fruto da pupunha, em relacdo a sua capacidade de producdo de

invertase. Além disso, visa realizar a caracterizacdo das propriedades bioquimicas dessa
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invertase, uma vez que ha escassez de informacdes na literatura acerca do modo de atuagdo de

invertases bacterianas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Invertase: definicdo e mecanismo de acao

A B-frutofuranosidase (FFase, E.C 3.2.1.26), comumente referida como invertase, recebe
tal denominacdo devido a inversdo na rotacdo Optica observada durante a hidrolise da sacarose.
Pertencente a familia GH32 de glicosil hidrolases, essa enzima catalisa a quebra da ligacao
glicosidica al«>2p da sacarose, resultando na produgdo equimolar de D-glicose e D-frutose,
formando uma mistura conhecida como acgucar invertido (AFTAB et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2020).

No Reino vegetal, as invertases sdo encontradas no vacuolo ou apoplasto/parede celular e
contribuem para a degradacdo da sacarose compondo uma parte vital do metabolismo vegetal
(MANOOCHEHRI et al., 2020). Contudo, as invertases de vegetais apresentam algumas
limitacGes para aplicacGes biotecnoldgicas, como sazonalidade, alto custo de producdo e
liberacdo de subprodutos quimicos. Dessa forma, os microrganismos sdo as fontes mais utilizadas
para producdo de invertase devido a facilidade de producdo, de extracdo e purificacdo
(BENATTOUCHE et al., 2016). Dentre os microrganismos mais utilizados se destacam a
Saccharomyces cerevisiae, Candida spp., Aspergillus niger, Arthrobacter globiformis, B.cereus,
Bifidobacterium breves e Lactobacillus reuteri (LINCONL; MORE, 2017).

As invertases podem ser classificadas como acidas, neutras e alcalinas sendo as invertases
acidas e neutras mais comuns em bactérias (WARCHOL et al., 2002; WIN et al., 2004).
Invertases &cidas demonstram uma faixa 6tima de pH entre 4,5-5,0, enquanto invertases
neutras/alcalinas apresentam sua faixa 6tima entre pH 6,5-8. No entanto, a grande maioria das
invertases apresentam pH 6timo em torno de 4,5 e temperatura ideal em torno de 55 °C (AFTAB
et al.,, 2021; KUMARI; SETHY, 2020). Quanto a constante de Michaelis-Menten (Km), na

literatura, € comum encontrar valores variando de 18,0 Mm a 40 Mm (VITOLO, 2020). Devido a
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essas caracteristicas, as invertases tém ganhado destaque na hidrélise da sacarose em condic¢des
industriais, facilitando o aumento da producdo de xaropes a base de glicose e frutose
(CHOUKADE et al., 2021).

Em relacdo a estrutura primaria, a enzima contém sequéncias de aminoacidos com trés
regides cada uma consistindo em DPN (Dimero de polinucleotideo), CE (Expressao ciclica) e
RDP (Repeticdo de DNA polimérfico), que podem fazer parte do dominio catalitico e s&o
responsaveis pela acéo catalitica da enzima (PANG et al., 2019). A estrutura secundaria parece
ser formada principalmente por folha-p pregueada e na estrutura 3D de invertases bacterianas,
observou-se que a regido N terminal é composta por cinco folhas-B, enquanto o terminal C é
formado por duas folhas-p (PANG et al., 2019).

2.2 Producéo de invertases bacterianas

2.2.1 Linhagens de bactérias produtoras de invertases

Invertases bacterianas podem ser classificadas como intracelulares (YOON, 2007) ou
extracelulares (AWAD et al., 2013) conforme apresentado na Tabela 1. As invertases
extracelulares sdo caracterizadas como glicoproteinas, contendo aproximadamente 50% de
carboidratos, distribuidos entre manose e glucosamina, e exibem um elevado grau de micro-
heterogeneidade. Em contrapartida, as invertases intracelulares carecem desses carboidratos em
sua composicdo (BARBOSA et al., 2018). Com relacdo a estrutura da invertase bacteriana foi
encontrada em uma invertase de Thermotoga maritima, cinco cadeias de a-hélice conectadas a
um dominio sanduiche B por regies ligantes de 10 residuos como demostrado na Figura 1
(ALBERTO et al., 2004).
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Figura 1: Mapa geral de dobramento e densidade eletronica experimental da invertase

Legenda: (A) representacdo em fita da unidade monomérica da invertase de T. maritima, destacando o
modulo B-hélice N-terminal, as cinco pas (numeradas I-V), e o modulo B-sanduiche C-terminal (vermelho
escuro) (B), secdo do mapa experimental apds faseamento com SHARP, achatamento de solvente com
DMMULTI e média de simetria ndo cristalografica .

Fonte: Alberto et al. (2004)

Outra caracteristica interessante das invertases bacterianas é que se apresentam como
enzimas monoméricas, diferente das invertases de fungos e leveduras que sdo descritas como
multiméricas (MURAMATSU et al., 1993; ALVARO-BENITO et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2018).

As principais espécies produtoras de invertases sdo pertencentes ao género Bacillus, uma
vez que esses microrganismos possuem a capacidade de produzir quantidades expressivas de
exoenzimas, além de possuirem alta taxa de crescimento em processos de fermentacdo, sendo
assim uma excelente fonte de producdo industrial de invertase (SIDDIQA; AMIN, 2023). Um
exemplo é o Bacillus subtillis, bactéria Gram positiva, amplamente utilizada em processos
industriais por apresentar ciclos curtos de crescimento, boa estabilidade e status GRAS
(Generally Regarded As Safe), visto que essa espécie é considerada segura e nao patogénica para
0s humanos (SCHALLMEY et al., 2004). As proteinas produzidas por estas linhagens, incluindo
as enzimas, apresentam potenciais aplicacdes nas industrias alimenticias. Outras linhagens de

bactérias Gram-positivas, como Actinomycetales, Brevibacterium sp. (YAMAMOTO et al.,
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1986), Arthrobacter sp. (WIN et al., 2004; XU et al., 2009), Streptomycessp (KAUR; SHARMA,
2005), e Gram-negativas como Z. mobilis (OMULLAN et al., 1992; YANASE et al., 1991)

também podem ser produtoras de invertase. Na Tabela 1 € possivel visualizar algumas fontes de

invertase bacteriana.



Tabela 1: Fontes de invertase bacterianas

Linhagem bacteriana

Tipo de enzima

Fonte de cultura

Referéncias

B. subtilis

Bacillus sp.
Staphylococcus sp
Klebsiella variicolaisolate
Enterobacter asburiaestrain

Escherichia coli

Microbacterium trichothecenolyticum Dz13.

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus brevis
Bacillus Macerans

B. cereus TA
Enterobcter kobei

Bacillus subtilis
Streptomyces sp. ALKCS8

NR
Extracelular

NR

Extracelular

NR

NR

NR

Intracelular

Intracelular

NR

Extracelular

Solo

Agua marinha

Solo

Solo
Solo sedimentar antartico
Bebida fermentada
Centro Nacional de Pesquisa
(NRC) Cairo, Egito
Solo

Cascas de macé e banana

Solo

(KAUR; TEORIA, 2021;
LINCOLN et al., 2018).

(JAYA et al., 2020)

(LASE et al., 2021)

(AL-RAWI et al., 2020)
(LIU et al., 2021)

(OKAFOR et al., 2023)

(AHMED, 2008)
(YOON et al., 2007)
(RANA et al., 2023)

(KAUR; SHARMA, 2005)

Legenda: (NR): ndo relatado
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2.2.2 Cultivo em CondicGes Submersas

Os microrganismos sdo preferiveis para a producdo de invertase em comparacao
com plantas e animais, pois liberam materiais menos nocivos durante o processo de
producdo (ZHOU et al., 2016). De um modo geral, o cultivo em condi¢fes submersas
(CCS) é a técnica mais antiga utilizada para a producdo de invertase bacteriana devido ao
facil controle do processo o que possibilita a producdo de enzimas em escala industrial
(SILVA et al., 2019).

No CCS, o substrato liquido é utilizado para o fornecimento de nutrientes
necessarios para o crescimento microbiano e para a producdo de diversos metabolitos
(SINGH; SINGH, 2014). As bactérias sd80 microrganismos que requerem alto teor de
umidade para o crescimento e, por isso, esse tipo de cultivo se torna favoravel para
producéo de enzimas (SINGH; SINGH, 2014). As vantagens do CCS sdo bem conhecidas e
incluem a minimizacdo dos gradientes de temperatura e concentracdo de nutrientes devido a
grande quantidade de agua disponivel no processo (SILVA et al., 2019), além da facilidade
do controle de aeracdo, agitacdo e pH (RAMAMOORTHY et al., 2019). Essa tecnologia é
econdmica, possibilitando alta produtividade por volume do reator (NADEEM et al., 2015).
Outra vantagem do CCS é a facilidade na recuperacdo das enzimas e a determinacdo da
biomassa. Nesse processo, 0 sobrenadante da cultura é utilizado para estudos cinéticos

quanto a producdo de enzimas e crescimento microbiano (LIMA et al., 2003).

2.2.3 Cultivo em Estado Sélido

O cultivo em estado sélido (CES) é caracterizado pelo crescimento microbiano em
um substrato solido ou com reduzida quantidade de agua livre. Esse meétodo tem
demonstrado potencial para aumentar a produtividade de extratos enzimaticos, conferindo
maior estabilidade as enzimas diante de variacfes de pH e temperatura. O CES oferece
vantagens como baixo custo de matéria-prima, consumo reduzido de energia com minima
producdo de agua residual, baixo risco de contaminacdo e eficiéncia destacada na
recuperacdo do produto (SOCCOL et al., 2017; SADH et al., 2018). Apesar de todas essas
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vantagens esse processo € mais utilizado para a producdo enzimatica por fungos e leveduras
por simular o habitat natural desses microrganismos (SANTOS et al., 2018). No entanto é
importante destacar que o CES pode ocasionar heterogeneidade na producdo, tanto no
tempo quanto no espaco, demandando etapas subsequentes de padronizacdo do produto
(ZANELATO, 2011).

No CES, os substratos de origem vegetal poderéo servir ndo apenas para a fixacao
do microrganismo, mas também para o fornecimento de nutrientes. Os residuos
agroindustriais sdo bastante utilizados com varias finalidades nesse processo, como a
producdo de proteinas, enzimas, lipidios, vitaminas, promotores de crescimento vegetal,
entre outros produtos (FISCHER, 2014). Para a criacéo eficaz de um sistema CES, é crucial
analisar diversos parametros, tais como a escolha apropriada da linhagem microbiana e do
substrato, bem como a selecdo criteriosa dos parametros de processo, abrangendo aspectos
fisicos, quimicos, bioquimicos e de engenharia (PANDEY et al., 2000).

Em um estudo realizado por Lincoln et al. (2018), a producdo de invertase foi
investigada em meio s6lido composto por 20 g de farelo de trigo, extrato de levedura
(0,2%, p/v) e uma solucdo salina de KH,PO4 0,1%, MgSO, .7H,0 0,05%, KCI 0,05%, e
FeSO, .7H,0O 0,0001% oligoelemento (p/v). Apbs a inoculacdo do microrganismo em
estudo, B. subtilis LYN12, no meio de cultura, o cultivo foi realizado a 37°C por 48 horas,
resultando em uma producdo de extrato enzimatico de 2070,97 U/ml. Em estudo
comparativo entre a producédo de invertase em CCS e CES, conduzido por Lincoln e More
(2018), observou-se que no CES o crescimento bacteriano ocorreu entre 30 a 48 horas,
enquanto no CCS, o crescimento foi mais répido, entre 12 a 36 horas. A invertase
produzida em CCS apresentou pH 6timo de 6,0, enquanto a produzida no CES teve pH
6timo de 6,5. Quanto a temperatura 6tima, os melhores resultados foram alcancados a 37°C
no CES e a 45°C no CCS. Os resultados do estudo indicaram que o maior rendimento
ocorreu no cultivo em estado sélido (2,84 vezes), em comparagao com o cultivo em estado
liquido, que teve um rendimento de 1,64. Essa descoberta ressalta a importancia de

investigacOes futuras sobre a producdo de invertase bacteriana em CES.
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2.2.4 Fatores nutricionais

Os fatores criticos que podem influenciar a producdo de invertase bacteriana
incluem a fonte de nitrogénio e carbono, bem como as condicGes ideais de temperatura e
pH (HORAK et al., 2019). A sacarose emerge como a fonte de carbono mais frequente
para a producdo de invertase bacteriana, enquanto o extrato de levedura é amplamente
empregado como fonte de aminoacidos (YOON et al., 2007; WIN et al., 2004; RYAN et
al., 2005; LINCOLN et al., 2018). A complexidade dos meios de cultivos e as condi¢des de
cultura afetam diretamente a morfogénese e a via metabdlica da linhagem em estudo, o que
influencia a indugdo enzimética e a conversdo biocatalitica adicional do substrato em
produtos bioquimicos desejaveis (SINGH et al.,2017). Estudos recentes buscaram analisar
as condicdes de cultivo para a producdo da enzima. Doan et al. (2021) conduziram testes
utilizando sacarose como fonte de carbono e diversos residuos industriais, como casca de
banana, farelo de trigo e p6 de pomelo albedo. Para a fonte de nitrogénio, avaliaram KNOs,
NH4NO3, (NH4),SO, caseina, peptona, poé de extrato de carne bovina, pé de lulas, p6 de
casca de camardo e pé de cabeca de camardo. Os resultados indicaram que 0 p6 de pomelo
albedo foi a melhor fonte de carbono, enquanto a adicdo de extrato de levedura ao meio
reduziu a producdo enzimatica. Al-Rawi (2020) realizou testes visando a producdo de
invertase por uma cepa de Bacillus, utilizando maltose, lactose, sacarose e manitol como
fontes de carbono, e peptona, extrato de levedura, extrato de carne e cloreto de amonio
como fontes de nitrogénio. Os resultados revelaram que o extrato de carne e sacarose
proporcionaram os melhores desempenhos. Rana et al. (2023) constataram que sacarose e
peptona sdo as fontes promissoras de carbono e nitrogénio, respectivamente, para
Enterobacter kobei, alcancando uma producdo de invertase de 36,24 U. No mesmo estudo,
para a producdo da enzima por B. subtilis, sacarose e extrato de levedura demonstraram ser
as fontes de carbono e nitrogénio mais vantajosas, atingindo uma producdo de invertase de
45,27 U.

O pH e a estabilidade térmica das enzimas representam fatores economicamente
cruciais, uma vez que enzimas ativas em pH neutro e temperaturas moderadas podem
reduzir os custos associados a energia e equipamentos (SINGH et al., 2017). Dado que as

bactérias sdo altamente sensiveis a variagdes na concentracdo de ions hidrogénio, mesmo
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pequenas alteracbes no pH podem modificar a conformacéo das enzimas responsaveis por
seu metabolismo e outras atividades funcionais (SINGH et al., 2017). Assim sendo, a
regulacdo cuidadosa do pH emerge como um fator essencial para a sintese de compostos
celulares, incluindo as enzimas (SINGH et al., 2017).

As invertases bacterianas demonstram versatilidade ao serem produzidas em amplas
faixas de pH e temperatura. Um estudo conduzido por Jaya et al. (2020) relatou a producéo
de invertase em meio neutro (pH 7,0). Nessa pesquisa, a producdo de invertase foi
investigada em trés linhagens bacterianas: Bacillus sp., Staphylococcus sp., e
Staphylococcus sp. isolados da agua marinha. Os cultivos foram desenvolvidos em
diferentes niveis de pH (2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0) e temperaturas (0 °C, 4 °C, 20 °C, 30 °C,
37 °C e 42 °C). Além disso, os pesquisadores exploraram diferentes fontes de carbono,
adicionando individualmente 1% (m/v) de glicose, xilose, lactose, galactose, frutose,
sacarose, manitol e arabinose ao meio de fermentacdo base (caldo nutriente). Os resultados
indicaram que o pH neutro (7,0) foi 0 mais adequado para todas as linhagens testadas,
enquanto a temperatura de 37 °C foi a mais adequada para a producdo de invertase pelo
Bacillus sp. Para as espécies de Staphylococcus sp., a temperatura ideal foi de 20 °C.
Quanto as fontes de carbono, houve variacdo entre os trés microrganismos, destacando-se a
galactose para a espécie de Bacillus, e glicose e manitol para as espécies de Staphylococcus
sp. Véasquez-Bahena et al. (2006) estudaram a expressdao de um gene de invertase de Z.
mobilis em E. coli. Para isso, conduziram o cultivo do microrganismo a 30 °C em pH 4,9,
em meio contento glicose, extrato de levedura (NH 4),SO4, MgSO, e KH,PO,4, Por outro
lado, o cultivo de E. coli foi realizado em meio LB com pH ajustado para 7,5,
demonstrando a versatilidade possivel para a producédo da enzima.

Na literatura, comumente encontram-se relatos de producdo de invertase em torno
de 30 °C (NADEEM et al., 2015). Entretanto, existem estudos que apontam temperaturas
ideais distintas, como 50 °C e 80 °C (Yoon et al., 2007). Dipasquale et al. (2009)
conduziram a producdo de invertase a partir de Termotoga napolitana DSM 4359T,
utilizando um meio de fermentacdo com extrato de levedura e triptona como fontes de
nitrogénio, e sacarose como fonte de carbono. Neste estudo, a temperatura que indicou
maior para a producdo da invertase foi de 80 °C, ressaltando que a producdo ocorreu sem

agitacdo. Outro estudo realizado por Yoon et al. (2007) indicou ser 50 °C a temperatura em
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que houve maior producdo de invertase de B. cereus TA-11. Nesse caso, 0 meio de
fermentagdo inclui extrato de levedura como fonte de nitrogénio e sacarose como fonte de

carbono.

Kaur e Teotia (2021) estudaram a producéo de invertase de B. subtilis isolado do
solo, envolvendo quatro variacGes de pH (5, 7, 9 e 11) e quatro variagOes de temperatura
(22 °C, 28 °C, 37 °C e 50 °C). Como fontes de nitrogénio, foram testadas peptona, extrato
de carne bovina, extrato de levedura, cloreto de amonio e ureia, enquanto maltose, lactose,
sacarose e manitol foram avaliados como fontes de carbono. A temperatura de fermentacéo
foi mantida a 25 °C ao longo de 48 horas. As melhores fontes de nitrogénio e carbono
encontradas foram extrato de carne e sacarose. O pH neutro e a temperatura de 37 °C foram
as melhores condicGes obtidas para a producdo enzimatica.

Em um estudo conduzido por Awad et al (2013) foi utilizado o planejamento
experimental randomizado de Plackett-Burman para otimizar a producdo de invertase de
uma espécie de L. brevis Mm-6, isolada do leite materno. Os componentes selecionados
para variacdo no estudo foram pH, fontes de carbono (glicose e sacarose), fontes de
nitrogénio (extrato de malte, peptona e extrato de levedura) e alguns sais (NaCl, CaCly,
MgSQ,, CuSO,4 e FeS0O,). No estudo, observou-se que o extrato de malte, CuSO,, FeSOy,
sacarose, peptona, pH do meio de cultura e CaCl, apresentaram efeito positivo na atividade
da invertase. Porém, a glicose, extrato de levedura, NaCl e MgSO, contribuiram
negativamente para producao da enzima. Os cultivos foram produzidos durante trés dias a
37 °C. Algumas espécies de Lactobacillus também podem ser potenciais produtores de
invertase. Ginés et al. (2000) cultivaram Lactobacillus reutri CRL 1100 para producédo da
enzima a 37 °C por 16 horas, em meio MRS (meio especifico para contagem de
Lactobacillus) com sacarose como fonte de carbono.

O tempo de fermentacdo também é outro ponto que pode afetar positivamente a
producéo de invertase bacteriana (KUMARI; SETH, 2020). A rapida multiplicagdo celular
e a capacidade adaptativa das bactérias as tornam excelentes candidatas para a produgéo
enzimatica em processos industriais (SHARMA; SATYANARAYANA, 2015). O tempo de
fermentacdo empregado nos estudos referente a producgéo de invertase pode ser bem amplo

e diversificado, a depender do tipo de microrganismo em questdo e outros pardmetros de
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controle, como pH e temperatura, além do meio de crescimento utilizado. O tempo de
fermentacdo mais curto, reportado na literatura para a produgdo da invertase de
Brevibacterium divaricatum NRRL B-2312, foi de 12 h a 32 °C em meio de cultura com
pH 7,2 constituido por sacarose, ureia e biotina (YAMAMOTO et al., 1986). O tempo de
cultivo de 16 h também ja foi bastante explorado, como no estudo de Warchol et al. (2002)
que aplicaram este pardmetro ao produzir invertase de Bifidobacterium infantis ATCC
15697 em pH 6,8 a 37 °C. O mesmo intervalo de tempo (16 h) foi aplicado para producéo
de invertase por L. reuteri (CRL 1100) na mesma temperatura de 37 °C (GINES et al.,
2000). A faixa de tempo comumente empregada para producdo de invertase bacteriana
parece variar entre 20 e 48 horas.

Utilizando o tempo de 20 horas, tem-se o0 exemplo mencionado por Xu et al. (2009)
tendo como estudo a invertase produzida por Arthrobacter sp. a 37 °C.

Dipasquale et al (2009) ao utilizar a bactéria T. napolitana DSM 4359T em meio
de cultivo com pH 8,0 a 80°C optaram por conduzir o processo fermentativo por 24h.
Assim como Kaur e Sharma (2005), ao analisar a producdo de invertase por
Streptomyces sp. ALKC8, controlando o pH em 5,0 e a temperatura em 37 °C. Em 48 h de
cultivos, tem-se o relato de Ahmed et al (2008), estudando a producdo de invertase por B.
macerans, em pH 6,0 e temperatura de 30°C e o relato mais recente de Linconl et al. (2018)
analisando a producdo de invertase por uma espécie de Bacillus a 37 °C. Por fim, o tempo
mais elevado de cultivo (70 h) foi testado por Awad et al (2013) para a bactéria L.

brevis Mm-6 em meio com pH 8,0 e temperatura de 30°C.

2.3 Métodos de extracdo e purificacdo de invertase bacteriana

Enzimas sdo moléculas solGveis em agua e para serem reutilizadas, precisam ser
separadas do meio de cultivo, pois sdo produzidas em conjunto com outras proteinas que
podem apresentar atividade catalitica ndo desejada, resultando em um acumulo de
contaminantes e sendo prejudicial a economia do processo (MANOOCHEHRI et al., 2020).

Apos a producdo de uma enzima microbiana, aplica-se o processo de lise celular,

uma operacdo unitaria importante nos processos de downstream. O rompimento celular
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pode ser realizado por meio de métodos mecanicos e ndo mecanicos. Nos métodos
mecanicos a forca de cisalhamento é empregada para romper a membrana da célula,
enquanto os métodos ndo mecéanicos podem ser classificados em quimicos, fisicos e
biolégicos (SHEHADUL et al., 2017). Esse processo é empregado somente para enzimas
que sdo produzidas dentro das células microbianas (SRIVASTAVA, 2019). Realizada a
andlise celular, caso o produto de interesse esteja dentro da célula, faz-se necessério a
clarificagdo da enzima produzida e, entdo, pode-se utilizar a técnica de centrifugacéo
(KILIAN; PESSOA, 2021). A centrifugacdo € um processo simples, rapido, eficiente e
possibilita a obtencdo de pequenas organelas e fraces subcelulares. O principio da técnica
consiste em aplicar uma forca centrifuga ao extrato fazendo com que as particulas se
sedimentem. As particulas maiores se sedimentam primeiro e, no sobrenadante, ficam as
particulas menores e menos densas (ANTUNES et al., 2017). Esta é uma técnica comum
na purificacdo de invertases bacterianas (PEK et al.,, 2017; JEDRZEJCZAK-
KRZEPKOWSKA et al., 2011; HOFFMANN et al., 2020).

A extracdo de invertases pode ser realizada por diferentes métodos que visam obter
preparacdes enzimaticas purificadas. Um dos métodos mais comuns € a extracdo a partir de
microrganismos, como bactérias e leveduras que, naturalmente, produzem invertases
(KULSHRESTHA et al., 2013). O processo envolve o cultivo desses microrganismos em
meios apropriados, seguido pela ruptura celular para liberar as enzimas (KLOBITZ, 2010).

Um método tradicional aplicado a invertase bacteriana é a extracdo intracelular. 1sso
pode ser alcancado por métodos mecénicos (homogeneizacdo ou ultrassonicagdo) ou por
métodos quimicos, como a utilizacdo de detergentes ou solventes organicos. Em seguida, a
mistura é centrifugada para separar os componentes celulares e a fracdo contendo as
invertases € recuperada. Outro método € a extracdo extracelular, em que as invertases sao
secretadas pelos microrganismos no meio de cultura. Apés o cultivo, 0 meio é separado das
células por centrifugacdo ou filtracdo e as invertases, presentes na fracdo liquida, séo
recuperadas. Posteriormente, as invertases podem ser purificadas por diferentes técnicas
(MANOOCHEHRI et al., 2020; KULSHRESTHA et al., 2013).

O principal propésito da purificagdo de enzimas consiste em eliminar
contaminantes, melhorar a estabilidade e prolongar a vida atil (NADEEM et al., 2015).

Além disso, a purificacdo enzimatica desempenha um papel crucial na investigacdo da
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conformacdo estrutural, permitindo o estudo de propriedades biogquimicas, tais como
pardmetros cinéticos e termodinamicos (NADEEM et al., 2015) Possibilita também estudos
da relagdo estrutura- funcdo da enzima, tornando assim, possivel a aplicagdo dos
biocatalisadores nos mais diversos campos industriais, pois € a pureza de uma enzima que
dita sua atividade, valor comercial e aplicacdo (FASIM et al., 2021). A purificacdo é capaz
de eliminar alguns inibidores das proteases e outros fatores destrutivos para a
estrutura/atividade da enzima (ZHOU et al., 2020).

Os processos de purificacdo de enzimas podem envolver uma ou muitas etapas, em
que sdo combinadas diversas técnicas de alta e baixa resolucdo, como a adi¢do progressiva
de sulfato de amonio, precipitacdo utilizando etanol ou acetona, ultrafiltracéo,
ultracentrifugacéo, diélise e cromatografias realizados de forma combinada ou individual.

Na Tabela 2 estdo dispostos métodos de purificacdo e suas respectivas vantagens e

desvantagens.



Tabela 2. Métodos de alta e baixa resolucéo para a purificacdo de enzimas
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Método de  Resolucdo  Principio de Aplicactes Vantagens LimitacOes Referéncias
Purificacdo Separacao
Baixa Precipitacédo Concentracdo  Elevada solubilidade em A presencga de sal em
com base na inicial e agua, baixa densidade ambas as fases formadas
solubilidade remocao de de suas solucoes, requer operacgdes adicionais
em diferentes impurezas posicao favoravel de de purificacao para
concentragdes grosseiras. seus ions na serie de remover o sal da fase
de sais (como Hofmeister em relacdo a  precipitada e tratar a fase
sulfato de efetividade de liquida para possibilitar sua
Precipitacédo amonio). precipitacdo, a auséncia reutilizacdo ou descarte. (POPOVA
com Sais de efeitos desnaturantes Estes procedimentos et al., 2008)
e sua capacidade de limitam, em certa medida,
prevenir o crescimento  as aplicagdes do processo
bacteriano na solucdo, de precipitacdo por 'salting-
aliadas ao fato de ser out' devido aos custos
economicamente viavel associados a tais
mesmo em niveis tratamentos.
elevados de pureza.
Cromatografi Separacao Separacdo de Possuem as vantagens  Apresenta limitacfes como
a por Troca Alta baseada em proteinas com de baixo preco, boa seletividade restrita,
I6nica cargas elétricas diferentes resisténcia mecanicae  sensibilidade a impurezas, (BEDZO et
das proteinas. cargas. propriedades fisicase  necessidade de manutencdo  al., 2019)
quimicas estaveis, e regular das colunas,
também possuem restricdes de faixa de pH,
amplas perspectivas de capacidade limitada de
aplicacdo como retencdo de ions e
transportadores complexidade operacional.
imobilizados
Separagéo por Remocéo de Destaca-se por separar  Resolucdo limitada e a falta
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Cromatografi
a por
Filtracdo em
Gel

Cromatografi
ade
Afinidade

Eletroforese
Capilar

Alta tamanho

molecular.

Alta Uso de
ligantes
especificos
para a enzima

alvo.

Alta Separagéo por

carga e

impurezas de
menor
tamanho.

Alta
especificidade,
purificacdo
com afinidade.

Alta resolucgéo
para moléculas

moléculas com base em

seus tamanhos

moleculares, removendo

eficientemente

impurezas menores. Sua

natureza suave e nao
denaturante a torna
adequada para
moléculas sensiveis. A
resolugdo é mantida
altamente especifica
para as moléculas
desejadas e o sistema é
mantido para obter
estabilidade. A
cromatografia de
filtracdo em gel é
adequada mesmo para
moléculas frageis

E notavel pela sua alta
especificidade,
proporcionando

purificacdo altamente

seletiva para a molécula

desejada.

E caracterizada por sua
alta resolucdo e baixo

de separacdo baseada em
interagdes especificas séo
desafios. Restricdes de
faixa de tamanho, possiveis
adsorcoes e custos
associados também devem
ser considerados.

Custo elevado devido ao
uso de ligantes especificos,
e a regeneracao da coluna
pode ser complexa. Além
disso, é mais eficaz quando
0 alvo é conhecido

E sensivel as condigbes
experimentais e pode

(BEZERRA
et al., 2005)

(MIRAND
Acetal,
2002)

(CHIANG;
WHANG,
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Cromatografi
a de Interacao
Hidrofobica
(HIC)

mobilidade em de tamanho consumo de amostra.
campo semelhante.
elétrico.
Alta Separacio Util para E atil para moléculas
baseada na enzimas com  com diferengas sutis em
hidrofobicidad diferencas sutis hidrofobicidade,
e relativa. em mantendo a estrutura
hidrofobicidad tridimensional de
e. biomoléculas.

apresentar limitacdes
quanto ao tamanho e massa
molecular das amostras.

Pode ter custos associados
a compra de resinas e
colunas além de que
variagdes na composicao
do solvente podem
impactar a eluicéo.

2001)

(CAO et
al., 2005)
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2.3.1 Métodos de Purificacdo de baixa resolucao

2.3.1.1. Precipitacao

A precipitacdo € um processo que consiste na separacdo de substancias mediante a
diminuicdo da solubilidade de um meio (KILIKIA; PESSOA, 2020). O objetivo da técnica
é obter um precipitado que mantenha suas caracteristicas biomoleculares e que, se
necessario, seja possivel realizar a ressolubilizacdo desta amostra sem grandes perdas. A
possibilidade de uso de equipamentos simples e 0 baixo custo do processo sao as principais
vantagens da técnica, assim como a possivel ndo desnaturacdo da proteina precipitada
(KILIKIA; PESSOA, 2020).

Para as etapas iniciais de purificacdo de proteinas, a precipitacdo com uso de sais a
amplamente utilizada (ROBINSON, 2015). O principio da técnica se baseia na diminuicéo
da solubilidade ocasionada pela dissolu¢do do sal (salting-out), ocasionando a competicao
dos ions com a proteina pelas moléculas de agua e, quando removida a camada de
hidratacdo, as interacBGes proteina-proteina se tornam relevantes, a forca idnica € aumentada
e, entdo, as moléculas de interesse se agrupam e precipitam (DEUTSCHER, 1990;
SCHMIDELL et al., 2001). Para invertases bacterianas, as técnicas de precipitacdo com
sulfato de amonio ou sulfato de s6dio sdo as mais comuns, pois sdo sais anticaotropicos,
que possuem a capacidade de aumentarem o efeito hidrofébico das moléculas de proteinas
em solucdo aquosa, desorganizando as estruturas das macromoléculas (GHOSH, 2006).

A precipitacdo com sulfato de aménio tem sido frequentemente empregada na
maioria dos estudos para obter a forma bruta da enzima, seguida por multiplos estagios de
separacdo cromatografica. Dentre as técnicas cromatograficas aplicadas, destacam-se
também a troca anibnica, troca cationica, filtragdo em gel, cromatografia em coluna de
afinidade, cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC), cromatografia de interacdo
hidrofébica e cromatofocagem. Entretanto, o processo complexo de purificacdo
subsequente apresenta diversas desvantagens, incluindo a perda da estrutura nativa da
proteina devido a agregacdo, resultando em baixa qualidade do produto e atividade
enzimatica reduzida, além de ser insustentavel (ALI; BAVISETTY,2020).
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Nesse contexto, sistemas bifasicos aquosos (ATPS) como polietilenoglicol
4000/8000 e sulfato de sddio, AOT (di [2-etilhexil] sulfosuccinato de s6dio) /sistema de
micelas reversas de isooctano, e particionamento trifasico (combinando sulfato de aménio e
t-butanol para precipitacdo de proteinas a partir de extratos brutos) tém demonstrado
vantagens sobre as técnicas convencionais (TIMERMAN, 2012).

Esta técnica também costuma ser utilizada em combinacdo com técnicas
cromatograficas para alcancar um alto grau de pureza. Park et al. (2001), ao purificar uma
invertase de B. macerans, optaram por unir as técnicas de precipitacdo de sulfato de aménio
(20-60% de saturacdo) com cromatografias de troca catidnica e, posteriormente, a proteina
foi submetida a uma técnica de interacdo hidrofobica. Em cada uma das etapas citadas foi
possivel recuperar 76,5%, 36,7 e 0,8% da atividade da enzima, respectivamente.

Como as enzimas podem ser hidrofilicas ou hidrofébicas com solubilidade limitada,
sensiveis a grandes oscilacbes de temperatura e pH, técnicas adequadas devem ser
empregadas para evitar o desdobramento ou desnaturacdo da proteina, indicando que um
estudo prévio deve ser realizado ao planejar uma estratégia de purificacdo enzimética. Caso
contrario, esta etapa pode ser lenta, com alto custo e dispendiosa em uma producéo de larga
escala, além de aumentar o gasto de energia do processo. Por isso, a origem, a
complexidade da enzima, a distribuicdo das cargas e as propriedades fisico-quimicas sao
fatores determinantes em um processo de purificagdo (ARBIGE et al., 2019; NADAR et
al.,2017; CHO; YUN, 2002).

2.3.1.2 Precipitacdo com sulfato de amonio

A precipitacdo com sulfato de ambnio € a técnica mais comumente usada para
purificacdo de proteinas tanto em laboratorio quanto em larga escala. Baseia-se na alteracdo
da solubilidade das proteinas na presenca de sulfato de amoénio (DEUTSCHER, 1990;
SCHMIDELL et al., 2009). A solubilidade da proteina aumenta, efeito denominado salting
in. Em maiores concentracfes desse sal, a solubilidade da proteina geralmente diminui,
resultando na precipitacdo da proteina, efeito esse denominado salting out. O mecanismo de
salga é baseado na solvatacdo preferencial devido & exclusdo do co-solvente (sal) da

camada de hidratagcdo. A precipitacdo com sulfato de aménio permite a precipitacao rapida
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de proteinas celulares. Portanto, é geralmente atil para as etapas iniciais de
purificacdo (LIU et al., 2023). Também ¢é aplicado nas etapas finais de purificacdo, por
exemplo, ap0s filtracdo em gel (GF) para concentrar ainda mais a proteina a partir de
solucgdes diluidas. A desvantagem deste método é que, as vezes, as proteinas indesejadas
também co-precipitam com as proteinas alvo (PARK et al., 2001).

Doan et al. (2021) aplicaram a técnica de precipitacdo com sulfato de aménio a 60%
(m/v) para purificar uma invertase de Bacillus licheniformis TKUOO4. Quatro etapas de
purificacdo foram aplicadas neste estudo, precipitacdo com sulfato de amonio,
cromatografia de troca idnica e cromatografia de exclusdo molecular, sendo possivel
recuperar em cada uma delas, respectivamente 51%, 34%, 34,26% e 1,31% da enzima
purificada, sendo que o rendimento final foi de 1,31%. J& Liu et al. (2023) utilizaram a
precipitacdo gradual com sulfato de aménio (10-90%, m/v) para purificar uma invertase
produzida por Bacillus metanolicus LB-1, uma técnica de filtracdo em gel, também foi
adicionada ao processo. Na etapa inicial de precipitagdo a enzima apresentou 40,01 U/mg
de atividade especifica e na etapa de filtracdo em gel, 343,00 U/mg, resultando em um fator

de purificacao de 59,93.

2.3.2 Técnicas de purificacdo de alta resolugéo

2.3.2.1 Purificacdo por cromatografia de troca i6nica

A cromatografia de troca i6nica € um método muito utilizado para purificacdo e
caracterizacdo de proteinas, que consiste na separacdo de particulas por meio da carga
superficial possibilitando diferentes interacBes idnicas dessas particulas com sua matriz. A
matriz liga variantes com cargas opostas, por meio da hidrofobicidade. Geralmente, é uma
técnica utilizada apenas como uma etapa intermedidria do processo de purificacdo
necessitando ser aliada a outra etapa, como a filtragdo em gel (AMARTELY et al., 2018).

A cromatografia de troca idnica é uma técnica vantajosa, pois € de facil aplicacéo
em comparacgdo com outras técnicas. Pode ser replicada em larga escala, apresenta elevada
resolucdo e grande capacidade de adsorcdo, além de apresentar uma ampla variedade de

matrizes (KILIKIAN; PESSOA, 2020). No entanto, a triagem das condi¢des para se utilizar
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a cromatografia de troca idnica é de alto custo e trabalhosa (AASIM et al., 2022;
FARSANGE et al., 2020).

2.3.2.2 Purificacdo por cromatografia de filtragdo em gel ou exclusdo molecular

A cromatografia de filtracio em gel, também denominada de cromatografia de
exclusdo molecular ou por tamanho, é uma teécnica utilizada na separacdo de
proteinas/enzimas e para estimar o peso molecular. O principio da cromatografia de
filtracdo em gel é separar a proteina alvo de outros constituintes que sdo menores ou
maiores que ela. Essa separacdo é conduzida por meio de uma matriz porosa, as moléculas
gue sdo maiores sdo excluidas da matriz com mais rapidez e as menores permanecem por
mais tempo presas a matriz (BURGESS, 2018; DONG et al., 2020; WINZOR, 2003).
Apesar de ser uma técnica que apresenta altos custos, € comumente utilizada na purificacao

de invertase bacteriana

2.3.2.3 Purificagdo por cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC)

A cromatografia de interacdo hidrofilica baseia-se na associacdo entre proteinas e
ligantes hidrofobicos. Nela acontece a interacdo entre uma amostra com alta concentracao
de sal e uma fase estacionaria hidrofobica, essa alta concentracdo de sais neutraliza as
cargas da proteina, expondo suas cargas hidrofébicas e permitindo que se liguem a grupos
hidrofébicos da matriz (ALMEIDA, 2019). Esta técnica une os principios da cromatografia
liquida de fase reversa, fase normal e troca idnica e é muito utilizada como uma técnica
complementar a outros métodos cromatograficos (FEKETE et al., 2014).

O grande diferencial da HILIC é ndo envolver uma interacdo direta entre o ligante e
a proteina em estudo, pois a interacdo entre as moléculas de dgua é que sdo responsaveis
pela for¢ca motriz da ligacdo (ERIKSSON, 2018). A técnica apresenta algumas vantagens
quando comparadas a outros tipos de cromatografia, como diminui¢do da pressdo do
sistema, maior preservacdo da fase estacionaria e maior retencdo de analitos polares sem a

utilizacdo de reagentes de pareamento i6nico. No entanto, as principais desvantagens do
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método séo o alto custo do equipamento e a necessidade de operadores experientes (SILVA
etal., 2016; KOZIOROWSKI, 2010).

2.3.2.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade pode ser considerada a forma mais seletiva de
cromatografia liquida e utiliza como principio a interagdo especifica entre uma molécula
alvo e um agente que seja biologicamente compativel com ela, geralmente por meio de
ligacbes covalentes (ARORA et al., 2017). Nos processos de purificacdo, ligante e
metabolito a ser purificado devem formar um complexo reversivel que seja resistente a
passagem da amostra e as etapas subsequente de lavagens e que seja desfeito sem
desnaturacdo (ALMEIDA, 2018).

Este € um dos métodos mais eficientes para purificagdo de proteinas, pois possui
alta seletividade e resolucdo, além de apresentar altas taxas de recuperacdo do material
ativo, e por ser um processo em que a proteina é recuperada em uma Unica etapa, torna-se
um método mais rapido, diminuindo o custo global do processo (RODRIGUEZ et al.,
2020; SINGH et al., 2017).

2.3.2.5 Cromatografia de interacdo hidrofobica

Nesta técnica de purificacdo, as proteinas passam por uma coluna cromatogréfica
recheada com uma resina suporte a qual os grupos hidrofébicos estdo ligados
covalentemente. Fenil-Sepharose, que contém um grupo fenil, € comumente usado na
coluna. Normalmente, a amostra de proteina é preparada em tampao com alto teor de
sal. Quando a amostra de proteina passa pela coluna, as proteinas ligam-se ao grupo fenil
em virtude de interacGes hidrofdbicas. As proteinas em uma mistura podem ser eluidas
diferencialmente do grupo fenil usando tampdo de baixa concentracdo de sal ou
adicionando solventes como polietilenoglicol ao fluido de eluicdo (CAO et al., 2005). Na

tabela 3 estdo expostos alguns métodos de purificacdo aplicados a invertases bacterianas.



Tabela 3. Técnicas de purificacdo aplicadas para invertases bacterianas.
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Microrganismo Técnica de purificacdo Fator de Rendimento (%) Referéncias
purificacéo
L. reuteri CRL 1100 Precipitacdo com sulfato de 31,2 16,9 (GINES et al.,
amonio (80%); Filtracdo em 2000)
gel (Sephadex G-
150); Cromatografia de
troca ibnica (DEAE-
Sephacel)
B. licheniformis TKUOO Precipitacdo com sulfato de 11h 40 1,31 (DOAN et al.,
amonio e cromatografia de 2021)
excluséo de tamanho
Bacillus sp. HJ14 expresso em E coli  Cromatografia de afinidade NR NR (ZHOU et al.,
quelante de metal Nj 2 N4 2016)
B. Macerans Precipitagdo com sulfato de NR 0,8 (PARQUE et al.,
amonio e cromatografia 2001)

liquidas de proteina rapida
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B. cereus Precipitacédo de sulfato de 15h 37 26,6 (YOON et al.,
amonio (40— 2007)
80%); Cromatografia DEAE
(A-50); Filtragdo em gel
(Sephadex G-75
Lactococcus lactis Saturacdo com sulfato de NR 14,1 (PEK et al., 2017)
amonio a 60% e por
cromatografia de afinidade
Bifidobacterium longum KN29.1 Precipitacdo com sulfato de 16h 40 11h 35 (JEDRZEJCZAK-
amonio (60%) e KRZEPKOWSKA
cromatografia liquida de etal., 2011)
filtracdo em gel
Bacillus methanolicus LB-1 Precipitacdo fracionada com 52,93 NR (LIU et al., 2023)
sulfato de
amonio, Sephadex G-
75cromatografia de filtracdo
em gel e LC-MS e SDS-
PAGE
469,5 25,8 (DIPASQUALE

Thermotoga neapolitana DSM 435911

Q-Sepharose FF; Sephacryl
S-100; HPLC

et al., 2009)
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B. subtilis LYN12 Cromatografia de filtracdo
em gel
Bacillus sp. SG7 Cromatografia de exclusdo

por tamanho e cromatografia
de troca ibnica

A. globiformis Precipitagdo com sulfato de
amonio e Cromatografia de
troca ibnica

6,94

10,44

37

15,58%

24,7

30

(LINCOLN et al.,
2018)

(IVANOVA et al.,
2018)

(WIN et al., 2004)
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2.4 Propriedades bioquimicas de invertases bacterianas

2.4.1 Métodos de determinacdo da atividade enzimatica

Uma maneira de caracterizar invertases € por meio da avaliagdo da atividade
enzimatica, realizada por dois métodos principais: o espectrofotométrico (AHMED, 2008;
DISPASQUALE, 2009) e o colorimétrico. O método espectrofotométrico analisa
compostos organicos e inorganicos, baseando-se na incidéncia de um feixe de luz na
amostra, medindo, posteriormente, a quantidade de luz absorvida. Esta técnica é
reconhecida por sua simplicidade, confiabilidade, baixo custo, e pela capacidade de analisar
pequenas quantidades de amostra. Além disso, os equipamentos sdo de facil operacao e
portabilidade, tornando-a uma excelente opgdo para acompanhar reacOes de catélise
enzimatica. Durante a reacdo enzimatica, a técnica € empregada para monitorar a mudanca
na absorvancia ao longo do tempo (PASSOS; SARAIVA, 2018)

Uma outra forma de analisar a atividade enzimatica da invertase € por meio do
método colorimétrico do é&cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), utilizado para determinar
acucares redutores. Neste método, ocorre uma reacdo redox entre os agucares redutores da
amostra e 0 DNS. O grupo carbonila livre da amostra reage com o DNS sob condicdes
alcalinas e, quando submetido a uma temperatura de 100°C por aproximadamente cinco
minutos, obtém-se um composto aromatico de acido 3-amino-5-nitrosalicilico. A
quantidade de acUcares redutores é identificada pela mudanca de coloracdo amarela (DNS)
para avermelhado (3-amino-5-nitrosalicilico) e pode ser analisada
por espectrofotometria em um comprimento de onda de 540 nm. Este € um método de facil
execucao e permite avaliar um ndmero maior de amostras em curto periodo. No entanto, o
método DNS apresenta como principal limitacdo a toxicidade do acido (BOSHAGH, 2021;
MILLER, 1959). Na figura 2 pode ser observada a reacéo entre agucar redutor e DNS.

Figura 2. Reacdo de reducdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico
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Fonte: Silva et al (2003).

2.4.2 Caracteristicas bioquimicas de invertases bacterianas

A caracterizacdo bioquimica das invertases bacterianas, comparadas com as
invertases de fungos e leveduras, ainda s&do pouco relatadas. No entanto, o estudo dessas
caracteristicas € essencial para a aplicacdo industrial das enzimas. As propriedades
bioquimicas das invertases bacterianas, como temperatura e pH O6timos, estabilidade
térmica e frente ao pH de incubacdo, massa molecular, ponto isoelétrico e estabilidade
estdo resumidas na Tabela 4.

Alguns dados da literatura podem ser citados em relacdo ao estudo das invertases
de fontes bacterianas, como o de Yoon et al. (2007) que ao purificarem uma invertase
bacteriana de B. cereus, obtiveram massa molecular de 23 kDa por SDS-PAGE e 26 kDa
por filtragdo em gel. A enzima foi estavel na faixa de pH 5,0 a 8,0 e o0s valores de Ky
(contante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade maxima de reagdo) da enzima para
sacarose foram 370 mM e 3,0 por micromol/min, respectivamente. Lincoln et al. (2018)
obtiveram uma massa molecular de 66 kDa para uma invertase de B. subtilis LYN12 e
estabilidade em pH 7,0, a 40 °C. Os parametros cinéticos encontrados foram: Ky € V max de
41,98 mM e 1,184 pmol/min, respectivamente. Outra invertase de B. liicheniformis também
foi analisada por Doan et al. (2021). Neste estudo foi possivel identificar uma enzima com
massa molecular de 53 kDa, Ky de 1,16 mM e Vnax  de 5,99 pumol/min. Para esta invertase,
0s maiores valores de atividade foram determinados em pH 60 a 50 °C, indicando que
invertases bacterianas apresentam caracteristicas diversificadas. Apesar de os relatos de
caracterizacdo quimica de invertases bacterianas produzidas por espécies de Bacillus serem
0S mais comuns, invertases produzidas a partir de outras espécies de bactérias também

podem ser exemplificadas, como no estudo conduzido por Dipasquali et al. (2009). Esses
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autores, ao estudarem as propriedades da invertase produzida por T. neapolitana
(DSM4359) encontraram uma enzima com massa molecular de 47 kDa, e maiores
atividades em pH 6,0 e 85 °C, apresentando ainda, valores de Ky 14 mM. Caracteristicas
diferentes foram encontradas por Ginés et al. (2000), ao analisarem as propriedades de
invertase produzida por L. reutri, cuja enzima apresentou massa molecular de 58 kDa, e
maior atividade a 37 °C e pH 6,0 sendo estavel (60-50% de sua atividade) em pH 7,0 a 8,0.
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Tabela 4. Propriedades bioguimicas de invertases bacterianas

Massa pH Temperatura Estabilidade Km e Vmax Referéncias
molecular Otimo otima
(kDa)
60 6,8 37°C pH5,5¢9,5a4 C Km 2,4 mM., (WIN et al., 2004)
23 7 50 °C pH 5,0a8,0 Km 3,0mM., (YOON et al.,
Vmax 370(umol/min) 2007)
60 6 37 °C NR 25 mM ., (RYAN et al.,
Vmax 24 pumol/min/mg 2005)
70 6 37 °C NR Km 0,65., Vmax (WARCHOL et
e 0,025 x 10 -3 min—1 mg -1 al., 2002)
92 6,8 40 °C 30°C 0,19 Mm (YAMAMOTO et
al., 1986)
58 6 37°C 45°C em uma ampla faixa de Km 6,66 mM.; Vmax 0,028 (GINES et al.,
pH (4,5-7,0) umol min™* 2000)
66 7,0 40°C e 50°C 40°CempH 7,0 Km 41,98mM., Vmax1,184 (LINCONL et al.,
pmol/min 2018)
NR 4,0-4,5 40°C a 45°C pH 6 a 7 por 24 horas em 40 a NR (BENATTOUCHE
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47 6

NR

50 °C

NR

14 mM,, /IKm=52x108 M
s-1

et al., 2016)

(DIPASQUALE et
al., 2009)

Legenda: (NR): néo relatado.
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2.5 Aplicaces das invertases

As invertases desempenham um papel fundamental em diversas aplicacdes
industriais, especialmente na inddstria de alimentos (VEANA et al., 2018). Sua principal
utilidade reside na producéo de acucar invertido, essencial na fabricacdo de mel artificial,
biscoitos, cremes, doces, geleias, chocolates, formulagGes infantis, produtos de panificagcdo
e cerveja. Além disso, as invertases sdo empregadas na producédo de formulacdes destinadas
a alimentacéo animal, como ra¢6es para gado e alimentos para abelhas (MANOOCHEHRI
et al., 2020; KULSHRESTHA et al., 2013). Na industria vinicola, a invertase desempenha
um papel crucial ao promover o aumento da clarificacdo e do rendimento. Além disso, ela
contribui para uma maior liberacdo de compostos bioativos, intensificando a recuperacédo de
fenodis e antocianinas. Ao mesmo tempo, a invertase reduz a acidez e aprimora as
propriedades organolépticas, como textura, sabor e aroma (CAMARGO et al., 2021).

Estudos recentes tém revelado que as invertases apresentam atividades
antioxidantes, bactericidas e anticancerigenas. Diante dessas descobertas, seu emprego tem
crescido significativamente na industria farmacéutica, especialmente na producdo de
xaropes, formulacdo de medicamentos e fabricacdo de fruto-oligossacarideos (FOS). Estes
ultimos, sendo carboidratos ndo digeriveis, demonstram a capacidade de estimular as
bifidobactérias intestinais, desempenhando um papel crucial na modulacdo do sistema
imunoldgico. (MANOOCHEHRI et al., 2020). A enzima pode ainda ser aplicada ao
tratamento de diversas doencas, pois as invertases possuem a capacidade de reduzir o
colesterol e a aménia do sangue humano. Dentro da inddstria farmacéutica, a invertase é
utilizada também na formulacdo de agentes plastificantes aplicados na producdo de
cosméticos (BHALLA et al., 2017; CHANG et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2019).

A utilizagéo industrial da invertase ndo se limita apenas as industrias alimenticias e
farmacéuticas, pois, como sendo uma enzima promissora, ela pode aumentar a quantidade
de glicose no caldo de cana, quando utilizado em processos fermentativos, sendo uma boa
opcdo para producdo de biocombustiveis. Por meio dos processos de fermentagdo, a
invertase também ¢é capaz de produzir acido latico, bebidas alcodlicas e glicerol
(MANOOCHEHRI et al 2020; MALHOTRA; BASIR, 2020). Por fim, eletrodos
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enzimaticos podem ser desenvolvidos por meio da invertase para detectar a presenca de
sacarose nas mais diversas solugdes (KULSHRESTHA et al., 2013). Até o0 momento, 0
unico relato de aplicacdo de invertase bacteriana em alimentos foi delineado por Rana et al.
(2023). Nesse estudo, suco de manga e muffins, prontos para comercializacdo e consumo,
foram desenvolvidos com a incorporacgédo de invertases bacterianas produzidas por bactérias

dos géneros Bacillus e Enterobacter, isoladas especificamente da maca e banana.

2.5.1 Acucar liquido

O acUcar liquido representa uma solucdo que incorpora acucar dissolvido em agua,
podendo manifestar-se tanto como uma Unica variedade de aglcar quanto como uma
composic¢do de dois ou mais tipos de agucares. Essa solucdo pode incluir sacarose, glicose,
frutose, ou uma combinacdo desses trés acucares (CABRAL, 2012). Como alternativa,
pode-se formar uma solucdo utilizando glicose enriquecida com frutose. O acucar liquido
de sacarose, por sua vez, € obtido por meio da dissolugdo de agucar refinado granulado em
agua, resultando em uma solugdo de 67,5 °Brix. Caso o acUcar utilizado ndo apresente
coloracdo branca, a solucdo pode adquirir uma tonalidade amarelada, tornando necessaria a
passagem do produto por carvdo vegetal como medida de purificacdo (RODRIGUES et al.,
2000).

Os acucares liquidos tém aplicacfes abrangentes, sendo empregados como matéria-
prima em biscoitos, produtos assados, confeitaria, enlatados, e diversas bebidas, como
aguardente, refrigerantes, cervejas e sucos de frutas. Além disso, sdo utilizados na producéo
de laticinios, sorvetes, manteiga e na industria de frutas congeladas. A baixa viscosidade,
juntamente com as propriedades umectantes, possibilita a aplicacdo dessa matéria-prima em
geleias, bolos, produtos contendo gelatina e doces aerados (GRATAO; BERTO:;
SILVEIRA, 2004).

Os acucares na forma liquida apresentam diversas vantagens em comparagdo ao
acucar a granel, tais como facilidade no manuseio e dosagem, requisitos reduzidos de
espago para armazenagem, minimizacdo de perdas, custos e mao de obra, aprimoramento

na sanitizacdo, além das propriedades microbioldgicas conhecidas e da consideravel
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flexibilidade nas propor¢des de diferentes misturas de acucares. Contudo, este produto
também possui desvantagens, incluindo a baixa solubilidade da sacarose, a susceptibilidade
ao ataque microbiano e a necessidade de equipamentos especializados para armazenamento
e manuseio (HUSSAIN et al., 2009).

2.5.2 Acucar liquido invertido

O acucar liquido invertido € a mistura de glicose e frutose. Apresenta-se em uma
solucdo limpida e amarelada muito utilizado nainddstria alimenticia como xarope,
ingrediente de preparacGes doces como geleias, e balas devido as suas propriedades
adocantes superiores as da sacarose, pelo alto teor de frutose (KULSHRESTHA et al.,
2013). Além de ter maior solubilidade e resisténcia a cristalizacdo, devido a natureza
higroscopica da glicose. Sendo assim o agUcar invertido é mais vantajoso para a industria
alimenticia, pois possui maior vida util (CHEN et al., 2023; MENENDEZ, 2013). O nome
acucar invertido é decorréncia da rotacdo 6ptica da solucdo, pois uma solucdo contendo
sacarose pura, polariza a luz para a direita e uma solucdo de agucar invertido, polariza para
esquerda (KLOBITZ, 2010).

O aglcar invertido pode ser produzido por hidrolise &acida, troca idnica ou
enzimatica. A hidrélise acida é um método rapido, facil e ndo possui a interferéncia de
contaminantes microbianos. No entanto, ndo € um processo econémico e apresenta baixa
eficiéncia por conferir coloracdo marrom aos produtos, causar alteracdo de textura e sabor e
promover a formagdo de hidroximetilfurfural (HMF) (OLIVEIRA et al., 2020; KLASSON
et al., 2022; OBODOVYCH et al., 2021). A troca ibnica utiliza-se resinas catidnicas para a
inversdo da sacarose. Os sais na calda de aclcar reagem com as resinas em uma coluna,
gerando acidez e promovendo uma inversao parcial da sacarose (MANOOCHEHRI et al.,
2020). O processo e completado ao passar por uma segunda coluna de resina catinica. Ja a
hidrolise enzimatica ¢é catalisada pela enzima invertase resultando em um xarope de alta
qualidade, caracterizado por baixas concentracbes de hidroximetilfurfural e um
desenvolvimento de cor minimizado (RODRIGUES et al., 2000). Os métodos enzimaticos

podem envolver tanto enzimas sollveis quanto enzimas imobilizadas. Na hidrolise da
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sacarose em solucdo, seja por método enzimatico ou acidificacdo, ocorre a clivagem desta
molécula precisamente entre o nucleo da furanose (anel de cinco lados que origina a
frutose) e piranose (anel de seis lados que origina a glicose) (BHALLA et al., 2017). Esse
processo envolve a formacgédo de uma molécula de agua, resultando na formacao simultanea

de glicose e frutose (Figura 3).

Figura 3. Hidrolise da sacarose

CH-OH CH:OH
O CH:OH oy | t o CHzO(I')I OH
OH (o) nvertase OH N
OH CH:OH H:O — on on HOL, CH:OH
OH OH OH
Sacarose Glucose Frutose

Fonte: Adaptado de Nadeem et al (2015).

A inversdo da sacarose ¢ influenciada por fatores cruciais, tais como a concentracdo
dos reagentes e acidos, além do controle rigoroso da temperatura e tempo de reacéo. E
crucial evitar temperaturas excessivamente altas, pois isso pode resultar na formacéo de cor
indesejada (MOTESHAFI et al., 2022). A observacdo da proporcionalidade entre a
velocidade de inversdo, o aumento de temperatura e a diminuicdo do pH é essencial, uma
vez que produtos com acidez excessivamente baixa e colora¢do ndo séo desejados devido
ao alto teor de frutose (KULSHRESTHA et al., 2013).

O processo de inversdo enzimatica exibe vantagens em compara¢do com o método
acido. Na inversdo enzimaética, ndo ha alteracdo na cor do produto ou no sabor do xarope.
Além disso, este método é menos corrosivo aos equipamentos da planta (BHALLA et al.,
2017; MOTESHAFI et al., 2022). Devido a sua natureza mais suave, a inversao enzimatica
ndo resulta na decomposicdo dos carboidratos, e ndo ha formagdo de compostos
indesejaveis, como o furfural (OBODOVYCH et al., 2021). Adicionalmente, o produto
obtido apresenta um baixo teor de cinzas, uma vez que ndo sdo utilizados acidos para a
inversdo, nem bases para a neutralizacdo do processo.

O acucar invertido é amplamente utilizado na industria alimenticia por duas razées
fundamentais. Primeiramente, a frutose presente nos agucares invertidos € mais doce do que

a sacarose, proporcionando uma intensidade de sabor mais elevada (MOTESHAFI et al.,
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2022). Alem disso, a taxa de cristalizacdo na frutose € prolongada. Esses dois fatores ndo
apenas contribuem para a reducdo do nimero de adocantes necessarios na indudstria
alimenticia, mas também estendem a vida util dos produtos (MANOOCHEHRI et al.,
2020).

2.6 Avancos recentes

Por mais que a producédo da invertase seja possivel por meios naturais, a demanda
industrial requer uma grande quantidade da enzima e, portanto, 0 mais acessivel é a
producdo da enzima pelo processo recombinante (PISCITELLI et al., 2010). Atualmente,
h& uma variedade de sistemas de expressdo, incluindo fungos e bactérias, que podem ser
usados para a producéo de invertase (BROCARD-MASSON et al., 2019). Recentemente, a
producdo de invertase bacteriana por tecnologia recombinante tem despertado grande
interesse industrial, pois € uma estratégia eficiente para atender aos requisitos de
comercializacdo do mercado, possuindo alta eficiéncia de producdo e baixo custo dos
produtos finais (PALOMARES et al., 2004). Um microrganismo comumente explorado na
tecnologia recombinante é a E. coli (PEK et al., 2015), como demostrado por Vasquez-
Bahena et al., (2006) ao clonaram um gene de invertase de Z. mobilis em E. coli. Outro
exemplo da utilizacdo do microrganismo nesta tecnologia se refere ao trabalho de Tripathi
et al. (2015), que expressaram um gene de Bacillus megaterium em E. coli ndo produtora
de invertase.

Uma area de intensa pesquisa tem sido a utilizacdo de recursos renovaveis, como 0s
residuos agroindustriais, como substratos de baixo custo e prontamente disponiveis para a
producdo de enzimas, possibilitando uma forma de gerenciamento de residuos com boa
relacdo custo-beneficio (OYEDJI et al., 2017). Residuos agroindustriais apresentam uma
grande quantidade de nutrientes facilmente disponiveis, tornando-os fontes alternativas de
carbono e nitrogénio, sendo assim, um ambiente promissor para 0 crescimento e
metabolismo de bactérias (KESKIN et al., 2016). Os microrganismos possuem a
capacidade de fermentar os acUcares disponiveis nesses residuos e converté-los em
produtos de grande interesse industrial, como as enzimas. Além disso, os residuos podem

ser utilizados como mateéria-prima de baixo custo para a producdo de metabdlitos primarios
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e secundarios com baixo valor comercial (GIRALDO et al., 2012; PANDA et al., 2016;
RAFATULLA et al., 2010).

Alguns residuos utilizados até o momento para producdo da invertase bacteriana
foram bagaco de cana-de-acUcar, sabugo de milho, farelo de soja, farelo de arroz, farelo de
aveia, farelo de trigo, casca de laranja, casca de roma, casca de banana, casca de macé e
albedo em p6 (LINCONL et al., 2018; DOAN et al., 2021).

2.7 Desafios e Futuras pesquisas

A producdo de invertase bacteriana tem sido relatada somente em escala de
laboratdrio, sendo que industrialmente, as invertases sdo preferencialmente isoladas de
leveduras (SUNMONU et al., 2022). A aplicacdo das enzimas em escala industrial é restrita
pelo seu alto custo de producao e estabilidade de armazenamento. Durante 0 uso da enzima
podem ocorrer alteracbes de pH e temperatura, necessitando do emprego de técnicas de
imobilizagcdo para amenizar os custos de utilizacdo da enzima em processos industriais.
Embora o uso de invertases sollveis seja mais vantajoso em relacdo a hidrdlise com acidos,
a sua aplicacdo nesses processos em larga escala permite apenas o emprego de reatores
descontinuos, o0 que torna a operacdo onerosa (PANG et al., 2019; VITOLO et al., 2021).
Atualmente, o uso de invertases é permitido na producdo de alimentos em diversos paises,
incluindo Australia, Nova Zelandia, Canada, China, Franca e Coreia do Sul. Embora néo
haja ainda especificacdes para o uso de invertases bacterianas, o uso de invertase de S.
cerevisiae foi considerado seguro pelo comité Misto FAO/OMS de Especialistas em
Aditivos Alimentares (JECFA), por possuir a enzima, baixa toxicidade, ndo colocando em
risco a seguranca do consumidor final (VO et al., 2021). No entanto, por ser o0 mercado de
enzimas bastante competitivo, invertases bacterianas ainda ndo estdo no grupo das
hidrolases mais produzidas e comercializadas (UZUNER; CEKMECELIOGLU, 2019).

2.8 Conclusao
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As invertases bacterianas apresentam eficiéncia comparavel as invertases de
leveduras, sugerindo que ambas as fontes microbianas sdo promissoras para diversas
aplicacdes industriais. A similaridade no desempenho sugere que as invertases bacterianas
podem ser vidveis em escala industrial, proporcionando uma alternativa valiosa. No que diz
respeito aos custos operacionais, embora seja necessario um exame mais aprofundado, a
producdo de invertases bacterianas pode se revelar vantajosa no mercado de enzimas. A
eficiéncia, a adaptabilidade em diferentes meios e a rapida multiplicacdo celular das
bactérias sugerem que 0 processo pode ser otimizado, contribuindo para uma producao
mais eficiente e econémica.

Quanto a utilizacdo da invertase na producdo de agUcar invertido e na industria de
suplementos, observamos um potencial significativo. O uso dessas enzimas em processos
de producdo de acucares invertidos pode ser otimizado, proporcionando uma alternativa
viavel e eficiente. Além disso, a aplicacdo em suplementos destaca a versatilidade das
invertases, abrindo novas possibilidades para o desenvolvimento de produtos nutricionais
inovadores. Invertases bacterianas sdo, portanto, enzimas promissoras para area de
alimentos, mas é necessario que novos estudos sejam conduzidos com foco na aplicacéo

industrial da enzima.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir invertase de B. tequilensis PP6 em diferentes meios e fontes de carbono e
avaliar as propriedades bioguimicas da enzima e seu potencial na sintese de acucar

invertido e fruto-oligossacarideo.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o potencial de sintese de invertase pelo B. tequilensis PP6 mediante estudos
de diferentes meios de producao;
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e Analisar a influéncia dos acucares mascavo, demerara e sacarose P.A em diferentes
concentragdes, como fonte de carbono na producédo da invertase;

e Avaliar a influéncia da temperatura e do pH do meio reacional nas atividades da
invertase;

e Examinar a estabilidade térmica e frente ao pH da invertase produzida;

e Auvaliar a influéncia dos ions metalicos de célcio, ferro, magnésio, cobre e sédio sob
a atividade da invertase;

e Mensurar o potencial de producédo de fruto-oligossacarideos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo: manutencéo e inoculo

A linhagem bacteriana B. tequilensis PP6 foi isolada do fruto da pupunha, obtido
por meio do projeto PROCAD-AM 1707/2018 (Processo n 88881.200497/2018-01) e foi
mantida no Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Palmas, TO. A linhagem foi preservada em criotubos contendo 50% de uma
solucdo de glicerol 40%, e 50% do meio de cultura (5 g/L de peptona de carne e 3 g/L de
extrato de carne). A linhagem foi mantida a -80 °C até o momento da reativacdo. A
reativacdo foi realizada retirando a amostra do criotubo com o auxilio de uma alga
descartéavel estéril, inoculando-a em placa de Petri contendo 3 g/L de extrato de carne, 5
o/L de peptona de carne e 20g/L de &gar bacterioldgico. Os isolados permaneceram

incubados a 30 "C por 24 horas.

O pré-inoculo foi preparado em frascos Erlenmeyers (125 mL) contendo 20 mL do
meio basal composto por 3 g/L de extrato de carne e 5 g/L de peptona de carne. O meio de
cultivo foi esterilizado a 121 °C, 2 atm, por 15 min e mantido a 150 rpm, 30 ‘C por 24
horas. Dois mililitros do pré-inoculo foram utilizados para inocular os meios de cultivos

para a producgéo da enzima.
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4.2 Producéo da enzima em cultivos submersos

4.2.1. Meios de cultivo para producdo de invertase

Sete meios de cultivo foram testados buscando encontrar a melhor fonte de

nutrientes para producéo da invertase. A composic¢do dos meios foi a seguinte:

Meio Mineral Padrdo (MMP): 20 g/L de sacarose, 3 g/L de (NH4).SOa, 1,5 g/L de
KH:PO4, 3,5 g/L de NaHPO,4 0,2 g/L de MgSO. e 1,0 g/L de extrato de levedura
(adaptado de REDDY et al.,2010);

Meio 1 (M1):12 g/L de extrato de levedura, 10 g/L NaCl, 7,21 g/L NaNOs, 2,4 g/L
e KH2PO4, 12,5 g/L de K-HPO. (adaptado de YINGHUA et.al.,2007).

Meio 2 (M2): (g/L) ;(NHa4) -SO4; 0,5, KH2PO4; 0,1, MgSOs; 0,1 CaCly; 0,01, NaCl;
10 (adaptado de Bandal et al.,2021).

Meio 3 (M3): 5g/L NaCl e KCI, 1g/L de KH:PO4, CaCOs; 0,3 g/L, MnSOs e
MgSO4 e 3g CzHgN&Oz_HzO (L| et al,2022)

Meio 4(M4):14g/L de extrato de levedura, 4 g/L KH2POs, 4g/LNa;HPO,, 0,2g/L de
MgS0..7 H20, 0,001g/L CaCl; .2 Hz0, 0,004g/L FeSO,.7 H.O (COCA., 2019).

Meio 5 (M5) Peptona de carne 10,0 g/L; extrato de levedura 1,0; KH,PO,
1,0; MgSO4 .7 H.0,1; CaC|2 .2 H>0 ,1; FeSO, .7 H20 0,01; MnSO.. H>0 0,01; ZnSO4.7
H20,0,01(SILVA et al., 2021).

Meio 6 (M6): 2g/L de Extrato de levedura, 1,0 g/L; KH,PO., 0,5 g/l MgSO. .7.H-0 0,5¢/L,
KCI 0,5¢/L e FeSO47. H0 (LINCOLN; MORE., 2018).

Os cultivos submersos foram preparados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 18 mL de cada meio, acima especificado, e 2mL de pré-indculo. Cada meio foi

ainda acrescido de 1% de sacarose e mantidos por 48 horas a 150 rpm a 30 °C. O pH dos
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meios foi ajustado para 7,2 com adicdo de HCI ou NaOH 1 mol/L. Os extratos proteicos
foram centrifugados a 10 °C, a 3000 rpm por 30 minutos e congelados para avaliacdo da

atividade enzimaética. Todos os cultivos e ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.2. Efeito de diferentes fontes de carbono para producéo de invertase

O meio 2 foi submetido a novos testes variando as fontes de carbono, com trés
diferentes acucares: Sacarose P.A., acUcar mascavo e agUcar demerara, variando nas
concentracgdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% (m/v).

Os cultivos submersos foram preparados em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 18 mL do meio 2 e 2 mL de pré-in6culo. Cada meio foi acrescido de sacarose
P.A, aclcar mascavo e aclcar demerara a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% e mantidos por 48
horas a 150 rpm a 30 °C. Os extratos proteicos foram centrifugados e congelados para
avaliacdo da atividade enzimética. Todos os cultivos e ensaios foram realizados em

triplicata.

4.3 Determinacdo da concentracdo de massa celular seca

Para quantificacdo da concentracdo de massa celular seca (MCS), uma aliquota de
20 mL do caldo do cultivo submerso foi centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos (3.800 x
g). O sobrenadante foi separado para determinacdo da atividade enzimatica e a massa
celular precipitada (“pellet”) diluida em agua destilada, sendo transferidos para recipientes
pré-tarados e acondicionados em estufa de secagem a 100-105 °C, até atingir massa
constante. Os valores de massa celular (biomassa centrifugada) foram determinados
gravimetricamente a partir da pesagem dos precipitados, sendo expressos em gramas por
litro de MCS. O célculo da concentracdo da massa celular seca (em g/L) foi realizado por

meio da Equacéo (1).
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MCS (g/L) = (MRB — MRV)x1000 (1)
%

Em que MRB € igual a massa do recipiente com biomassa (g/L); MRV & igual a
massa do recipiente vazio (g/L); V é igual ao volume de amostra de cultivo centrifugado
(mL).

4.4 Caracterizacao das propriedades bioquimicas da invertase

4.4.1 Efeito da temperatura do meio reacional sobre a atividade enzimatica

Para a analise de temperatura do meio reacional foi realizada a avaliacdo em uma
faixa compreendida entre 25 e 80 °C, com intervalos de 5 °C, em tampao Mcllvaine pH

5,0. A determinacdo da atividade se realizou conforme descrito nos itens 4.6.1.

Para determinar a média entre as atividades enzimatica foi aplicado o célculo que
determina a atividade relativa (Equacdo 2). A atividade relativa € a maior atividade
enzimatica obtida, que mostra o percentual que a menor atividade obtida tem em relacéo a

maior atividade, portanto, é representada como porcentagem.

Atividade Relativa (%) = S x 100 @)

em que ATVf e ATV2 se referem as atividades final e inicial, respectivamente.

4.4.2 Efeito do pH do meio reacional sobre a atividade enzimatica



55

Para avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica da invertase, 0 pH do
extrato enzimético foi ajustado para 3,0 a 8,0, com intervalos de 0,5, com diferentes
solugbes tampdo Mcllvaine. A determinacdo da atividade foi realizada de acordo com o

item 4.6.1 e a atividade relativa foi calculada pela Equacéo (2).

4.4 3. Ensaios de estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima foi avaliada pela incubacéo do extrato enzimatico,
em banho-maria, a diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C e 60 °C) na
auséncia de substrato. Aliquotas de 1mL do extrato enzimatico foram retiradas em
intervalos de tempo pré-definidos (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 160, 200, 240
minutos) e entdo foram utilizadas para a determinacdo da atividade enzimatica conforme
descrito no item 4.6.1 Os resultados foram expressos em termos de atividade residual. A

atividade relativa foi calculada pela Equagéo (2).

4.4.4. Estabilidade frente ao pH de incubacao

A estabilidade frente ao pH foi determinada com o ajuste do pH do extrato
enzimatico (3,0 < pH < 8,0, com A = 0,5), utilizando 2 mL de tampdo Mcllvaine, com a
auséncia de sacarose e 1 mL de enzima. A atividade enzimética, como descrita no item
4.6.1, foi determinada de imediato obtendo o tempo inicial. Apds isto, as amostras foram
refrigeradas a 4°C por 24, 48, 72 e 96 horas para conserva-las e, posteriormente, obter a
atividade enzimatica. A estabilidade frente ao pH foi expressa em termos de atividade
residual da atividade enzimatica. A atividade relativa foi calculada pela Equacéo (2).

4.4.5 Efeito dos ions metalicos na atividade da invertase
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O efeito de varios ions metélicos na atividade da enzima foi determinado na
presenca de 5 mM para os ions magnésio, ferro, cobre, célcio e sodio adicionados na

mistura de reacé&o.

Para determinar a quantidade de sais adicionados ao meio reacional foi realizado o
calculo de acordo com a equagéo 3.

CxV=CxV (3)

Onde:
C: concentracdo de molaridade;

V: volume.

Os sais foram determinados 1 molar de acordo com o célculo para o preparo das

solucgdes conforme exposto na equacéo 4.

ml

M=—xV (4)

Onde:

M: molaridade (em mol/L)
m1: massa de soluto (em g)
M1: massa molar (em g/mol)

V: volume (em L)
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Neste ensaio, 10 pl de cada um dos ions metalicos foram adicionados a 790 pl de
meio reacional a 50 °C e pH 5,0,(tampao Mcllvane). O meio foi composto por sacarose a
2%. Posteriormente, a atividade da enzima foi determinada usando um espectrofotometro a
540 nm conforme descrito no item 4.6.1 E importante ressaltar que para a amostra controle

foi substituido os 10 pl dos sais por 10 pl de agua destilada.

4.5 Hidrolise da sacarose

Solucdes de sacarose de 5, 10, 20 e 30% (m/v) em tampdo citrato-fosfato 0,1 mol/L
(pH=5,0) foram submetidas a hidrolise enzimatica. Um volume de 10 mL de solucdo de
sacarose foi mantido por 5 min a 50 °C com subsequente adicdo de 1,0 mL de extrato
enzimatico aos tubos de reacdo e entdo a hidrolise da sacarose foi realizada por 180 min.
Amostras de 0,4 mL foram retiradas em intervalos de tempo distintos (0, 5, 10, 20, 30, 50,
70, 90, 120, 150 e 180 min) e submetidas a inativacdo enzimatica fervendo a 100 ° C por 5
min, depois 0,2 mL foram adicionados ao acido 3,5-dinitrossalicilico para determinar a
quantidade de agucares redutores produzidos ap6s a reagdo de hidrolise. A determinacdo de
glicose também foi realizada conforme a metodologia utilizada para realizacdo da atividade
da frutosiltransferase com o kit enzimatico GOD-POD (glicose oxidase peroxidase)
(Labtest Diagnostica S/A, Lagoa Santa, MG, Brasil). Os resultados foram expressos em

pumol de agucar redutor. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6 Métodos analiticos

4.6.1 Determinacéo da atividade invertase

A atividade enzimatica de invertase ocorreu adicionando 800 pL de uma solucdo de
sacarose P.A a 2% (m/v) em tampao Mcllvaine pH 5,0 em tubos de ensaio. Os tubos foram

mantidos a 50 °C por 5 minutos. O inicio da reagdo ocorreu com a adi¢cdo de 200 pL do
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extrato enzimatico. Foram retirados em diferentes intervalos de tempo (0 e 5 minutos) 200
pL da reacdo, adicionando-os em tubos contendo 200 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro UV-VIS a 540 nm. Esta analise
utilizando o DNS testa a presenca do grupo carbonila livre (C = O), os chamados acgucares
redutores. Segundo Deshavath et al. (2020) e Silva et al. (2003) esse ensaio envolve a
oxidacdo do grupo funcional aldeido presente no acido correspondente, enquanto o DNS é
simultaneamente reduzido a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico em condi¢fes alcalinas, essa
reacao pode ser melhor visualizada na Figura 4. Uma unidade (1U) de atividade invertase
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de frutose, por
mililitro, por minuto, (MILLER, 1959).

Figura 4: O &cido dinitrossalicilico é reduzido pelo acucar redutor, formando o &cido 3-

amino-5-nitrossalicilico, dando origem ao acido aldénico.
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Fonte: Silva et al. (2003).

4.6. 2 Determinagéo da atividade frutosiltransferase


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813020328993#!
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Os ensaios de atividade frutosiltransferase (FTase) foram realizadas pela adi¢do de
1 mL da solucdo enzimética FTase solivel em meio reacional constituido por 10 mL de
solucdo de sacarose em diferentes concentragdes diluidas em solucdo tampdo tris-acetato
0,2 mol.L* , pH 5,0 (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007) adaptado. As reacdes foram
conduzidas por 60 minutos em banho maria na temperatura de 50°C e, finalizadas em
banho com agua em ebulicdo por 10 minutos, visando inativar a enzima. A solugdo, oriunda
do meio reacional, foi utilizada para a quantificagdo das concentragdes de glicose e
acucares redutores (AR) pelos métodos GOD-PAP® (kit enziméatico comercial glicose-
oxidase) (GANAIE et al., 2014 e CUNHA et al., 2017) e acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959), respectivamente. Finalmente, as atividades de transfrutosilagdo (AT) e

hidrolitica (AH) serdo obtidas por meio das Equacgdes 5 e 6, respectivamente.

Uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilacdo (At) é definida como a
quantidade de enzima que transfere um micromol (1pmol) de frutose por minuto, nas
condicgdes experimentais estabelecidas (CUNHA, 2017; OTTONI et al., 2012; CUERVO-
FERNANDEZ et al., 2007). Assim, a concentracdo de frutose transfrutosilada é constituida
por 1-kestose, nistose e frutofuranosilnistose (OTTONI et al., 2012; CUERVO et al.,
2007). A atividade At foi calculada pela Equacéo (5):

At = [Ft].VR/tw
(5)

em que [Ft] é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (umol.L™), Vg é 0 volume
do meio de reagdo (L), t € o tempo de reacdo (min) e, W é o volume do caldo fermentado
utilizado na reacdo enziméatica (mL). Os valores de frutose liberada e frutose
transfrutosilada foram calculados pelas Equacdes (6) e (7), respectivamente (OTTONI et
al., 2012; CUERVO et al., 2007).

[F1=[AR] - [G] (6)
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[Ft] = [G] - [F] = [2G] - [AR] (7)

em que [AR], [F] e [G] sdo as concentra¢des (umol.L™) de aglcares redutores, frutose e

glicose, respectivamente.

4.7 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados pelo teste de media
e submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia utilizando o software Sisvar®. Os graficos foram gerados por meio do
software Origin® Pro 2017.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de diferentes sais inorganicos sobre a producao de invertase

Os microrganismos podem reagir de diferentes formas quando cultivados em
diversos meios de cultura, variando-se as fontes de carbono, nitrogénio, pH, temperatura,
pressdo e oxigénio. O conhecimento da formulacdo dos meios de cultura otimizados para
cada microrganismo possibilitou o isolamento, selecdo e caracterizagdo destes, fazendo-se
conhecer a sua importancia econémica e ecoldgica (MINELLI-OLIVEIRA et al., 2020),
pois é 0 meio de cultivo que vai determinar o tipo e a quantidade de metabolitos produzidos
durante a incubacdo, devido a variedade de nutrientes ofertados para o crescimento e as
vias metabolicas resultantes (HORAK et al., 2019).
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Apesar de existirem poucos relatos sobre a producdo de invertase por
linhagens do género Bacillus, Lincoln e More (2018) reportaram, como pontos chaves para
a producéo de invertase, a fonte de carbono, nitrogénio, o tempo, a temperatura e o pH em
que os cultivos foram realizados. No entanto, ainda séo escassos relatos da producédo de
invertase bacteriana com meios contendo grandes variacdes de sais. Desse modo, diferentes

cultivos foram realizados com a linhagem B. tequilensis PP6.

Sete meios de cultivo diferentes, com pH 7,2, foram testados para a producdo de
invertase com o objetivo de encontrar a maior producdo enzimatica. Os resultados foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (Tabela 5).

Tabela 5: Influéncia de diferentes meios de cultivo utilizados na producéo de invertase por B.

tequilenses PP6.

Meios de cultivo Atividade enzimatica (U/ml)
M4 1,222
MMP 1,60°
M6 1,672
M5 2,43°
M1 2,62°
M3 3,40°
M2 3,60°

*Letras iguais, na linha, ndo apresentam diferenca significativa entre si (Tukey p<0,05).

Condigdes de cultivo: Cultivos realizados com 20 % das fontes de carbono, inoculados com 2 mL

de pré-indculo, agitagdo a 150 rpm, 30 °C por 48 horas.
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O Meio 2 (BANDAL et al.,, 2020) foi 0 meio que apresentou maior média de
atividade de invertase (3,60 U/mL), embora seja um meio padrdo para a producdo de
amilase, seguido pelo Meio 3 (3,40 U/mL). O meio 2 é composto por (NH;)2SO4, KH,POy,
MgSQ,, CaCl, e NaCl. Bandal et al. (2020) utilizaram o mesmo meio de cultivo para a
producdo de amilase por Bacillus sp. H7 isolado de ambiente marinho. Nesse experimento,

0s autores otimizaram a producdo da enzima em biorreator tipo tanque agitado de 5 litros.

O Meio 3 é composto por NaCl, KCI, K;HPO,4, CaCOs; MnSO,4, MgSO, e tri-
hidrato de acetato de sddio [C,H3NaO.2(LI et al.,2022). Esse meio de cultivo foi utilizado
pelos autores para avaliar o crescimento celular de Clostridium butyricum e Bacillus
coagulans, buscando encontrar a melhor combinacdo de sais para o desenvolvimento da
cocultura destas linhagens. No presente estudo, os sais foram utilizados na formulacéo do

meio de cultivo para a producéo de invertase.

Kim et al. (2000) investigaram as condi¢cdes de fermentacdo para a producdo de
invertase por uma espécie de B. macerans EG-6. Os autores notaram que a incorporacao
fosfatos aumentou em 8% a producdo enzimatica e, entre os sais inorganicos estudados, o
MgSQ, proporcionou 0 maior crescimento celular e producédo de invertase, pois a presenca
dos sais pode desempenhar um papel crucial no crescimento celular inicial, indicando que
0S componentes sdo nutrientes importantes ao crescimento de Bacillus, o que também pode
ter ocorrido com a linhagem B. tequilensis PP6, por ser uma bactéria do mesmo género a

produzir a mesma enzima em questao.

Adicionar sais a0 meio de cultura pode aumentar a assimilacdo de substrato pelas
bactérias e melhorar a estabilidade catalitica das enzimas, pois a dissociacdo de sais em
ions em uma solucdo aquosa pode afetar a circulagdo de moléculas de &gua através da
membrana celular (KAZEEM et al., 2016). O sulfato de amdnio € um nutriente de bastante
interesse para a producdo enzimética, pois, além de ser considerado uma fonte de
nitrogénio inorganica, pode induzir a uma produtividade da molécula em estudo e diminuir
0s custos de producdo em larga escala (NANJUNDASWAMY ., OKEKE,2020; AFOLABI;
ADETAYO, 2022). Gavrailov e Ivanova (2014) realizaram um trabalho buscando analisar
a producdo de inulinase e invertase da cepa de Bacillus sp. SG113 e verificaram que a

melhor fonte de nitrogénio inorganico foi o (NH,4),SO,4 e, quando combinada, a caseina



63

estimulou o crescimento microbiano e a producdo da invertase, corroborando com 0s

resultados encontrados neste estudo.

Valores intermediarios de atividade de invertase foram observados nos meios de
cultivo M1 e M5. O meio de cultivo 1, proposto YINGHUA et al. (2007), é composto por
extrato de levedura, NaCl, NaNO3, KH,PO, e K;HPQO,. Os autores utilizaram o meio M1
para a produc¢do de B-1,3-1,4-glucanase por E. coli. O meio apresenta maior proporcao de
fonte de nitrogénio em relacdo a fonte de carbono, o que pode ter prejudicado o
crescimento microbiano e, consequentemente, a quantidade de enzimas produzidas, pois a
adicdo de fontes de nitrogénio, em excesso, podem reduzir a producdo de interesse pelo
microrganismo (AITA et al., 2019), devido a relagdo muito proxima entre o metabolismo
de carbono e do nitrogénio, onde sua assimilacao é coordenada e controlada de acordo com
a disponibilidade de ambos os nutrientes (GINESY et al., 2017).

O meio M5 proposto por Silva et al. (2020) € composto por peptona de carne,
extrato de levedura, KH,PO,;, MgS0O,.7H,0, CaCl,.2H,0, FeS0,4.7H,0, MnSQO,4.H0,
ZnS0,4.7H,0. O meio apresenta a peptona em sua composi¢do. Este nutriente € um dos
mais utilizados em preparo de meios para microrganismos que requerem aminoacidos e
vitaminas como fonte de nitrogénio organico, sendo que as peptonas mais produzidas e
utilizadas séo as de origem animal, como a de carne, utilizada neste estudo (ORAK et al.,
2019; BROLI et al., 2021). A ocorréncia da producdo de invertases por espécies de
Bacillus, utilizando peptona bacteriolégica como fonte de nitrogénio também foi explorada
por Ahmed (2008) e Awad et al. (2013), comprovando a influéncia deste nutriente sobre a
producdo enzimatica, o que pode ser atribuido ao fato de que a peptona possui maior
guantidade de proteinas disponiveis do que outras fontes organicas de nitrogénio
(NORIZAN et al., 2020).

fons metélicos podem desempenhar um papel relevante no transporte de materiais
através da membrana celular primarios (OKPALLA et al., 2022). Dentre esses ions,
destaca-se 0 MnSQO,, responsavel pela secrecdo de metabolitos primarios (OKPALLA et al.,
2022). Esawy et al. (2014) observaram que, ao se utilizar o MnSO4, , producéo enzimaética
de invertase de Aspergillus niger aumentou, quando comparada a outros sais testados no

meio de producdo. Comparando, entdo, os resultados encontrados neste estudo e os de
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Esawy et al. (2016) é possivel observar que o ion manganés apresenta uma certa influéncia
sobre a producdo de invertase de fungos ou bactérias e, embora a producdo de invertase no
meio ndo tenha sido a maior observada, é notavel que a presenca do manganés estimulou a

producdo da enzima.

O meio mineral padrdo (MMp) composto por sacarose, (NHa)2SOa4, KH2POs,
Na;HPO4, MgSO. e extrato de levedura (REDDY et al.,, 2010), foi utilizado para a
producdo de B-D-Frutofuranosidase (B-FFase) por fungos filamentosos. A partir dai vem
sendo utilizado para producéo de invertase de fungos e bactérias (BELORKAR et al., 2015;
BASTOS, 2022). Bastos (2020) ao utilizar este mesmo meio para produgédo de invertase
por Bacillus sp. PP6, alcancou um valor de atividade enzimatica (1,8 U/ml), muito proximo

ao encontrado neste trabalho (1,60 U/ml).

O M4 proposto por Coca (2019) é composto por extrato de levedura, KH2POs.,
Na;HPO,, MgS0..7 H20, CaCl, .2 H20, e FeSO,4.7 H20 e¢ foi aplicado para a produgio a-
amilase produzida por Bacillus amyloliquefaciens e 0 M6, que possui em sua composicao
extrato de levedura KH,PO,4, MgSO. .7.H-0, KCI e FeSO,7. H.O (LINCOLN e MORE.,
2018), foi empregado na producéo de B-D-frutofuranosidase por B. subtilis LYN12. Esses
foram os meios que apresentaram as menores médias para a producdo de invertase apesar
de todos possuirem extrato de levedura considerada uma fonte de nitrogénio organica

vantajosa para a producédo de enzimas (GARRIDO et al., 2018).

A menor atividade foi encontrada no meio M4. Um fator que pode ter causado essa
diminuicdo da atividade foi a presenca do FeSO, que pode ndo ter interagido de forma
benéfica com os outros sais do meio e com o B. tequilensis PP6. No entanto, Awad et al.
(2013) ao utilizarem um planejamento experimental de Plackett-Burman para avaliar a
importéncia relativa de varios nutrientes para a producao de invertase por L. brevis Mm-6,
observaram que a incorporagdo do sulfato ferroso apresentou efeito significativo sob a
producéo da invertase o que permite concluir que o FeSO, pode apresentar efeitos distintos
a depender do microrganismo em questdo, pois os efeitos da incorporacdo do FeSO, como

componente do meio na produgdo de invertase ainda ndo esta clara na literatura.

E importante ressaltar que ndo somente a presenca ou auséncia de um nutriente

pode afetar a producdo enzimatica, mas também a concentracdo desse nutriente. O MgSO,
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estd presente tanto nos meios de cultivo M2, M3, M4, M5 e M6, mas em concentragdes
distintas, o que pode ter influenciado o resultado da producdo de invertase. Oh et al. (2010)
ao analisarem a producéo de invertase por Bacillus flexus concluiram que a incorporagéo do
sal a0 meio, aumentou em duas vezes a producdo da enzima. O MgSO, desempenha
diversos papéis no metabolismo celular microbiano podendo favorecer ou inibir rotas
metabdlicas, pois se a quantidade de magnésio disponivel ndo estiver adequada a producao
de adenosina trifosfato (ATP) é diminuida o que pode ser prejudicial em um processo de
fermentacdo. O sulfato de magnesio é ainda um importante cofator enzimatico e participa
diretamente da biossintese de proteinas e estabiliza a estrutura e a funcdo dos ribossomos
favorecendo o crescimento e a sobrevivéncia bacteriana (MALIK et al., 2022;
CASTIGLIONI et al., 2018; DONG-YEON et al., 2019). Sugere-se que todos esses fatores
tenham ocorrido com o B. tequilensis PP6 nos meios em questdo, estimulando a producéo

de invertase.

Conforme apresentado nos resultados, o B. tequilensis PP6 é capaz de produzir
invertase quando recebe do meio os nutrientes adequados ao crescimento. Assim, a selecao
do meio de cultivo ideal para a producdo de invertase € uma etapa importante para o
desenvolvimento de um bioprocesso (DINARVAND et al., 2017).

5.2 Efeito de diferentes agucares sobre a producao de invertase

O meio M2 foi selecionado para 0s proximos experimentos por ter apresentado uma
producdo de invertase de 3,60 U/mL, e possuir em sua composicao apenas sais inorganicos,
o0 que facilita o processo de purificacdo da molécula-alvo. A producéo de invertase pelo B.
tequilensis PP6 foi investigada utilizando diferentes concentracdes de sacarose P.A, agucar

mascavo e agucar demerara (Tabelas 6, 7 e 8).

O acgucar mascavo é a sacarose obtida a partir do caldo de cana-de-agucar ou
beterraba (BRASIL, 2005). O processo de producdo se d& por meio do esmagamento dos
colmos maduros da cana sem que haja posteriormente o processo de clarificacdo. Este tipo
de acUcar possui em sua composicéo sacarose, frutose, glicose, potassio, calcio, magneésio,

fosforo, sodio, ferro, manganés, zinco, vitaminas A, B1, B12, B5, C, D6 e E, flavonoides e
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acidos fendlicos, acidos caféico, clorogénico e cumarico) e aminoacidos (NATALINO et
al., 2021).

O valor de pH do acgucar mascavo e outros agucares ndo refinados esta em torno de
4,55-6,3 e 0 teor de umidade apresenta variagOes entre 1,5 a 25,9%. (ZIDAN; AZLAN,
2022). Ja o agUcar demerara passa por um refinamento brando, sem a presenca de aditivos
quimicos por este motivo retem mais nutrientes e apresenta um valor nutricional maior que
a sacarose (LAROSA et al., 2021). Também é considerado um acgucar intermediario entre a
sacarose e 0 mascavo, possui em sua composi¢do uma vasta gama de minerais Mn, Mg, K,
S, P, Zn, Ca, Cu, Fe, apresentando um valor de pH por volta de 6,4 e 6,7 (SILVA et al.,
2017; BETANNI et al., 2014). Levando em considera¢do a maior quantidade de nutrientes
disponiveis nos aglcares demerara € mascavo em comparacdo a sacarose pura, buscou-se
otimizar os cultivos utilizando esses actcares como fonte de carbono. A Tabela 6 mostra os
valores de atividade enzimatica encontradas em diferentes concentracdes de sacarose

adicionadas ao cultivo submerso.

Tabela 6: Producéo de invertase de B. tequilensis PP6 em cultivos contendo sacarose como fonte

carbono
Sacarose Atividade Concentracéo celular

enzimatica (U/mL) (g/L)
S0,5 0,78° 0,10
S25 1,63% 0,62
S20 2,42° 0,44
S1,5 310% 0,44
S1,0 3,23% 0,34
S3,0 4,82° 0,70

*Letras iguais, na linha, ndo apresentam diferenca significativa entre si (Tukey p<0,05).

Condigdes de cultivo: Cultivos realizados em M2 com 0,5, 1,0, 1,5,2,0,2,5 e 3 % de sacarose como
fonte de carbono, inoculados com 2 mL de pré-indculo, agitagdo a 150 rpm, 30 °C por 48 horas.

Legenda: S - sacarose.
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No cultivo contendo sacarose como fonte de carbono, a concentracdo de 3%
apresentou a maior média de atividade enzimatica sendo que as concentracGes de 0,5% e
2% ndo apresentaram diferengas significativas entre si, e 2,0, 2,5 e 1,0 também n&o

apresentaram diferencas significativas entre si.

Dentre as fontes de carbono aplicadas nos processos de fermentacéo, a sacarose é a
mais utilizada, sendo capaz de determinar diretamente o metabolismo microbiano (ZHANG
et al., 2022). A sacarose vem sendo utilizada como fonte de carbono ideal para a producédo
de diversas enzimas, por ser uma fonte de baixo custo (BENTO et al., 2019) principalmente
para producédo de invertase de fungos e bactérias como relatado por Khaskheli et al. (2020),
que obtiveram maior atividade enzimatica de invertase produzida por S. cerevisiae quando
a sacarose foi acrescentada a 2% no meio de cultura como fonte de carbono e Guerrero et
al. (2021) que, ao conduzirem um estudo analisando a producdo de invertase e inulinase a
partir da fermentacdo Aspergillus brasiliensis, encontraram maior atividade enzimética ao
aumentar a concentragdo de sacarose ao meio de fermentacdo em estado soélido.
Benattouche et al. (2016) obtiveram maior atividade de invertase produzida por
Streptococcus sp quando sacarose a 0,4% foi incorporada ao meio de cultivo. Por sua vez,
Kim et al. (2000) concluiram que, entre as 11 fontes de carbono (glicose, frutose, sacarose,
galactose, maltose, lactose, glicerol, ranfinose, xilose, amido soltvel e insulina) testada
para producdo de invertase por B. macerans E-G6, a sacarose a 1,0 % foi a fonte mais
benéfica para producdo da enzima. Trabalhos mais recentes como o de Bastos (2020) e
Lincoln et al. (2018) também relataram utilizacdo da sacarose como fonte de carbono,
sendo que no trabalho de Bastos (2020) foi a fonte de carbono mais promissora para

producdo de invertases bacterianas.

No cultivo contendo aglcar mascavo como fonte de carbono, a concentracdo de
2,0% apresentou a maior média de atividade enzimética. As concentragdes de 3,0, 2,5 e
0,5% néo apresentaram diferencas significativas entre si, assim como as contracdes de 1,0,
1,5 e 2,0. Ressalta-se que valores acima de 2,0% provocaram queda na producdo
enzimatica demonstrando que o aglicar mascavo em excesso nao provoca efeito positivo

sobre o0 crescimento bacteriano nem sob a producdo de enzimas pelo B. tequilensis PP6. A
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Tabela 7 apresenta os resultados da adi¢do de aglcar mascavo em diferentes concentragdes

ao meio de cultivo.

O aclcar mascavo requer menos etapas de processamento, ndo sendo submetida ao
refinamento, conservando algumas vitaminas e minerais como potassio (60-400mg/100g),
magnésio (35-80mg/100g), célcio (50-350mg/100g), fésforo (30- 80mg/100g), ferro (4-
10mg/100g), manganés (1-5mg/100g), zinco (1-4mg/100g) e sodio (40- 70mg/100g), sendo
0 aglcar que mais se aproxima da composicdo da cana de aclcar (NATALINO et al.,
2021). O aglcar mascavo ja vem sendo utilizado em processos fermentativos para
producdo de enzimas como demonstrado em um estudo recente para a producao de celulase
por Bacillus pseudomycoides, concluindo que a produgdo maxima de celulase ocorreu com
a introducdo de 1% de bagaco de cana de agucar ao meio de cultura, indicando que a
utilizacdo desta fonte e de seus derivados, ja que a composi¢do entre a cana de agucar e 0
acucar mascavo é muito semelhante e benéfica para producdo enzimatica (DESTRO et al
2019; PRAMANIK et al., 2021).

Tabela 7: Produgdo de invertase de B. tequilensis PP6 em cultivos contendo agucar mascavo como
fonte carbono.

Acucar mascavo Atividade enzimatica (U/ml) Concentracéo celular

(9/L)
M 3,0 0,56 ° 1,35
M 2,5 1,122 0,81
M 0,5 1,332 0,37
M 2,0 4,13% 0,72
M 1,0 2,80%° 0,50
M 1,5 2,50 % 1,68

*Letras iguais, na linha, ndo apresentam diferenca significativa entre si (Tukey p<0,05).

Condicoes de cultivo: Cultivos realizados em M2 com 0,5, 1,0, 1,5,2,0,2,5 e 3 % de aglcar mascavo
como fonte de carbono, inoculados com 2 mL de pré-indculo, agitagdo a 150 rpm, 30 °C, por 48

horas. Legenda: M - aglcar mascavo.
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A producdo de invertase utilizando aclUcar mascavo ja foi testada por
Laothanachareon et al. (2022), que relataram a produgéo de enzima por por A. niger TL19
ao consumir bagaco de cana de agucar como fonte de carbono. O aglcar mascavo é uma
fonte de carboidrato prontamente disponivel para diferentes microrganismos, como as
bactérias, que o utilizam esta fonte para producdo de kefir. Uma das razdes pela qual o
acucar mascavo é benéfico ao crescimento microbiano é devido ao seu alto teor de
umidade, diferente do que é encontrado na sacarose (LYNCH et al., 2021; FUHR., 2020).
N&o ha muitos relatos em literatura da utilizacdo de agUcar mascavo para producdo de
invertase bacteriana. No entanto, um estudo conduzido por Shah et al. (2013) indicou que o
acucar mascavo foi capaz de estimular a producdo de invertase por uma cepa bacteriana
(HIN-1) quando introduzido a 2% no meio de cultura, corroborando com os resultados aqui
mencionados, permitindo aos autores a conclusdo de que o aglcar mascavo poderia ser um

substrato promissor para producdo de invertases bacterianas.

Nos meios de cultivo, contendo agucar demerara, a maior atividade enzimatica pode
ser encontrada na concentracdo de 3%, e a producdo enzimatica foi proporcional a

concentracdo do agucar adicionado. Os valores sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Producdo de invertase de B. tequilensis PP6 em cultivos contendo aglicar demerara como

fonte de carbono.

Acucar Demerara Atividade enzimatica Concentracéo celular

(U/ml) (g/L)
D05 1,652 0,45
D1,0 1,85° 0,62
D15 2,10° 1,0
D25 2,97°2 1,23
D 2,0 342° 1,13
D 3,0 5,532 1,24

*Letras iguais, na linha, ndo apresentam diferenca significativa entre si (Tukey p<0,05).
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Condigdes de cultivo: Cultivos realizados em M2 com 0,5, 1,0, 1,5,2,0,2,5 e 3 % de aglcar mascavo
como fonte de carbono, inoculados com 2 mL de pré-indculo, agitagdo a 150 rpm, 30 °C, por 48

horas. Legenda: D - aglcar demerara.

Como mencionado no item 4.2, a producdo do agUcar demerara passa por um
processo de refinamento mais brando o que permite manter em sua composi¢do muitos sais
minerais (RIBEIRO et al., 2020). Essa maior quantidade de sais disponiveis aos
microrganismos pode ter influenciado a producdo enzimatica. Até o momento ndo ha
relatos na literatura do uso deste actcar como fonte de carbono para producdo de invertase

nem de outras enzimas.

Com relacdo a concentracdo de massa seca celular produzida, o aclicar mascavo se
comportou como o melhor indutor do crescimento microbiano, apresentando, entre os 3
acucares testados, o maior valor de massa celular (1,68 g/L), na concentracdo de 1,5%. O
que permite concluir que a atividade enzimatica, neste estudo é independente da quantidade
de massa seca celular produzida, pois por mais que a maior atividade enzimatica tenha sido
encontrada com a concentracdo de 2% de aclcar mascavo, a massa celular produzida foi
uma das menores encontradas. Com relacdo ao agucar demerara, a concentracdo de massa
celular foi proporcional ao valor de atividade enzimatica. Este resultado também foi
encontrado quando sacarose foi introduzida ao meio, pois 0 maior valor de atividade
enzimatica (4,82 U/ml) e massa celular produzida (0,70 g/L), foram encontradas na
concentracdo de 3% de sacarose, indicando que essa concentracdo foi benéfica tanto para

producdo da enzima, quanto para o crescimento microbiano.

5.3. Propriedades bioquimicas da invertase de B. tequilensis PP6

5.3.1 Influéncia da temperatura do meio reacional na atividade enzimatica

Na Figura 5 sdo apresentados os resultados para o efeito da temperatura sobre a
atividade de invertase de B. tequilensis PP6.
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A maior atividade de invertase (5,37 U/mL) (100,00 %) foi encontrada na
temperatura de 55 °C. A enzima apresentou um aumento gradativo na atividade de 25 °C
(9,37%) até 55 °C. A partir de 60 °C houve um declinio na atividade de 30% (1,6 U/mL) a
80 °C. Para as temperaturas de 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C, a enzima apresentou,
respectivamente 2,49 U/mL, 2,90 U/mL, 3,42 U/mL, 3,33 U/mL e 5,35 U/mL. Varias
invertases bacterianas podem apresentar atividade 6tima entre 50 °C e 55 °C (YOON et al.,
2007; BENATTOUCHE et al.,2016; OMORI et al.,2010; CHEN et al.,2020; AVILA-
FERNANDEZ et al.,2016; BASTOS et al.,2022

Figura 5: Influéncia da temperatura do meio reacional na atividade de invertase produzida
por B. tequilensis PP6.
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Condigdes do experimento: Atividade de invertase realizada em diferentes temperaturas: 20 °C a 80
°C, em tampé&o Mcllvaine pH 5,0 por 5 minutos.

Kaur e Sharna et al. (2005) isolaram do solo bactérias produtoras de invertase e

encontraram as melhores atividades da enzima em uma faixa de temperatura entre 50 °C e
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60 °C, indicando a natureza termotolerante da enzima. Neste estudo, os autores também
observaram uma queda gradual da atividade enziméatica a medida que a temperatura
aumentou a partir de 65 °C. Park et al. (2001) também encontraram a maior atividade da
invertase em 50 °C para invertase produzida por B. macerans EG-6. Encontrar a
temperatura ideal para atividade das enzimas é necessario para evitar a desnaturacdo e

consequente queda na atividade enzimatica (PAUL et al., 2021).

5.3.2 Influéncia do pH do meio reacional na atividade enzimatica
Na Figura 6 sdo apresentados os resultados para a atividade enzimatica da invertase

de B. tequilensis PP6 para diferentes valores de pH do meio reacional.

Figura 6: Influéncia do pH do meio reacional na atividade de invertase produzida por B.

tequilensis PP6.
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CondigOes do experimento: Atividade de invertase realizada em diferentes pH (3,0 < pH <
8,0, com A =0,5) a 50°c pH 5,0 por 5 minutos.

O pH do meio reacional tem grande influéncia na manutencéo da estrutura proteica
e da atividade das enzimas, pois é capaz de interferir diretamente no estado de ionizacao
das cadeias laterais de aminoacidos. Esse processo de ionizacao é afetado pela mudanca no
pH e, consequentemente, ocorrem alteracBes no sitio ativo das enzimas o que afeta
diretamente a atividade enzimatica (SHAHEEN et al., 2008).

A invertase de B. tequilensis PP6 apresentou 100% de sua atividade enzimatica em
pH 5,0 (5,62 U/mL). No pH 6,0 a enzima apresentou 51,96% de sua atividade e no pH 8,0
apresentou apenas 26,08% de atividade. O pH e a temperatura, natureza do meio e presenca
de ativadores e inibidores sdo fatores que podem influenciar a catalise enzimaética,
sugerindo gue toda enzima tem um valor de pH no qual sua atividade catalitica € maxima.
Nas condigdes experimentais previamente determinadas, esse valor é definido como o pH
Otimo da enzima. Quando a enzima e submetida a um pH extremo, fora da zona do seu pH

Otimo, sua atividade pode ser perdida em consequéncia da desnaturacdo proteica devido a
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alteracdo entre os grupos catiénicos e aniénicos da superficie da proteina (ARSALAN;
YOUNUS, 2018; KURIBAYASHI et al., 2021). Além de que, a maioria das enzimas tem
grupos —NH; (amino) e —-COOH (carboxila) e cada enzima tem um ponto isoelétrico
especifico (HAKKOYMAZ; MAZI, 2020).

A invertase pode ser produzida por diferentes microrganismos e em diferentes
partes da célula, podendo ser intracelular ou extracelular apresentando diferentes pH
0timos; 0 que é vantajoso para as aplicacdes industriais da enzima (ALMEIDA et al 2018;
(BARBOSA et al., 2018) e por mais que a invertase bacteriana seja ativa em uma ampla
faixa de pH, sua atividade torna-se mais elevada quando se encontra em pH 6timo (YOON
et al., 2007). Apresentando resultados semelhantes com o encontrado nesta pesquisa, Kaur
e Sharma (2005), caracterizaram uma invertase produzida por Streptomyces sp. com
atividade maxima em pH 5,0, com queda da atividade a partir do pH 6,0 onde se manteve
estavel até pH 10. A invertase produzida pela linhagem de B. macerans EG-6 foi estudada e
apresentou pH ideal em 5,0 (PARK et al., 2001). Omori et al. (2010) encontraram valor de
pH 6timo em torno de 5,7 para invertase produzida por Bifidobacterium adolescentis G
expressa em E. coli. Diversos estudos mostram que invertases bacterianas apresentam o pH
ideal por volta de 6,0 e 6,5, como no estudo de Jedrzejczak-Krzepkow et al. (2011) que
encontraram para a invertase de B. longum KN29.1 um pH ideal de 6,0 e Liu et al. (2021)
gue encontraram atividade maxima de uma invertase extraida de M. trichothecenolyticum
Dz13 em 6,5, mostrando mais uma vez a capacidade que a invertase bacteriana tem de ser
ativa em diferentes pH. Outros autores também encontraram atividade 6tima da invertase
proximo aos valores de pH 6,0 como no estudo conduzido por Du et al. (2013) para
invertases de E. coli XL1-blue, indicando que o melhor pH da enzima foi encontrado em
6,0 e Chen et al. (2014) para invertase de L. plantarum que também determinaram ser 6,0 0

pH ideal para atividade da enzima

5.3.3. Estabilidade térmica da invertase

Na Figura 7 sdo apresentados os resultados para a estabilidade térmica de invertase

de B. tequilensis PP6 em temperaturas que variaram de 30 °C a 60 °C. A invertase
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apresentou estabilidade de 99,64% ap6s 60 minutos de incubacdo a 30°C e apresentou
queda na atividade relativa somente ap6s 24h, em apresentou 39,64 % de sua atividade. A
invertase reteve 72,73% da sua atividade em temperatura de 40 °C apds 60 minutos de
reacdo e a 24h apresentou, portanto, 18,4% de atividade. Na temperatura de 45 °C a
invertase reteve 91% da sua atividade até 20 minutos de incubacéo sendo que, apo6s 1h de
reacdo apresentou 61,13% de atividade e ap6s 24h a atividade enzimética reduziu para
20,44%. Na temperatura de 50 °C a invertase reteve 30,7 % da sua atividade apds 20
minutos e permaneceu nessa faixa até 60 minutos de reacdo. Ja para a temperatura de 55 °C,
foi observada uma queda de mais de 50% na atividade inicial logo apés 10 minutos de
reacdo. Na temperatura de incubacdo mais elevada, 60 °C, a enzima apresentou 35% de
atividade ap6s 5 minutos de incubacédo, permanecendo nessa faixa de atividade ainda por 60
minutos. Esses resultados corroboram com os encontrados na literatura, levando em
consideracdo que a temperatura aumenta a velocidade de reacdo somente enguanto a
enzima é capaz de manter sua conformacao nativa, 0 que ocorre para a maioria das enzimas
em até 55 °C (MARZOCO; TORRES, 2017).

E perceptivel que & medida que a temperatura aumenta a estrutura catalitica da
invertase se altera, fator que pode estar diretamente relacionado com as ligagdes nao
covalentes responsaveis pela preservacao da estrutura da enzima. Essas ligaces envolvem
forcas de Van der Waals, interacGes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas e, que quando submetidas a altas temperaturas sdo interrompidas,
desnaturando as proteinas (AVILA et al., 2021).

Mesmo apds 100 minutos de incubacédo a invertase apresentou atividade para todas
as temperaturas testadas sendo que nas temperaturas de 30 °C, 40 °C, 45°C, onde as
enzimas foram incubadas durante 24h os resultados foram, respectivamente, 39,6%,
18,47% e 20, 44%.

Figura 7: Estabilidade térmica da invertase
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CondicOes do experimento: Atividade de invertase avaliada a 10, 20, 30, 40, 50 e 60

minutos nas temperaturas de 30°C a 60°C em tampédo Mcllvaine pH 5,0 por 5 minutos.

Interessante notar que a invertase de B. tequilensis PP6 é mais estavel que algumas
invertases produzidas por bactérias. A invertase de B. adolescentis G1 foi estavel até a
temperatura de 50°C e totalmente inativada a 60°C (OMORI et al., 2010). Lincoln e More
(2018) observaram que a invertase de B. subtilis apresentou termo estabilidade a 40 °C
(81% de atividade ap06s 6 horas de incubacao).

Outras espécies de bactérias podem produzir invertases ainda mais estaveis, como a
T. neapolitana que mesmo em altas temperaturas (80-85°C) a invertase reteve ainda 50%
de sua atividade ap0s 6 horas de incubacdo (DIPASQUALLI et al., 2009). No entanto, a
invertase estudada por Yamamoto et al. (1986), apresentou comportamento similar a
invertase de B. tequilensis PP6, quando submetida a 55 °C, apresentando 37% de sua

atividade apos 15 minutos de incubacdo. A invertase de B. tequilensis PP6 foi, no entanto,
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mais estavel que a invertase de Z. mobilis que reduziu em 50% apo6s 20 min, a 40 °C
(VALLEJO-BECERRA et al., 2008), sendo que a invertase aqui caracterizada manteve
73% de sua atividade nas mesmas condiges.

Por mais que a faixa de estabilidade térmica da invertase varie amplamente na
literatura, enzimas termoestaveis sdo preferidas para aplicacfes industriais (VAVITSAS et
al., 2022). Portanto, a invertase do B. tequilensis PP6 é um potencial enzima industrial,

considerando sua temperatura 6tima e estabilidade térmica.

5.3.4. Estabilidade da invertase frente ao pH de incubacéo

A invertase da cepa B. tequilensis PP6 demonstrou estabilidade em uma ampla faixa
de pH (3 a 8), retendo atividade entre 68,2% e 61,75% apds 24 horas de incubacdo. Nota-se
uma estabilidade maxima de 100% em pH 5,5 a 6,5, enquanto o pH 5,0 exibiu a menor
estabilidade (31,45%), possivelmente influenciada por fatores como ions metalicos,

cofatores e a condicdo bruta da enzima.

Em pH 35 e 75, ocorreu um pico de atividade de 138% e 115,08%,
respectivamente, apos 24 horas, indicando influéncia do estado de ionizacdo da enzima na
estabilizacdo da conformacdo proteica (NELSON; COX, 2014). Comportamento
semelhante foi observado em pH 4,0, 5,5, 6,0, 6,5 e 7,0 apds 48 horas de incubagdo, com
valores de 89,6%, 104%, 122%, 122,3% e 153%, respectivamente.

Em condicGes alcalinas (pH 8,0), a enzima reteve 61,75% de atividade apos 24
horas, diminuindo para 35,03% em 48 horas e atingindo 14,63% em 96 horas. Destaca-se
uma maior estabilidade na faixa de pH 6,0 a 7,5, com o pH 6,5 apresentando a maxima

estabilidade.

Os resultados assemelham-se aos da invertase de B. subtilis, que manteve 80% de
atividade entre os pH’s 6,0 ¢ 7,0 em 6 horas (LINCOLN et al., 2018). Benattouche et al.
(2016) observaram que uma invertase bacteriana manteve 100% de atividade em 24 horas
em pH 6 a 7, mas perdeu cerca de 56% em pH 8 . Essas caracteristicas da invertase de B.

tequilensis PP6 s&o promissoras para aplica¢des industriais devido a sua atividade também
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em pH neutro e estabilidade para armazenamento prolongado (Du et al., 2013). Na Figura 8
séo apresentados os resultados para a estabilidade em pH de invertase e por B. tequilensis
PP6. A enzima foi avaliada de acordo com a atividade enzimatica, para uma faixa de pH

compreendida entre 3,0 e 8,0 apds a incubacao de 24, 48 e 96 horas a 10 °C.

Figura 8: Estabilidade frente ao pH de incubacéo da invertase produzida por B. tequilensis
PP6.
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CondicOes do experimento: Atividade de invertase avaliada a 24, 48 e 96 horas nos pH

variando de 3,0 2 8,0 (3,0 <pH < 8,0, com A =0,5) em 50°C por 5 min.

5.3.5. Efeito de ions metalicos sob a atividade de invertase

O efeito de diferentes ions metalicos (magnésio, ferro, cobre, célcio e sodio) sobre a

atividade da invertase de B. tequilensis PP6 foi analisado na concentracdo de 5 mM por pré-
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incubacdo da enzima com os ions (Figura 9). O controle sem a adicéo de ions metalicos ao

meio reacional foi expresso como 100%.

Figura 9: Efeito de diferentes ions sobre a atividade da invertase produzida por B.
tequilensis PP6.

180
160—-
140—_
120—_

100

Atividade relativa(%)
32 8
1 L 1

B
o
1 L

N
o
L | L

o
|

Magnésio  Ferro Cobre calcio sodio padréo

Sais

Condigdes do experimento: Atividade de invertase realizada com a presenca de 5 mM dos ions de
Mg, Fe, Cu, Ca e NaCl no meio reacional pH 5,0 a 50°C por 5 minutos.

A adicdo de sal pode afetar o sitio ativo nos residuos de aminoacidos e na superficie
externa da enzima, causando assim distor¢des estruturais na enzima ou alteracGes de carga
nos aminoacidos cataliticos (EL-GHONEMY et al., 2023). A atividade da invertase sem a
presenca dos sais foi de 3,71 U/mL, correspondendo a 100% de atividade. Neste estudo, a
maior inibi¢do foi observada com a presenca do sédio que correspondeu apenas a 22,85%
em relacdo ao controle. A adicdo de cobre ao meio reacional, correspondeu a uma atividade
de 35,37% (1,31 U/mL) comparada ao controle. A adicdo de ferro ao meio reacional

aumentou a atividade em 156,99 (5,83 U/mL). O ferro também ja se comportou
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anteriormente como um estimulador da atividade enzimatica de invertases bacterianas
como no estudo de Liu et al. (2021), em que a presenca de ions de ferro aumentaram a
atividade da enzima para 169,5% em relacdo ao controle. Isto indica que o ferro é capaz de
realizar alteracGes na organizacdo molecular da enzima estimulando a biocatalise (SINGH
etal., 2017).

Atividades intermediarias foram encontradas com a presenca do magneésio e calcio.
Os dois sais também estimularam a atividade enzimatica, e quando comparadas a amostra
controle corresponderam a, respectivamente 100,8% e 120,35%, o que indica que o efeito
desses ions pode ser importante na utilizacdo de matérias-primas com alto teor de sal
(RUBIO; ROSA.,2022). A presencga do célcio pode influenciar a remocdo de inibidores
enzimaticos e favorecer a manutencdo do substrato no sitio ativo da enzima de forma mais
eficiente, além de conferir protecdo térmica em altas temperaturas. Outro fator que pode
explicar o aumento da atividade da invertase na presenca do célcio é forca ibnica exercida
sobre a enzima, uma vez que a esta forca é responsavel pela estabilidade coloidal das
proteinas (EL-GHONEMY et al., 2005; OYEDEJI et al., 2017).

O cobre parece ser um inibidor comum da atividade de invertase bacteriana
(LINCOLN et al., 2018; YOON et al., 2007; WARCHOL et al.,2002; DISPASQUALI et
al.,2009). Essa diminuicdo da atividade pode ser devido as reacBes de oxidacdo-reducéo
catalisadas pelos ions de cobre sob os residuos de cisteina das proteinas para formar pontes
dissulfeto intramoleculares ou &cido sulfénico, causando alteragfes estruturais e funcionais
A reducdo da atividade pelo ion de cobre também pode indicar a presenca de grupos tiol ou
residuos de histidina, onde a acdo do cobre pode desestabilizar o dobramento da
conformacdo da enzima ou levar a formacao de interacdo quimica em posicdes irregulares
dentro da proteina (DE LOS SANTOS et al., 2016). Sais que favoreceram a atividade
enzimatica podem estar envolvidos na manutencao do substrato em uma posi¢do vantajosa
dentro do sitio ativo da enzima, possibilitando a realizacdo de uma reacdo adequada, além
de que também pode favorecer remocdo de outros compostos inibidores da atividade
enzimatica e proporcionarem protecdo da enzima contra a desnaturacao térmica (OYEDEJI
etal., 2017).
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5.4. Producédo de agucar invertido

A hidrdlise da sacarose foi realizada na concentracgéo inicial de 5-30% (m/v), 50 °C
e pH 5,0. Na menor concentracdo de sacarose analisada (5%) as reagdes de hidrolise
realizadas pela invertase do B. tequilensis PP6 atingiram a maior producdo de agucares
redutores de 3,18 g/L apds 150 minutos de reacdo. Ao aumentar a sacarose em até 10%, a
producdo maxima de acucar redutor foi observada apds 180 min de reacdo (4,11 g/L)
(Figura 10). Observando a capacidade da invertase de produzir aglcares redutores em
maiores concentracOes de sacarose (20% e 30%) obteve-se a maior producdo em 120
minutos (3,88 g/L) e 150 minutos (3,16 ¢/L) para as duas concentracBes testadas
respectivamente, indicando ser 10% a concentracdo mais vantajosa de sacarose para
producdo de acglcares redutores pela invertase em estudo. Este resultado pode ser atribuido
ao fato de que grandes quantidades de sacarose podem bloquear a producdo do agUcar
invertido, pois ligagBes de hidrogénio se formam entre as moléculas de sacarose causando
um dobramento da molécula e impedindo a acdo da invertase, geralmente as ligagdes
comecam a ser formar em concentracdes acima de 22,3% (ZHOU et al., 2016;
KERAMATE et al., 2015).

O principal produto da hidrélise da sacarose € o agUcar invertido ou xarope de alto
teor de frutose, utilizado pelas indudstrias alimenticias por ser mais doce que a sacarose e
por possuir alta solubilidade e evitar a cristalizacdo de produtos de confeitaria e panificacdo
(VITOLO, 2021). Diante disso, a invertase de B. tequilensis PP6 apresenta grande potencial

de aplicacdo industrial.

Figura 10: Producdo de acgucar invertido pelo B. tequilensis PP6.
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Invertases quando submetidas a concentracOes de sacarose acima de 10% podem
apresentar atividade de transfrutosilacdo e produzir fruto-oligossacarideos (BARROS et
al.,2020). Sendo assim, o potencial de producéo de frutose transfrutosilada pela invertase
de B. tequilensis PP6 também foi observado (Figura 11).

A produgdo méxima de frutose transfrutosilada foi observada na concentracdo de
sacarose a 20% (14,72 g/L) ap6s 90 minutos de reacdo. Valor semelhante também foi
observado na concentragdo de 30% no mesmo intervalo de tempo (14,60g/L). Na menor
concentracdo testada o maior valor observado foi de 0,77g/L apds 10 minutos de reacdo e
apos 70 minutos ndo houve mais producdo, 0 mesmo ocorreu na concentracdo de 10% apos
90 minutos.

Neste caso, observa-se que o aumento gradual da concentragdo de agUcar
proporcionou maior produgdo de frutose transfrutosilada. Valores superiores de
concentracdo de acucar para sintese de FOS pela invertase foram relatados por Khandekar
et al. (2014). Os autores analisaram a produgéo de FOS por S. cerevisiae, concluindo que a

producdo ocorreu em concentragOes de sacarose acima de 200 g/L e que o pico de producéo
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aconteceu quando quantidade de sacarose foi de 525 g/L, por volta de 2 a 3 horas de reacéo,

sendo possivel produzir 10% de FOS.

Apesar de poucos relatos na literatura da producdo de FOS por invertase bacterianas
com atividade de transfrutosilagdo, um estudo de Hernalsteens e Maugeri (2008) identificou
uma invertase de Cryptococcus sp. (LEB-V2) com atividade de frutosiltransferase capaz de
produzir fruto-oligossacarideos tendo sacarose a 50% como substrato da reacdo. Nesta

pesquisa a producdo maxima de FOS foi de 170 g/l ap6s 48 horas de reacéo.

Fruto-oligossacarideos € um grupo de carboidratos solUveis e indigeriveis com
atividade prebiotica, pois estimulam o crescimento de microrganismos benéficos no trato
gastrointestinal humano (BRADHA et al., 2022). O FOS é um produto de grande interesse
industrial,pois podem ser potenciais ativadores do sistema imunolégico e auxiliam na
reducdo dos niveis de colesterol e triacilglicerois e melhoram a absor¢do de célcio e
magnésio pelo intestino, podem ainda ser aplicados na producdo de adocantes nao
cariogénicos (DE LA ROSA et al., 2019).

Figura 11. Producéo de Frutose trasnfrutosilada a partir da invertase de B.tequilensis PP6
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Uma nova linhagem de Bacillus (B. tequilensis PP6), com poucos relatos em
literatura, foi utilizada para producdo de invertase onde observou-se que o B. tequilensis
PP6 foi capaz de produzir a enzima em todos eles, sendo a maior atividade encontrada no
meio 2 (3,60 U).Trés acucares diferentes também foram testados como fonte de carbono,
sacarose P.A, agUcar mascavo e aglcar demerara, sendo o agUcar demerara foi a fonte de
carbono mais favoravel (5,53 U/ml) para producdo da enzima, na concentracdo de 3,0%. O
estudo das caracteristicas bioquimicas analisadas sugere que a enzima apresenta atividade
aumentada em pH 5,0 e 55°C, valores comumente encontrados para outras invertases
bacterianas. A enzima foi estavel nas temperaturas 30°C, 40°C e 45°C por 60 minutos e nos
pHs de 3,0 a 8,0 por 24 horas.

Ao analisar a influéncia de ions foi possivel observar resposta positiva na presenca
do ferro e magnésio, ja a presenca do cobre e calcio causaram queda na atividade da
invertase. O estudo das caracteristicas quimicas da invertase de B. tequilensis PP6 indica o
alto potencial de aplicacdo na industria de alimentos visto que o dois agucares testados
(demerara e mascavo) sao mais baratos que a sacarose e 0s meios de producdo testados sdo
simples e de facil acesso, possibilitando a producdo da enzima em larga escala. Outra
caracteristica da invertase produzida é sua capacidade de produzir fruto-oligossacarideos,
podendo ser considerada umas das poucas invertases bacterianas com capacidade

transfrutosilante avaliada.
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