PRODUCAO DE LACTOSACAROSE POR $-FRUTOFURANOSIDASE
DE Bacillus sp n® 417 A PARTIR DE LACTOSE E SACAROSE!
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RESUMO

Entre 1341 linhagens de microrganismos isolados a partir de amos-
tras de solos, flores e frutos e testados quanto a produgéo de
p-frutofuranosidase com atividade de transferéncia para producéo
de lactosacarose foi selecionado uma linhagem, identificada como
Bacillus sp n°417. Verificou-se que apds 8 horas de reagédo, a
proporgéo de lactose e sacarose 1:1 (p/p) e 20% de concentragio
de aglicares totais, a uma temperatura de 45°C e pH 5,6 foram as
melhores condigdes para produgdo de lactosacarose.
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SUMMARY

LACTOSUCROSE PRODUCTION BY p-FRUCTOFUNOSIDASE
FROM Bacillus sp n® 417 USING LACTOSE AND SUCROSE
MIXTURE. One thousand three hundred and fourty one strains of
microorganisms were isolated from soil, flower and fruit samples and
examineted for production of b-fructofuranosidase. This enzyme
produces lactosucrose from mixture of lactose and sucrose. Six
strains of microorganisms were selected as lactosucrose producers.
Among them, one strain, identified as Bacillus sp n® 417, showed
high b-fructofuranosidase transfer activity to lactosucrose producti-
on. The optimum pH and temperature for lactosucrose production
were 5,6 and 45°C, respectively. The best condition for the lactosu-
crose production were: 8 hours of reaction; a ratio lactose to sucrose
of 1:1 (w/w) and a total sugar concentration of 20% (1:1, wjw).
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1 —INTRODUCAO

A lactosacarose (O-p-D-galactopiranosil-(1-4)-O-a-D-
glicopiranosil-(1-2)-p-D-frutofuranosideo) ilustrada na Figu-
ra 1, € um agticar formado pela transferéncia de residuos
frutosil provenientes da sacarose para a lactose catalisada
pela p-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26, p-D-frutofuranosi-
deo frutohidrolase) microbianas. Este agticar possui baixo
teor calérico e também estimula o crescimento seletivo de
Bifidobacterias no intestino humano (4, 10). Mantém as
caracteristicas fisico-quimicas desejaveis e dogura, aproxi-
madamente, de 30% comparada a sacarose (6).

BACON & EDELMAN (1) relataram que a sacarase
(B-frutofuranosidase) de leveduras e fungos podem sinteti-
zar oligo e heterossacarideos pela transferéncia de residuos
de frutosil da sacarose para aceptores adequados.
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FIGURA 1. Estrutura de Lactosacarose.

HESTRIN et al (2) demonstraram que a transferéncia
reversivel de grupamentos frutofuranosidicos de um aldosi-
deo, que serve como doador, para o oxigénio do carbono
anomerico de um outro aldosideo, que atua como aceptor,
foi catalisado pelo sistema enzimatico da levansacarase.
Conseqiientemente, FEINGOLD et al provaram que a levan-
sacarase catalisou a transferéncia de um residuo de frutosil
proveniente da rafinose para o oxigénio do carbono anomé-
rico da galactose sendo formado um novo dissacarideo
denominado D-galactopiranosil-D-frutofuranosideo (galsu-
crose).

Vaérios autores reportaram a agéo da p-frutofuranosida-
se com atividade de transferéncia onde os principais aglica-
res formados foram os frutooligossacarideos (1-kestose,
nistose e frutofuranosilnistose) (7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15).
Entretanto FUJITA et al (5) descreveram que a p-frutofura-
nosidase de Arthrobacter sp K-1 catalisou a transfrutosila-
gao para diversos aceptores formando, por exemplo, fruto-
silxilosideo (5) e lactosilsucrose (lactosacarose) (6).

O objetivo desse trabalho foi isolar uma nova linhagem
de microrganismo que produz p-frutofuranosidase com alta
atividade de transferéncia para produgéo de lactosacarose
e a definicao de alguns pardmetros para sua produgéo.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Materiais

Todos os reagente quimicos utilizados foram da marca
Merck e padrdo analitico de lactosacarose foi obtido da
Daiichi Chemical Co. (Tokyo, Japao). Foram utilizados ainda
balangas analiticas e semi-analiticas, potenciémetro, es-
pectrofotdmetro UV-Vis Beckman D-70, centrifuga refrige-
rada, HPLC CG- 480C com detector de indice de Refragdo
CG-410, mesa rotativa com temperatura e agitagdo contro-
lada, entre outros. Os meios de cultura utilizados foram
todos das marcas Difco e Merck.

2.2 — Isolamento do Microrganismo

Foram coletadas amostras de diversas regiges do pais.
As amostras consistiam de solos, flores e frutos. Para as
amostras de solo, foram feitas suspensées utilizando 1
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grama de solo em 10ml de &gua destilada estéril e inocula-
das em placas de Petri contendo meio de cultura composto
de 4% de sacarose, 0,4% de extrato de carne, 1% de
peptona e 2% de &gar e incubados a 30°C por 24 - 48 horas.
Para o isolamento de microrganismos a partir de amostras
de flores e frutos, as mesmas foram inoculadas em er-
lenmeyer de 50ml contendo 10ml de meio de cultura de
enriquecimento composto de 40% de sacarose e 1% de
extrato de levedura e incubados em mesa rotatdria a
200rpm, 30°C por 72 horas (9). Em seguida, o caldo de
fermentagéo foi inoculado em placas de Petri contendo
mesmo meio de cultura citado anteriormente e incubados a
30°C por 24 - 48 horas. Apos a incubagdo, as colbnias
isoladas foram transferidas para tubos de ensaios contendo
mesmo meio de cultura inclinado e armazenados em gela-
deira.

2.3 - Selecdo de Microrganismos Produtores de
p-frutofuranosidase

Os microrganismos isolados foram testados quanto a
producéao de p-frutofuranosidase. Foram inoculados em er-
lenmeyer de 50ml contendo 10ml de meio de cultura com-
posto de 4% de sacarose, 0,4% de extrato de carne e 1%
de peptona e incubados em mesa rotatéria a 200rpm, 30°C
por 72 horas. Apds incubagao, o meio de cultura fermentado
foi centrifugado para separar a massa celular. O sobrena-
dante obtido foi testado quanto a produgdo de p-frutofura-
nosidase.

2.4 - Determinagéo da Produgdo de p-frutofuranosi-
dase por Cromatografia Descendente em Papel

Aliquotas de 10pl do sobrenadante dos meios de cultura
obtidos de acordo com o item anterior foram aplicados em
papel cromatografico Whatmam n2 1, tratado previamente
com &cido bérico 0,25M. O sistema de solvente utilizado
para a cromatografia descendente em papel foi acetato de
etila:isopropanol:agua destilada na proporgdo 6:3:1 (v/v),
respectivamente. Os aglicares foram detectados utilizando
revelador difenilamin-anilina-acido fosférico (16).

2.5 - Selecédo de Microrganismos Produtores de
Lactosacarose

Os microrganismos produtores de p-frutofuranosidase,
selecionados de acordo com o item anterior foram testados
quanto a produgéo de lactosacarose.

A mistura de 100ul de solugdo 12,75% de lactose e
100yl de solugéo 8,6% de sacarose em tampéo citrato-fos-
fato 0,02M pH 6,2 e 50ul do sobrenadante do meio de cultura
fermentado foi incubado a 40°C por 4 horas. Apds a incuba-
¢éo, a reagdo foi paralizada em banho-maria em ebuli¢éo
por 10 minutos. A producéo de lactosacarose foi verificada
qualitativamente e quantitativamente por cromatografia de-
scendente em papel e HPLC, respectivamente.

2.6 - Cromatografia Descendente em Papel

A determinacéo da produgéo de lactosacarose por cro-
matografia descendente em papel foi realizada em papel
cromatografico Whatman n¢ 1, tratado previamente com
acido bdrico 0,25M, sendo os agucares detectados por

revelador anilina-difenilamina-acido fosférico (16). O siste-
ma de solvente utilizado para o seu desenvolvimento foi
butanol:piridina:agua (6:4:3, vjv) (6).

2.7 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para analise quantitativa dos aglicares utilizou-se
HPLC com coluna Shodex lonpak KS-802 e detector de
indice de refragéo, sendo a fase mével agua com fluxo de
iml/minuto. Utilizou-se como aglcares padrdes glicose,
frutose, sacarose, lactose e lactosacarose.

2.8 - Producéao de Lactosacarose

Utilizando o microrganismo selecionado no item anteri-
or foram estudados alguns fatores que influenciam a produ-
¢éo de lactosacarose. Para realizagdo deste estudo, utili-
zou-se como substrato uma mistura de lactose e sacarose
mais a solugéo de enzima bruta obtida a partir do sobrena-
dante do caldo de fermentacdo. Os ensaios foram realiza-
dos variando-se o pH, a temperatura, tempo de reacéo,
proporgéo e a concentragdo dos substratos.

2.9 - Determinagéo da Atividade da p-frutofuranosidase

Para determinar a atividade de pB-frutofuranosidase,
0,9ml de solucdo 20% de actlicares totais (10% de sacarose
e 10% de lactose) em tampao citrato-fosfato 0,02M pH 5,6
e 0,1ml de enzima foi misturada e incubada a 45°C por 1
hora e a concentracéo de lactosacarose foi determinada por
HPLC de acordo com o item 2.7. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
formagao de 1pmol de lactosacarose/minuto/ml de enzima.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 1341 linhagens a partir de diversas
amostras de diferentes regides do pais sendo 409 linhagens
selecionadas como produtoras de p-frutofuranosidase. En-
tre elas, 356 linhagens foram selecionadas como produtoras
p-frutofuranosidase com atividade de hidrélise sobre a sa-
carose formando como produto glicose e frutose e 53 linha-
gens como sendo produtoras de p-frutofuranosidase com
atividade de transferéncia tendo como produto frutooligos-
sacarideos, principalmente 1-kestose, nistose e frutofurano-
silnistose.

A p-frutofuranosidase possui dois tipos de atividades.
Uma delas é a de hidrolisar a sacarose em glicose e frutose
e a outra é a de transferir a molécula de frutose (proveniente
da sacarose) para um aceptor, no caso outro agucar, poden-
do ser a xilose, a lactose, a sacarose, etc (5).

Das 53 linhagens selecionadas como produtoras de
p-frutofuranosidase com atividade de transferéncia, 6 linha-
gens foram selecionadas como produtoras de lactosacarose
a partir de lactose e sacarose, das quais uma apresentou
alta capacidade de produgéo do aglcar. Apds testes morfo-
I6gicos, bioquimicas e fisiolégicos o microrganismo foi iden-
tificado como Bacillus sp n2 417.

Selecionado o microrganismo, foram realizados testes
para verificar as melhores condigdes para produgdo de
lactosacarose a partir de lactose e sacarose catalisada pela
enzima p-frutofuranosidase.
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De acordo com a Figura 2, que expressa a concentra-
¢éo de lactosacarose formada em fungdo dos diferentes
valores de pH, observou-se que o pH 6timo na produgéo de
lactosacarose foi de 5,6 em tampéo citrato-fosfato 0,02M.
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FIGURA 2. Efeito do pH na Producéo de Lactosacarose em
Sistema de Reagédo Formado de 12,7% de Lactose 8,6%
de Sacarose a 45°C por 2 Horas de Incubacéo.

Da mesma forma, a Figura 3 apresenta o efeito da
temperatura na producéo de lactosacarose onde expressa
a concentracao de lactosacarose formada em fungéo da
temperatura. A temperatura 6tima para produgéo de lacto-
sacarose catalisada pela p-frutofuranosidase da linhagem
Bacillus sp n2417 foi de 45°C.
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FIGURA 3. Efeito da Temperatura na Producdo de
Lactosacarose em Sistema de Reagdo Formada de
12,7% de Lactose e 8,6% de Sacarose em Tampéo
Citrato-Fosfato pH 5,6 0,02M.

Levando em consideracéo a importancia do tempo de
formagéo de lactosacarose, realizou-se o estudo da cinética
de producéo de lactosacarose onde incubou-se uma mistura
de reagdo composta de lactose e sacarose em tampao
citrato-fosfato 0,02M pH 5,6 a 45°C e retirou-se aliquotas
em intervalos de tempos variados. Como pode ser observa-
do na Figura 4, a maxima producéo de lactosacarose cata-

lisada pela enzima f-frutofuranosidase foi obtida apés 8
horas de reagéo.

Lactosacrose (mg/mL)
o

-0 2ir. A & iBhod0. 12
Tempo (horas)

FIGURA 4. Cinética de Formagéo de Lactosacarose em
Sistema de Reagédo Constituido de Solugdo 12,7% de
Lactose e 8,6% de Sacarose incubados a 45°C.

A Figura 5 mostra a produgdo de lactosacarose em
funcéo de diferentes proporges de lactose e sacarose. A
proporgéo que apresentou maior produgéo de lactosacaro-
se foi na relagéo 1:1 (p/p) onde se obteve 17,75 mg/mL de
lactosacarose em fungéo das diferentes proporgdes de lac-
tose e sacarose, verificou-se que quanto maior a proporgéo
de lactose (aceptor) hd um aumento na porcentagem de
transferéncia e uma diminuigo na produgéo de lactosaca-
rose. Isso se deve ao fato de que havendo uma grande
quantidade de aceptor ha um maior grau de transferéncia
de residuos de frutosil para este aceptor, mas devido a baixa
concentragéo de sacarose (doador) este (ltimo se torna escas-
so rapidamente, acarretando numa menor formagéo de lacto-
sacarose. O mesmo resultado foi obtido quando ocorre a
situagdo inversa, onde ha um aumento da proporgéo de saca-
rose (doador) e uma diminuigdo da lactose (aceptor), mas
nesse caso, ha uma diminuigdo na porcentagem de transfe-
réncia ja que a concentragdo do aceptor & baixa. O melhor
resultado se observou quando quantidades equivalentes de
lactose e sacarose foram utilizadas pois, nesse caso, ndo havia
excesso de aceptor nem de doador que levasse a uma dimi-
nuicéo na formagéo de lactosacarose.
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FIGURA 5. Efeito das Diferentes Proporgdes de Lactose e
Sacarose na Produgao de Lactosacarose.

A Figura 6 ilustra a produgdo de lactosacarose em
fungéo da concentragéo de agucares totais (lactose:sacaro-
se 1:1, p/p) em diferentes temperaturas. Verificou-se que
houve maior formagéo de lactosacarose a medida que au-
mentava a concentragéo de aglicares totais.

Contudo, quando se tratou de rendimento de lactosaca-
rose (Figura 7) a concentracdo de 20% apresentou melhor
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resultado a 45°C atingindo 54% de conversdo. Nas demais

concentragdes foram obtidos resultados satisfatérios alcan-

cando valores entre 47-50% de conversao tendo como base
a sacarose a 45°C. Nas demais temperaturas (50 e 55°C) a
fortnacéo de lactosacarose diminuiu consideravelmente,
principalmente a 55°C.

Temperatura [C) A

o |e=45 50 m55

Lactosacarose (mg/mL)

50
Conc. Subst. % (Lactose e Sacarose 1:1)

FIGURA 6. Efeito da Concentragéo de Acucares Totais em

Diferentes Temperatura na Producéo de Lactosacarose
Com Proporgéo de Lactose e Sacarose de 1:1 (p/p).
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FIGURA 7. Efeito da Concentracdo de Agucares Totais em

Diferentes Temperatura na Porcentagem de Converséo
para Lactosacarose Tendo como Base a Sacarose.

4 — CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir
que a p-frutofurancsidase da linhagem Bacillus sp n2
417 apresentou tanto atividade hidrolitica sobre a saca-
rose quanto de transferéncia e na presenca do aceptor
lactose catalisou a formagéo de lactosacarose. A enzi-
ma bruta apresentou atividade 6tima de pH e tempera-
tura de 5,6 e 45°C, respectivamente.

Na produg@o de lactosacarose verificou-se que ap6s 8
horas de reagéo, com 20% de concentragéo de aglica-
res totais na proporgao de lactose e sacarose de 1:1
(p/p) incubados a uma temperatura de 45°C em pH 5,6

_ obteve-se a maior producéo de lactosacarose.
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