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RESUMO:

Foram isoladas 1341 linhagens de microrganismos a partir de amostras de
solos, flores e frutos e testados quanto & produgio de B-frutofuranosidase que,
além da atividade hidrolitica sobre a sacarose, catalisa a formagio de
lactosacarose através da transferéncia de residuo de frutosil provenientes da

sacarose para o aceptor lactose.

Seis linhagens de microrganismos foram preliminarmente selecionadas
visando a produgfio de lactosacarose. Entre estas uma linhagem identificada como
Bacillus sp n° 417 apresentou alta produtividade de P-frutofuranosidase com
atividade de transferéncia para produgdo de lactosacarose a partir de lactose e

Sacarose.

O pH e a temperatura Gtima de atividade da B-frutofuranosidase foram 5,6
e 45°C, respectivamente. Verificou-se que, apos 8 horas de reagdo, a proporgao
de lactose e sacarose 1:1 (p/p) € 20% de concentragdo de aglicares totals, a uma
temperatura de 45°C ¢ pH 5,6, foram as methores condigdes para produgio de

lactosacarose.

A enzima B-frutofuranosidase de Bacillus sp n® 417 foi purificada em
coluna de troca iénica e o peso molecular da enzima foi estimado em 89.000 Da

através de cromatografia em Sephadex G-200,



SUMMARY

One thousand and three hundred forty one strains of microorganisms were
isoleted from soils, flowers and fruits samples and examinated for production of
B-fructofuranosidase which hydrolyze sucrose to glucose and fructose. Those
strains of PB-fructofuranosidase producing microorganisms were tested for

production of lactosucrose from mixture of lactose and sucrose.

Six strains of microorganisms were selected as lactosucrose producers.
Among them, one strain, identifed as Bacillus sp, showed high B-

fructofuranosidase transfer activity to lactosucrose production.

The optimum pH and temperature for lactosucrose production were 3,6
and 45°C, respectively. The best condition for the lactosucrose 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, w/w)

The molecular wheight of 89.000 Da for P-fructofuranosidase was
estimated by Sephadex G-200 chromatography.



1- INTRODUCAO

Desde o final do século passado sabe-se que a enzima B-frutofuranosidase
(B-D-frutofuranosideo frutohidrolase, EC 3.2.1.26), também conhecida como
mvertase, catalisa a hidrolise da sacarose convertendo-a em glicose e frutose.
Mas, em meado da década de 50, descobriu-se que além da atividade hidrolitica,
essa enzima possuia também atividade de transferéncia, ou seja, a B-
frutofuranosidase catalisa a transferéncia de residuos de frutosil para um outro
acticar que funciona como aceptor (PAZUR,1952; BEALING & BACON;1952;
ALBON et alli,1953; BACON & BELL,1953; GROSS et al11,1954). A D-xilose,
D-galactose, L-sorbose, maltose, isomaltose, celobiose, lactose € a propria
sacarose sdo aceptores de frutosil, sendo para cada um desses, formado um

oligossacarideo com caracteristicas diferentes da sacarose (FUJITA et ali, 1990b)

Os frutooligossacarideos formados através da reagdo catalisada pela B-
frutofuranosidase sdo de grande importancia na mdastria de alimentos pois séo
aglicares com baixo teor calérico, ndo cariogénico e ainda estimulam o

crescimento de Bifidobacteria no trato mntestinal.

Da familia dos frutooligossacarideos, o “Neosugar”, denominagiio dada
aos agicares 1-kestose (O-B-D-frutofuranosil-(2-1)-f-D-frutofuranosil(2-1)-p-D-
frutofuranosil-g-D-glicopiranosideo) ou (GF), nistose (O--D-frutofuranosi-(2-
D-8-D-frutofuranosil-(2-1)-B-D-frutofuranosil-(2-1)-f-D-fratofuranosil-o-D-ghi-
copiranosideo ou {GFs) e 1-f-frutofuranosilnistose (O-B-D-frutofuranosil-(2-1}-
B-D-frutofuranosil-(2-1)-B-D-frutofuranosil-(2-1)-B-D-frutofuranosil-(2-1)-p-D-
frutofuranosil-g-D-glicopiranosideo ou (GFy),e ainda, 6-kestose e neokestose

(PARK et alii, 1993}, sdo os mass conhecidos e estudados. Além desses agucares,



a Lactosacarose (O-B-D-galactopiranosii-(1-4}-O-o-D-glicopiranosil-{1-2}-3-D-
frutofuranosideo), um frutooligossacarideo obtido da transferéncia de unidade de
frutosil da sacarose para o aceptor lactose, tem sido descrito na hteratura como
substituto da sacarose. Assim como ¢ “Neosugar”, a Lactosacarose ndo €
metabohizada pelas enzimas do trato digestivo, portanto, ndo ¢ caldrico e,
estimula o crescimento de Bifidobacteria. Tem dogura aproximadamente 30%
comparada a sacarose ¢ mantém as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis da

sacarose (FUJITA et alu,1991).

O presente trabalho objetivou o isolamento, selegfio e a identificagdo de
linhagens produtoras de ﬁ—ffutoﬁlram}sidase com atividade de transferéncia para
produglio de Lactosacarose, assim como, o estudo de algumas caracteristicas
bioquimicas da enzima bruta. Foi estudada a otimizacdo de produgc de
Lactosacarose a partir de lactose e sacarose pela B-frutofuranosidase, A enzima

foi purificada e o peso molecular foi estimado por filtragdo em gel.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A invertase foi isolada pela primeire vez a partir de levedura, em 1860 por
Berthelot (1860), citado por KULP (1975).

Hedelman (1950), citado por BEALING & BACON (1952), foi quem
primeiro observou a formagdo de oligossacarideos via transfrutosilagdo catalisada

pela invertase durante uma reagdo onde foi utilizado sacarose como substrato.

PAZUR (1952) estudou a reagdo de transfrutosilagio catalisada pela
“transfrutosidase”™ produzida por Aspergillus oryzae, utihizando sacarose e
rafinose como aceptores. Essa enzima age sobre a sacarose sintetizando dois
novos oligossacarideos. Estudos preliminares sobre as suas estruturas
demonstraram ser um trissacarideo, I-mulobiosil-D-glicose, ¢ um tetrassaca-
rideo, 1-inulotriosil-D-glicose. Quando se utilizou rafinose como aceptor foram
formados um tefrassacarideo, frutosilrafinose, um pentassacarideo de estrutura

desconhecida e também melibiose.

BEALING & BACON {1952) estudando a agdo de enzimas fingicas sobre
a sacarose verificaram a formagdo de quatro oligossacarideos,denominados o, B,
v & B, resultantes da transferéncia de residuos de frutosil para moléculas de
sacarose. A adigio de extrato enzimético de Penicillium espinulosum a uma

solugdio de sacarose, resultava, em cromatografia em papel, em diminuigio da



sacarose acompanthada de um actmulo simultdneo dos oligossacarideos ¢ da
glicose. Verificou-se também que em baixa concentragdo de substrato ocorria
uma maior liberago de frutose, devido a uma insuficiéncia de moleculas
aceptoras. Os autores sugeriram que a enzima utilizada nesse trabatho seria uma
B-frutofuranosidase ¢ que a enzima refernida por Pazur (1952) como

"transfrutosidase” seria a mesma enzima.

ALBON et alii {1953) classificaram como kestose o trissacaridec formado
a partir da sacarose pela invertase de levedura. O composto foi isolado por
cromatografia em coluna de celulose ¢ era formado por dois residuos de frutose e
um de glicose. Através da analise dos produtos clivados do aglicar metilado 0s
autores concluiram que a estrutura do trissacarideo era O-o-D-glicopiranosil-

{152)-O-B-D-frutofuranosil-(6-—>2)-B-D-frutofuranosideo.

BACON & BELL (1953) relataram um novo trissacarideo ndo redutor
formado a partir da agdo de "Takadiastase" (um preparado comercial de enzimas
fungicas) sobre a sacarose. Utilizando coluna de carvéo ativado-celite, separaram
os aglicares em duas fragdes o e B que por sua vez se dividiam em duas
substincias denominadas o e o ; By € By, mas somente a fragdo o foi obtida no
estado puro. Por metilagio, deduziram que a estrutura dessa substincia seria O-
o-D-glicopiranosil-(1-52)-O-B-D-frutofuranosil-(1-->2)-B-D-frutofuranosideo ¢
que provavelmente seria formado pela transferéncia enzimatica de um radical B~

frutofuranosil para sacarose.



GROSS et alu (1954) isolaram um trissacarideo ndo redutor, utilizando
cromatografia em coluna de carvdo ativado-celite, da mistura de reagdo
constituida de uma solugdo 50% de sacarose e invertase de levedura. Através de
técnicas de metilagdo determinaram a sua estrutura como sendo O-B-D-
frutofuranosil{(2--»6)-0-0-D-glicopiranosil-(1 »2)-B-D-frutofuranosidec.  Essa
substincia foi formada pela transferéncia de um radical P-frutofuranosil para
sacarose ¢ confirma a teoria que a mvertase, independente da origem, tem
propriedades em comum como a habilidade de transferir residuos de frutosil para
aceptores que podem ser a dgua (hidrélise) ou moléculas de alcoois prnimarios. Os
autores sugeriram a nomenclatura l-kestose e 6-kestose para os aglcares
isolados por BACON & BELL (1953) e ALBON et alii (1953), respectivamente

e, neokestose para o aglicar estudado neste trabatho.

HENDERSON et alii (1959) estudaram a formagfo de oligossacarideos a
partir de invertase parcialmente purificada de banana comparando com os
oligossacarideos formados pela invertase de levedura Através de cromatografia
em papel, observaram que bananas maduras continham 6°-B-frutosilsacarose
além da sacarose, glicose ¢ frutose ¢ que a concentraglio destes agicares
aumentava durante o amadurecimento. A invertase de banana catalisou a
formagfo de oligossacarideos in vitro assim como a invertase de levedura e, que
a formagdo de oligossacarideo in vivo, via transfrutosilagfio, foi catalisada pela

mesma enzima.

HIDAKA et alii {1987) estudaram a transferéncia de residuos frutosil para

sacarose catalisada pela enzima B-frutofuranosidase produzida por Aspergillus



niger ATCC 20611. Essa linhagem apresentou alta produtividade enzimatica ¢ a
sua atividade de transferéncia for muito maior que a sua atividade hidrolitica.
Verificaram que a concenfragdo de sacarose a 50%, causava um aumento na
formagio de GF; e GF;, sendo que nessa concentragdo ocorria wma rapida
conversdo de sacarose em frutooligossacarideos chegando a 60% do total de
carboidratos com 24 horas de incubagdo. Apés esse perfodo, ocorria uma parada
no consumo de sacarose havendo uma diminuigdo gradual de GF; ¢ urmn aumento
de GF; e GF,; mas, em baixas concentragOes de sacarose, havia um aumento dos

produtos de hidrolise.

HIRAYAMA et alii (1989) purificaram a enzima B-frutofuranosidase de
Aspergillus  niger ATCC 20611 produtora de frutooligossacarideos.
Determinaram que o pH e a temperatura 6tima de atividade da enzima eram de
5.0-6,0 e 50-60°C, respectivamente. Seu peso molecular foi estimado em 340.000
Da. Essa enzima apresentou alta especificidade para transferéncia do residuo de

frutosil para o grupo 1-OH do frutofuranosideo terminal.

FUJITA et alii (1990a) isolaram de amostras de solo uma linhagem de
Arthrobacter sp X-1, produtora de B-frutofuranosidase. Essa enzima apresentou
pH 6timo entre 6,5-6,8 e temperatura Otima de 35°C. O peso molecular da
enzima foi estimado em 352.000 Da por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida ¢ em 51.000 Da através de filtragio em gel. A enzima hidrolisou
sacarose, erlose, rafinose, neokestose ¢ estaquiose com velocidades relativas de
100, 75, 61, 54 e 11, respectivamente, mas quase ndo hdrolisou l-kestose e

nistose.



FUJITA et alii (1990b) investigaram a transfrutosilagdo catalisada pela -
frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-1. Verificaram que essa enzima possul
ampla especificidade quanto ao aceptor sendo a D-xilose, D-galactose, L-
sorbose, lactose, D- e L-fucose, D- ¢ L-arabinose, maltose, isomaltose, celobiose,
melibiose, xilobiose, maltotriose, eficientes aceptores. Por outo lado, D-ribose,
L-raminose, D-manose e 1-kestose ndo foram aceptores eficientes. Varios dlcoois
primarios e aglcares alcoois foram bons aceptores enquanto que alcoois
secundarios como 2-butanol e 2-propanol ndo foram bons aceptores. Observaram
que para essa enzima efetuar a transferéncia era necessario que na estrutura do
receptor estivesse disponivel um grupamento hidroxila livre na ligagio equatorial

do C» e C; sobre a conformagdo “C; ou 'Cs.

USAMI et alii (1991) isolaram a partir de amostras de flores, uma
linhagem de fungo identificado como Penicillium frequentans produtora de {3-
frutofuranosidase com atividade de transfrutosilagio. Os autores observaratm que
a linhagem utilizou a sacarose como a melhor fonte de carbono para produgfo de
enzima, Quando cultivado em meio contendo 15% de sacarose, em condigdes
otimas por 4 dias, obtiveram a maxima atividade de transfrutostlagdio. Nessas

condiges 95% da atividade foi detectada na fragio intracelular.

PARK & ALMEIDA (1991) isolaram a partir da cana-de-aglicar uma
linhagem de Aspergillus niger produtora de transirutosidase extracelular. Os
autores observaram que a rafinose € a sacarose estimulam a produgfio de enzima.

A transfrutosidase apresentou atividade 6tima em pH 5,5 e a 55°C, mostrando-se



estavel em pH 6,5, A enzima hidrolisou rapidamente a sacarose e,

simultaneamente, formou frutooligossacarideos pela transfrutosilagio.

HAYASHI et ali (1991) punficaram e determinaram algumas
propriedades de duas p-frutofuranosidases obtidas a partir de Aureobasidium sp
ATCC 20524. Apos extragdo ¢ purificagfio das enzimas intracelulares, estimaram
0s seus pesos moleculares que foram de 318.000 Da para enzima P-1 ¢ 346.000
Da para a enzima P-2. O pH 6timo para reagdo enzimatica foi de 4,5-5,5 para P-1
¢ 4,5-6,0 para P-2. As B-frutofuranosidases mostraram-se estaveis na faixa de pH
4,0-9.0. A temperatura 6tima para ambas as enzimas foi de 50-55°C e o valor de
Km para sacarose foi de 0,47M para P-1 ¢ 0,65M para P-2.

FUNITA et alii (1991) estudaram a produglo de lactosacarose via
transfrutosilagdo catalisada pela B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-1. O
pH ¢ a temperatura otima para produgdo de lactosacarose foram de 5,8-6,2 ¢ 55-
60°C, respectivamente. A proporgdo 6tima de lactose e sacarose e a concentragio
de acuicares ideal foram de 1.1 e 30-40%, respectivamente. A solubilidade da
factosacarose obtida foi de 367g/100ml de agua a 25°C e a dogura equivalente a

30% da sacarose.

HAYASHI et alii (1992a) isolaram uma nova.iixﬁmgem de microrganismo
produtora de B-frutofuranosidase identificada como Aspergillus japonicus. Para
produgio de enzima, meio contendo 20% de sacarose foi a melthor fonte de

carbono e 1,5-3,0% de extrato de levedura foi a methor fonte de nitroglnio. A



atividade enzimatica e o crescimento celular foi maximo apds 48 horas de
incubagdo. O pH e a temperatura 6tima para reagdo enzimatica foram de 5,0-5,5

e 60-65°C, respectivamente.

HAYASHI et alii (1992b) purificaram ¢ determinaram algumas
propriedades da B-frutofurancsidase de Aspergillus japonicus MU-2. O peso
molecular da enzima foi estimado em 304,000 Da através de filtrag@io em gel
Sephadex G-200. A enzima apresentou pH 6timo de atividade na faixa de 5,5-6,0
e estabilidade na faixa de 4,0-9,0. Em temperaturas abaixo de 65°C a enzima
apresentou boa estabilidade ¢ a sua méxima atividade variou entre 60-65°C. O
valor de Kim para sacarose foi de 0,21M ¢ a enzima foi inibida por ions metalicos
como prata, chumbo, ferro e, também por p-cloromercunibenzoato em

concentracdes de TmM.

HAYASHI et alii (1992¢) estudaram duas enzimas B-frutofuranosidases
extracelulares produzida por Aureobasidium sp ATCC 20524 que formam 1-
kestose a partir de sacarose. As enzimas foram purificadas € © peso molecular
das enzimas E-1 e E-2 foram estimadas, respectivamente, em 304.000 Da e
315.000 Da por filiragdo em gel. Os valores de Km para sacarose de E-1 e E-2
foram de 0,34M e 0,28M, respectivamente. As enzimas apresentaram pH Gtimo
de atividade entre 5,0-5,5 e estabilidade entre 4,0-8,0. Ambas enzimas
mostraram temperatura 6tima de atividade na faixa de 50-55°C, permaneceram
estiveis a 50°C mas eram quase que completamente inativadas a 70°C por 15

minutos.

et




PARK et alli (1993) 1solaram a partir de favo de mel, uma levedura
osmofilica identificada como Candida sp 228-2 produtora de B-frutofurano-
sidase com atividade de transferfncia de residuos de frutosil. Apos a reagdo
observaram a formacgdo de 3 agicares ndo redutores, 1-kestose, 6-kestose e
neckestose e, uma frutosilglicose redutora, Utilizando 50% de sacarose como
substrato obtiveram a maxima formagfo de 1-kestose apds 48 horas de incuba-
¢do a 60°C. Os autores obtiveram maior formagfo de 6-kestose apods 24 horas de
incubagfo a 50-55°C enquanto que a produgdo méaxima de neokestose foi

verificada apos 24 horas de incubagdo na mesma temperatura.

PARK et alu (1995a) estudaram a producgio de frutooligossacarideos a
partir da sacarose utilizando B-frutofuranosidase de uma nova linhagem de
microrganismo classificada como Aureobasidium sp 3-7. A enzima produziu, a
partir de uma solugfio a 50% de sacarose, 61,5% de frutooligossacarideos das
guais 34,6% consistiu de 1-Kestose, 22,7% de nistose ¢ 4,2% de

frutofuranosilnistose.

PARK et alii (1995b) purificaram ¢ caracterizaram a B-frutofuranosidase
de uma nova linhagem de levedura identificada como Aureobasidium sp
altamente produtora de B-frutofuranosidase com atividade de transferéncia para
producdo de frutooligossacarideos. A enzima apresentou pH otimo de 52 e
temperatura Otima ¢ estabilidade a 55°C. Foi testada ainda a produgiio de
frutooligossacarideos utilizando 30 ¢ 50% de sacarose como substrato obtendo
52,4% (frutooligossacarideos totais) e 70,5% (52,4% de 1-kestose, 16,3% de

nistose e 1,8% de frutcfuranosiinistose), respectivamente.
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3- MATERIAIS E METODOS:

3.1- SELECAO DE LINHAGENS DE MICRORGANISMOS PRODUTO-
RES DE LACTOSACAROSE

3.1.1- COLETA DE AMOSTRA

Foram coletados amostras de diversas regides do Estado de Sdo Paulo. As
amostras coletadas consistiram de solo, flores e frutos. As amostras de solo
foram coletadas no interior de m'atas, a beira de rios ¢ préximo das raizes de
plantas. Apos a remogdo das folhas, aproximadamente 50g de solo foram
coletados de uma profundidade média de 5 a 10 cm ¢ acondicionadas em sacos
plasticos. JA as amostras de flores e frutos foram coletadas em tubos pldsticos
com tampa contendo 1 ml de meio de enriquecimento que consistiu de 4% de
sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne (LUND & WYATT, 1973),

esterilizados previamente.

3.1.2- ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Das amostras de solo, cerca de 0,5-1,0 g fot adicionada em tubos de
ensaio contendo 5 mi de 4gua destilada ¢stéril e agitados por cerca de 1 minuto
em agitador de tubos. Em seguida a amostra foi inoculada, com uma al¢a de
niquel-cromo, em placas de Petri contendo meio de cultura I composto de 4% de
sacarose, 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne ¢ 2% de agar. As placas
foram incubadas a 309C por 24-48 horas para o desenvolvimento dos

microrganismos. As colfnias isoladas foram repicadas em tubos de ensaio
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contendo o meio de cultura [ previamente esterilizados e incubados a 300C até o

desenvolvimento satisfatono das culturas.

Para o isolamento de microrganismos de amostras de flores e frutos
coletados em tubos contendo meio de enriquecimento, o conteudo de cada tubo
foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 50 ml contendo 10 ml do meio de
enriquecimento citado anteriormente. Em seguida os frascos foram incubados a
360C, a 200 rpm por 3 dias ¢ as amostras do caldo de fermentagdo foram
inoculados com alga de niquel-cromo em placas de Petri contendo o meio 1
descrito acima. As placas foram incubadas a 300C durante 24-48 horas para o

desenvolvimento dos microrganismos.

As colOnias isoladas foram repicadas em tubos de ensato composto de 4%
de sacarose, 1% de peptona, 0,4% de extrato de came ¢ 2% de dgar ¢ incubados

a 300C como descrito anteriormenite.

Para a obten¢do de culturas puras, os microrganismos foram suspensos em
tubos contendo 10 ml de dgua destilada estéril ¢ inoculados em placas de Petrt
contendo o meio I. As placas foram incubadas a 300C por 48 horas e as colomas

isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo o meio de cultura [
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3.1.3- SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE B-FRU-
TOFURANOSIDASE

Os microrganismos isolados de amostras de solo, flores e frutos, de
acordo com o item anterior foram testados quanto a produgdc de B-
frutofuranosidase. Os microrganismos foram inoculados com alga de niquel-
cromo em frascos Frlenmeyer de 50 ml contendo 10 ml de meio de
enriquecimento previamente esterilizados, descrito no item 3.1.1. Os frascos
foram incubados em agitador rotatério a 309C durante 3 dias a 200 rpm. Apos a
incubagio os meios de cultura foram centrifugados a 10000 x g durante 10
minutos a 5OC e aliquotas de 1 ml de sobrenadante foram transferidos para tubos
de Eppendorf A produgdo de B-frutofuranosidase foi verificada através de
cromatografia em papel dos agtcares do sobrenadante do meio de cultura como
descrito no item 3.1.3.1 A atividade de transferéncia ou produgdio de
lactosacarose a partir de lactose e sacarose no sobrenadante do meio de cultura

foi determinada como citado no ftem 3.1 4.

3.1.3.1-DETERMINACAO DA PRODUCAO DE B-FRUTOFURANOSI-
DASE POR CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL

Aliquotas de 10ul do sobrenadante dos meios de culturas obtidos de
acordo com o item anterior foram aplicados em papel de cromatografia
Whatman n° 1, tratado previamente com 4cido borico 0,25 M. O sistema de
solvente utilizado para a cromatografia descendente em papel foi acetato de etila:

isopropanol : Agua destilada na proporgdo de 6 : 3 : 1 ( v/v ), respectivamente. O
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fita de papel de 46cm de comprimento. Como agucares padrdes utilizou-se

sacarose, glicose e frutose. Os agucares foram revelados com anilina-difenil-

amina-acido orto-fosforico (SCHWIMMER & BEVENUE, 1936).

3.1.4- SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE LACTO-
SACAROSE

Os microrganismos produtores de f- frutofuranosidase, selecionados de
acordo com o item 3.1.3, foram testados quanto a atividade de transferéncia para
a produgfio de lactosacarose a partir de lactose € sacarose. A mustura de 100pl
de solugdo 12,75% de lactose e 100wl de solugdo 8,6% de sacarose em tampdo
citrato-fosfato 0,02M pH 6,2 ¢ 50ul de sobrenadante do meio de cultura obtido
de acordo com o item 3.1.3 foi incubada a 400C por 4 horas, Apds a mncubagfo a
mistura de rea¢do foi aquecida em banho-maria a 100°C por 10 minutos. A
producio de lactosacarose foi testada qualitativamente ¢ quantitativamente
através de cromatografia descendente em papel ¢ cromatografia liquida de alta

eficiéncia, respectivamente.

3.1.4.1- DETERMINACAO QUALITATIVA DE LACTOSACAROSE
POR CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL

Aliquotas de 8ul da mistura de reagdo foram aplicadas em papel Whatman
n° 1 tratado previamente com dcido borico 0,25M. O sistema de solvente
utilizado foi butanol : piridina : 4gua destilada na proporgio de 6 1 4 : 3 (/v ),

respectivamente, O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi

14



aproximadamente 18 horas, para fita de papel de 46 ¢m de comprimento. Como
agicares padrio foram utilizados glicose, frutose, lactose, sacarose e

lactosacarose. Os aglicares foram revelades com anilina-difenilamina-dcido
ortofosforico (SCHWIMMER & BEVENUE, 1956)

3.1.4.2- DETERMINACAO QUANTITATIVA DE LACTOSACAROSE
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

As amostras das misturas de reagdo obtidas de acordo com o item 3.1.4
foram analisadas em cromatégrafo liguido de alta eficiéncia CG 480C, detector
de indice de refragiio CG 410, coluna Shodex lonpak 802 ( 8mm x 300mm ) a
500C, Utilizou-se agua destilada e filtrada e degaseificada como fase movel com
fluxo de 1 ml/minuto. Os agicares foram identificados, através do tempo de

retengdo, por comparagdo com padrdes de lactosacarose, glicose e frutose.

A linhagem maior produtora de P-frutofuranosidase com atividade de
transferéncia foi selecionada para estudos de caracterizagdc da enzima bruta, a
otimizagdo da produgdo de lactosacarose ¢ a determinaco do peso molecular da

enzima.

15



3.2-ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAQ,
ALTERACAO DO PH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO
DO MICRORGANISMO E PRODUCAO DE B-FRUTOFURANO-
SIDASE COM ATIVIDADE DE TRANSFERENCIA PARA PRODU-
CAO DE LACTOSACAROSE

3.2.1- PREPARC DO INOCULO

As linhagens selecionadas foram repicadas em tubos de ensaio contendo
meio de cultura inclinado composto de 4% de sacarose, 1% de peptona, 0,4% de
extrato de camne e 2% de dgar e os tubos incubados a 300C durante 24 horas,
Adicionou-se 10 ml de 4gua destilada esterilizada ao tubo de cultura ¢ a
superficie do meio foi raspada com alga de niquel-cromo para a preparagdo de

suspensio celular homogénea.

3.2.2- FERMENTACAO

A fermentacdo foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 50 ml contendo
10 ml de meio de cultura descrito no item 3.1.1. Aliguotas de 1 mi da suspensfio
celular foram adicionadas assepticamente em 10 frascos de Erlenmeyer. A
fermentagdio foi realizada a 30°C em agitador rotatorio a 200 rpm ¢ os frascos
foram retirados em diferentes intervalos de tempo para determinagdo dos
parimetros: alteragio do pH do meio de cultura, crescimento do microrganismo

e produgio de lactosacarose.
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3.2.3- DETERMINACAO DO CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

O crescimento do microrganismo foi determinado espectrofotometri-
camente pela leitura da absorbédncia a 660 nm (MALLETTE, 1969). Apds a
fermentacdo, a amostra de 10 ml do meio de cultura foi centrifugada a 10.000 x
g por 10 mmutos a 50C. O sobrenadante foi armazenado a ~100C e a massa
celular submetida a trés lavagens sucessivas com 10 mi de agua destilada nas
mesmas condigdes descritas acima. A massa celular da Gltima lavagem foi
ressuspendida em 10 mi de 4dgua destilada. A leitura de absorbancia da amostra

foi realizada contra agua destilada a 660 nm.

3.3- IDENTIFICACAO E CONSERVACAO DA LINHAGEM PRODU-
TORA DE B-FRUTOFURANOSIDASE COM ATIVIDADE DE
TRANSFERENCIA PARA PRODUCAQO DE LACTOSACAROSE

O microrganismo produtor de B-frutofuranosidase foi identificado através
das caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas de acordo com Mac
Faddin (1980) e Krieg & Holt {1984). Para manuten¢fio, o microrganismo foi
cultivado em meio inclinado contendo sacarose 4%, peptona 1%, extrato de
carne 0,4% e 4gar 2%. Apés 'izlcubégﬁo durante 24 horas a 30°C, adicionou-se
vaselina Hquida esterilizada aos tubos de ensaio. A cultura foi conservada a 5°C,

com repicagem a cada 2 meses.
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3.4- PRODUCAO DE ENZIMA COM ATIVIDADE DE TRANSFE-
RENCIA

A produgiic de enzima com atividade de transferéncia foi realizada em
frascos de Erlenmeyer de 50 ml contendo 10 mi do meio de cultura constituido
de 4% o sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne. Os frascos
esterilizados foram inoculados com 1 ml de in6eulo preparado de acordo com o
item 32.1 e incubados em agitador rotatdrio a 309C e 200 rpm por 72 horas.
Apos fermentagdo o meio de cultura foi centrifugado a 10000 x g durante 10
minutos a 5°C e o sobrenadante do meio de cultura utihzado como preparacio

de enzima bruta.

3.5- DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE B-FRUTOFURANOSI-
DASE

Para determinacdo da atividade de P-frutofuranosidase, 0,9 ml de solugdo
20 % de agtcares totais (1:1 p/p) em tampdo citrato fosfato 20 mM pH 5,6 fo
incubado em banho de &gua termostatizado a 450C por 10 minutos para
equilibrar a temperatura. A seguir foi adicionado 0,1 mi da solucfio de enzima e
a mistura de reagdo foi incubada a 450C por 1 hora e a concentragdo de
lactosacarose foi determinada de acordo com o método descrito no item 3.1.4.2.
Uma unidade de atividade foi definida como a capacidade da enzima produzir 1

mol de lactosacarose/minuto/m! de enzima bruta.
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3.6- PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

3.6.1- CALCULO PARA DETERMINACAOG DA CONVERSAO DE
LACTOSE E SACAROSE PARA LACTOSACAROSE TENDO
COMO BASE A SACAROSE E 0S ACUCARES TOTAIS E DA
PORCENTAGEM DE TRANSFRUTOSILACAC

Para determinagdio do calculo da conversdo de lactose e sacarose para
lactosacarose tendo como base a sacarose e 08 aglicares totais € a porcentagem

de transfrutosilagdo foram calculados de acordo com as seguintes equagoes:

(1) LACTOSACAROSE (mg/ml) X100 = % de conversio
SACAROSE (mg/ml)

(2) LACTOSACAROSE (mg/ml) X100 = % de conversdo
ACUCARES TOTAIS (mg/ml)

(3) GLICOSE-FRUTOSE X100 = % de transferéncia
GLICOSE

19



3.6.2- DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE ATIVIDA-
DE DA B-FRUTOFURANOSIDASE E DE PRODUCAO DE
LACTOSACAROSE

O efeito da temperatura na atividade da B-frutofuranosidase foi testado na
faixa de 35 a 55°C de acordo com o item 3.5, sendo considerado a atividade
relativa para efeito de comparagdo.

Para o estudo da determinagio da temperatura 6tima para produgfio de
lactosacarose o sistema de reagdio foi constituido de 1 ml de solugdo 8,6% de
sacarose em tampio citrato-fosfato 20mM pH 6,2, 1 ml da solugio 12,75% de
lactose em tampdo citrato-fosfato 20mM pH 6,2 ¢ 0,5 ml da preparagio de
enzima bruta obtida como descrito no item 3.4, A mistura da reagdo foi incubada
em diversas temperaturas entre 409C a 550C durante 2 horas. A produgdo de

lactosacarose foi determinada pelo método descrito no ftem 3.1.4.2.

3.6.3- DETERMINACAO DO PH OTIMO DE ATIVIDADE DA B-
FRUTOFURANOSIDASE E DE PRODUCAO DE LACTOSACA-
ROSE

O efeito do pH na atividade da B-frutofuranosidase foi testado utilizando-
se solugbes tampdes adequadas na faixa de pH entre 4,0 e 7,0, sendo
considerado a atividade relativa para efeito de comparagdo. |

Para o estudo do efeito do pH na produgdo de lactosacarose o sistema de
reagdo foi constituido de 1 ml de solugdo 8,6% de sacarose em tampdo citrato-
fosfato 20mM de diferentes valores de pH, 1 ml de solugfio 12,75% de lactose

em tampdo citrato-fosfato 20mM de diferentes valores de pH e 0,5 ml da
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preparagio enzimatica bruta obtida como descrito no item 3.4, A mistura de
reagdo foi incubada em banho de agua termostatizado a 450C por 2 horas. Apds
a incubagdo, a produgdio de lactosacarose fot determinada de acordo com ©

método descrito no item 3.1.4.2.

3.6.4- DETERMINACAO DA CINETICA DE PRODUCAO DE LACTO-
SACAROSE

Para o estudo da cinética de formagio de lactosacarose, o sistema de
reagdo foi constituido de 5 ml de solugdo 8,6% de sacarose em tampdo citrato-
fosfato 20mM pH 5,6, 5 mi de solugdo 12,75% de lactose em tampdo citrato-
fosfato 20mM pH 5,6 e 2,5 ml da preparagio de enzima bruta obtida como
descrito no item 3.4. A mistura da reagfo foi incubada a 459C sendo retiradas
aliquotas em varios intervalos de tempo. Apbs a incubaglo, a produgdo de

lactosacarose foi determinada de acordo com o método citado no ftem 3.1.4.2

3.6.5- EFEITO DA PROPORCAO DE LACTOSE E SACAROSE NA
PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

Para o estudo do efeito da proporgéo de lactose € sacarose na produgdo de
lactosacarose foram preparados 5 solugdes contendo em cada uma delas
diferentes proporgdes (3:1; 2:1; 1:1; L2 e 1:3) dissolvidos em tampdo citrato-
fosfato 20mM pH 5,6. O sistema de reagdo foi constituido de 2 ml da solugic de
diferentes proporgdes de agiicares € 0,5 ml da preparagio de enzima bruta obtida

como descrito no item 3.4. As misturas de reagfio foram mecubadas a 450C em
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banho de 4gua termostatizado por 8 horas. Apos incubagdo, a producdo de
lactosacarose foi determinada de acordo com o método descrito no item 3.1.4.2
e a produtividade de lactosacarose tendo como base a sacarose, sélidos totais ¢ a
porcentagem de transferéncia foram calculados de acordo com as equagles

citadas no item anferior.

3.6.6- EFEITO DA CONCENTRACAO DE SOLIDOS TOTAIS E DA
TEMPERATURA NA PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

Para o estudo da concentracio de sblidos totais ma produgfo de
lactosacarose foram preparadas solugdes contendo 20, 30, 40 ¢ 50% de agucares
totais na proporgdo de 1:1 (p/p) de lactose e sacarose em tampao citrato-fosfato
20mM pH 5,6. O sistema de reagdio foi constituido de 2 ml da solugdio de
diferentes concentragdes de solidos totais mais 0,5 ml da preparagdo de enzima
bruta obtida como descrita no item 3.4. A mistura de reagdo foi incubada em
banho de dgua termostatizado em diferentes temperaturas (45, 50 e 55°C) por 22
horas. Apés a incubagiio, a produgiio de lactosacarose foi determinada de acordo
com o método descrito no item 3.1.4.2 ¢ a produtividade tendo como base a
sacarose, solidos totais e a porcentagem de transferéncia foram calculadas de

acordo com as equagdes citadas no item 3.6.1.
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3.7- B-FRUTOFURANOSIDASE

3.7.1- PRODUCAOQ DA B-FRUTOFURANOSIDASE

A produgdio de enzima com atividade de transferéncia foi realizada em
frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 mi do meio de cultura
constituido de 4% e sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne. Os
frascos esterilizados foram inoculados com 1 ml de indeculo preparado de acordo
com o item 32.1 ¢ incubados em agitador rotatério a 30°C e 200 rpm por 72
horas. Apds fermentagdo o meio de cultura foi centrifugado a 10000 x g durante
10 minutos a 5°C e o sobrenadante do meio de cultura wtilizado como

preparagdo de enzima bruta.

3.7.2- PURIFICACAQ DA B-FRUTQOFURANOSIDASE

3.7.2.1. CONCENTRACAO DA B-FRUTOFURANOSIDASE POR
ULTRAFILTRACAO EM MEMBRANA

Amostra de 3500 ml de sobrenadante contendo B-frutofuranosidase obtida
de acordo com o item 3.7.1 foi concentrada por sistema de ultrafiltragdo
Amicon, modelo TCF2/TCF2ZA em membrana de 10.000 Da até obter um
volume final de 200 ml que foi dialisado contra 4gua destilada a 5°C durante 48
horas e , posteriormente, contra tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6 a 5°C por
24 horas. A am.osﬁ*a de enzima dialisada foi percolada em coluna de DEAE-

Sephadex A-50 de acordo com as condigGes descritas a seguir.
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3.7.2.2- CROMATOGRAFIA DA (-FRUTOFURANOSIDASE EM
COLUNA DE DEAE-SEPHADEX A-50

Tratou-se previamente 30g de DEAE-Sephadex A-50 com 3500mi de
NaOH 0,5 N por 30 minutos, filitrou-se em 13 de vidro e lavou-se com agua
destilada para a remocio do NaOH. A seguir, a resina foi tratada com 500 ml de
HCI 0,5 N por 30 minutos. Novamente a resina foi lavada com agua destilada
para a remogdo do acido e, finalmente, equilibrada com tampéo citrato-fosfato
0,05 M pH 5.6.

A solugdo enzimatica obtida no item 3.7 2.1 fot aplicada em coluna de 2.5
cm de didmetro x 40 cm de comprimento de DEAE-Sephadex A-50 equilibrada
com tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6. A amostra foi eluida da coluna pela
aplicagdo de 230 ml de tampéo citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6 ¢ 300 ml de
gradiente de concentrago de sal. Este tltimo foi preparado através de sistema de
vasos comunicantes em que o recipiente adaptado a coluna continha 200 mi de
tampdo citrato-fosfato 0,05M pH 5,6 ¢ 0 vaso comunicante continha 500 ml de
solugdio de NaCl IN em tampdo citrato-fosfato 0,05M pH 35,6. Fragdes de 5,0 ml
foram coletados a cada 30 minutos e o curso de eluigdo das proteinas foi
acompanhado pela medida de absorbancia a 280 nm. A atividade enzimatica das
fragtes foi determinada de acordo com o item 3.5. As fragfes contendo atividade
de B-frutofuranosidase foram reunidas e a amostra foi dialisada contra agua
destilada durante 24 horas a 5°C. A solugfio enzimdtica foi concentrada por
ultrafiltragdo em membrana de 10.000 Da e aplicada em coluna de CM-celulose

de acordo com o método descrito a seguir.
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3.7.2.3- CROMATOGRAFIA DA B-FRUTOFURANOSIDASE EM
COLUNA DE CM-CELULOSE

Tratou-se 35 g de CM-Celulose com 500 ml de HC1 0,5 N por 30 minutos,
filtrou-se em 13 de vidro e lavou-se com dgua destilada para remogdo do HCL A
seguir, a resina foi tratada com 500 ml de NaOH 0,5 N por 30 minutos e lavada
com 4gua destilada para remog3o da base ¢, finalmente, equilibrada com tampdo
citrato-fosfato 0,05 M pH 5,6.

A amostra de solugiio enzimatica obtida de acordo com o item anterior fol
aplicada em coluna de CM-Celulose de 2,5 e¢m da didmetro x 40 cm de
comprimento. Iniciou-se a eluigdo com 100 ml de tampao citrato-fosfato 0,05 M
pH 35,6 ¢ em seguida com 300 mi de gradiente de concentragdo de sal. Este
altimo foi preparado através de sistema de vasos comunicantes em que 0 frasco
adaptado a coluna continha 200 ml de tampao citrato-fosfato 0,05MpH 56 ¢ 0
frasco comunicante continha 500 ml de solugdo de NaCl IN em tampdo citrato-
fosfato 0,05M pH 5,6. A eluigdo das proteinas foi acompanhada pela medida de
absorbéncia a 280 nm e a atividade enzimatica das fragGes foi determinada de
acordo com o item 3.5. As fragdes contendo atividade de P-frutofiranosidase
foram teunidas e a amostra foi dialisada em dgua destilada por 24 horas a 5°Cee,

em seguida, concentrada por ultrafiltragdo em membrana de 10.000 Da.

25



3.7.2.4- CROMATOGRAFIA DA B-FRUTOFURANOSIDASE EM
COLUNA DE SEPHADEX G-200

Estimou-se o peso molecular da enzima por filtraggo em coluna de gel
Sephadex (G-200, baseado na metodologia descrita por ANDREWS, 1965
Previamente, 50g de Sephadex G-200 foi intumescida com 2 lhitros de soluglo
KC10,1 M durante 2 dias a 10°C ¢ em seguida equilibrada com tampdo Tris-HCl
0,05 M pH 7,5 contendo KC10,1 M, Foram utilizadas como padrdes as proteinas
imunoglobulina G e albumina de soro bovino de peso molecular 150.000 ¢
66.000, respectivamente. As proteinas padrdes foram dissolvidas em 1 ml da
enzima purificada obtida de acordo com o item anterior e completado para um
volume final de 2 ml com mesmo tampéo e percoladas em coluna de 2,5 cm de
didgmetro x 50 cm de comprimento. Fragdes de 3 ml foram coletadas a cada 18
minutos e a coluna foi caracterizada quanto ao volume de vazéo pelo uso de

"Blue Dextran 2000".
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-ISOLAMENTO E SELECAQ DE MICRORGANISMOS PRODU-
TORES DE LACTOSACAROSE

Foram isolados 1341 linhagens de microrganismos, obtidos a partir de
diversas fontes, e testados quanto a produgdo de B-frutofuranosidase de acordo
com o item 3.1.3 Verificou-se que entre as linhagens estudadas, 356 linhagens
produziram  B-frutofuranosidase com  atividade hidrolitica (Figawra 1),
determinado de acordo com o item 3.1.3.1. Entre as linhagens produtoras de p-
fratofuranosidase, 6 linhagens apresentaram B-frutofuranosidase com atividade
de transferéncia para producdo de lactosacarose (Figura 2). Segundo HIDAKA
et alii (1988) a B-frutofuranosidase comumente possui atividade de transferéncia
(Ut) e de hidrélise (Uh) ¢ que para uma produgdo eficiente de frutooligos-
sacarideos a enzima deve apresentar alta razdo Ut/Uh e, além disso, ©
microrganismo deve apresentar alta produtividade de enzima. Das 6 linhagens
selecionadas, a de nimero 417, isolada de solo, apresentou alta produtividade de

lactosacarose.

Uma linhagem de Arthrobacter sp K-1 isolada por FUJNITA et alii (1990) a

| partir de amostras de solo, produziu lactosacarose via transfrutosilagdo

catalisada pela B-frutofuranosidase.

Através de cromatografia lquida de alta eficiéncia (Figura 3), verificou-se
que a P-frutofuranosidase da linhagem 417 apresentou alta atividade de
transfrutosilacdio para o aceptor lactose no sistema de reagdio. Os agiicares foram

identificados por comparagdo do tempo de reten¢dio de agncares padries. Os
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carboidratos padrdes lactosacarose, sacarose, lactose, glicose e frutose
apresentaram tempo de retengfio 7:32, 7:42, 743, 8:52 e 922 minutos,

respectivamente.

4.2- IDENTIFICACAO DA LINHAGEM PRODUTORA DE §-
FRUTOFURANOSIDASE COM ATIVIDADE DE TRANSFEREN-
CIA PARA PRODUCAQ DE LACTOSACAROSE

A linhagem 417, produtora de B-frutofuranosidase com atividade de
transferéncia para produgdo de lactosacarose, foi identificada como Bacillus sp.
As caracteristicas morfolégicas, bioquimicas ¢ fisiologicas dessa linhagem estdo
itustradas na Tabela 1. O microrganismo Bacillus sp ndo foi descrito na literatura
gomo produtor de B-frutofuranosidase com atividade de transferéncia para
produgdo de lactosacarose. O unico trabalho encontrado na literatura sobre
produgiio de lactosacarose foi descrito por FUJITA et alii, (1991). Os autores
utilizaram a B-frutofuranosidase extracelular de Arthrobacter sp K-I com
atividade de transferéncia para produgdo de lactosacarose a partir de lactose e
sacarose. Vérios microrganismos foram citados na literatura como produtores de
outros frutooligossacarideos como 1-kestose, nistose e 1-frutofuranosilnistose
catalisada pela enzima B-frutofuranosidase entre eles Aspergillus  oryzae
(PAZUR,1932), Aspergillus niger [(HIDAKA, et ali, 1987, PARK &
ALMEIDA, 1991)}; Penicillium frequentans (P. glabum) (USAMI et alii, 1991);
Aureobasidium sp (HAYASHI et alii, 1991), Aspergillus japonicus MU-2
(HAYASHI et alii, 1992); Candida sp (PARK et alli, 1993).
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4.3- ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAQ,
ALTERACAO DO PH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO
DO MICRORGANISMO E PRODUCAO DE PB-FRUTOFURA-
NOSIDASE COM ATIVIDADE DE TRANSFERENCIA PARA
PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

O estudo do crescimento do microrganismo, alteracdo do pH do meio de
cultura ¢ produgdo de B-frutofuranosidase para produgdo de lactosacarose pela
linhagem de Bacillus sp n° 417, foi realizado de acordo com as condigles

descritas no item 3.2,

A Figura 4 ilustra a relagiio entre o tempo de fermentagdo, alteragdo do
pH do meio de cultura, ¢ a produgfio de B-frutofuranosidase para produgdo
lactosacarose. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a atividade
da enzima atinge o valor maximo de 2,4U/mL na fase final do crescimento
exponencial apés 12 horas de fermentago, HIDAKA et alii (1988) verificon que
a maior produgio de B-frutofuranosidase por Aspergillus niger ATCC 20611
ocorreu na fase tnicial do crescimento exponencial apés 24 horas de fermentagio
a 28°C. Em comparagfio a linhagem de Aspergillus japonicus MU-2 estudada
por HAYASHI et alii, (1992) apresentou a méaxima atividade durante a fase

exponencial de crescimento apds 48 horas de fermentagio a 30°C.
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4.4- PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

4.4.1- DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE ATIVI-
DADE DA B-FRUTOFURANOSIDASE E DE PRODUCAO DE
LACTOSACARGSE

O efeito da temperatura na atividade da B-frutofuranosidase e na produgio
de lactosarose foi determinado de acordo com o método descrito no item 3.6.2.
A Figura 5 apresenta a concentragio de lactosacarose formada em funglo da
temperatura. A temperatura 6tima para produgdo de lactosacarose catalisada pela
B-frutofuranosidase da linhagem Bacillus sp n° 417 foi de 45°C. Fujita et alii,
(1991) verificaram que a produgdo de lactosacarose pela B-frutofuranosidase de

Arthrobacter sp K-1 foi maxima na faixa de temperatura de 55-60°C,

A P-frutofuranosidase de Bacillus sp n° 417 apresentou atividade otima a
45°C, como ilustra a Figura 6. HIRAYAMA et alii, (1989) verificaram que a -
frutofuranosidase Aspergillus niger ATCC 20611 apresentou atividade Otima na
faixa de 50-60°C em mistura de reagdo contendo 10% de sacarose apds 1 hora
de reagdo. HAYASHI et alii, (1991) trabalhando com duas fragbes de PB-
frutofuranosidase intracelulares de Aureobasidium sp ATCC 20524, venficaram
que a temperatura Otima para ambas as fragdes foi entre 50-35°C. PARK &
ALMEIDA, (1991) estudando a B-frutofuranosidase de Aspergillus niger
determinou que a temperatura 6tima de atividade foi de 55°C, diferente da P-
frutofuranosidase produzida por Candida sp (PARK et alii, 1993}, onde a
atividade otima da enzima variou entre 50-60°C dependendo do tempo de

incubacio.
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4.4.2- DETERMINACAO DO PH OTIMO DE ATIVIDADE DA B-
FRUTOFURANOSIDASE E DE PRODUCAO DE LACTOSACA-
ROSE

Para o estudo do efeito do pH na atividade da B-frutofuranosidase e na
producio de lactosacarose seguiu-se a metodologia descrita no item 3.6.3. De
acordo com a Figura 7, que expressa a concentragic de lactosacarose formada
em fungio dos diferentes valores de pH, observou-se que o pH &timo na
produgdo de lactosacarose foi de 5,6 em tampdo citrato-fosfato. A linhagem de
Arthrobacter sp K-1 (FUJITA et alii, 1991) apresentou pH otimo de 5.8 em

tampéo citrato-fosfato para produgdo de lactosacarose.

Analisando o efeito do pH na atividade da enzima B-frutofuranosidase da
linhagem de Bacillus sp n° 417 ofateve~se o pH o6timo de 5,6 (Figura 8).0 pH
6timo de atividade da B-frutofuranosidase com atividade de transferéncia de
unidades de frutosil tem sido descrito na literatura. HIRAYAMA et alii (198%)
trabalhando com P-frutofuranosidase com atividade de transferéncia de
Aspergillus niger ATCC 20611 determinaram que o pH 6timo de atividade
variou enire 5,0-6,0. Uma outra B-frutofuranosidase produzida por Arthrobacter
sp K-1 (FUJITA et alii,1990a) possui atividade 6tima em pH que variou de 6,3-
6,8. A linhagem de Aspergillus niger descrita por PARK & ALMEIDA (1991}
apresentou pH 6timo de atividade entre 5,5-6,5. HAYASHI et ahi, (1991)
determinaram que as fragdes P-1 ¢ P-2 de B-frutofuranosidase de Aureobasidium
sp ATCC 20524 possuiam atividade otima entre 4,5-5,5 e 4,5-6,0,
respectivamente, Estes mesmos autores (HAYASHI et alii, 1992a) estudando a
B-frutofuranosidase da linhagem de Aspergillus japonicus MU-Z observaram

que a enzima mostrou pH 6timo de atividade na famxa de 5,0-5,5.
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4.4.3-DETERMINACAO DA CINETICA DE PRODUCAO DA
LACTOSACAROSE

O estudo da cinética de produgfio de lactosacarose foi realizado como
descrito no item 3.6.4. Como pode ser observado na Figura 9, a mixima
produgdo de lactosacarose catalisada pela enzima B-frutofuranosidase foi obtida
apés 8 horas de reagdo. A Figura 10 ilustra a porcentagem de conversdo tendo
como base a sacarose e os aglcares totais calculadas de acordo com o item
3.6.1, onde se verificou 73,37% de conversdo tendo como base a sacarose. A f3-
frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-I, isolada por FUNITA et alii, (1991)
apresentou uma cinética de produgdo de lactosacarose semelhante a linhagem
estudada, onde em 8 horas de reaglio, 40% de agicares totais [lactose ¢ sacarose,
1:1 (p/p)] a 50°C foi obtido maior formagdo de lactosacarose com uma

conversio de 45% tendo como base a sacarose.

4.4.4- EFEITO DA PROPORCAO DE LACTOSE E SACAROSE NA
PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

O estudo do efeito da proporgdo de lactose ¢ sacarose na produgdo de
lactosacarose foi realizado como descrito no item 3.6.5. A Figura 11 mostra a
produgdo de lactosacarose em fungdo de diferentes proporgdes de lactose €
sacarose. A proporgdo que apresentou maior produgdo de lactosacarose fo1 na
relagio 1:1 (p/p) onde se obteve 17,75 mg/ml de lactosacarose. Esse resultado
foi semethante ao obtido por FUJITA et alii, (1991) onde utilizando a enzima P-

frutofuranosidase produzida por Arthrobacter sp K-1 ¢ 50% de agiicares totais , a
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40°C por 20 horas foi obtido a relagdo 1:1 (p/p) de lactose e sacarose como a

melhor proporgdo entre os aglicares para formagdo de lactosacarose.

Observando a Figura 12, que expressa as porcentagens de conversao e
transfrutosilagdo, calculadas de acordo com o item 3.6.1, em fungdo das
diferentes proporgdes de lactose e sacarose, verificou-se que quanto maior a
proporgdo de lactose (aceptor) ha um aumento na porcentagem de transferéncia ¢
uma diminuigdo na conversio de lactosacarose. Isso se deve ao fato de que
havendo uma grande quantidade de aceptor hd um maior grau de transferéncia de
residuos de frutosil para este aceptor, mas devide a baixa concentragdo de
sacarose (doador) este Gltimo se torna escasso rapidamente, acarretando numa
menor formacdo de lactosacarose. O mesmo resultado for obtido quando ocorre a
situagdo inversa onde ha um aumento da proporgao de sacarose {(doador) ¢ uma
diminuigio da lactose (aceptor), mas nesse c€aso, ha uma diminuicdo na
porcentagem de transferéncia ja que a concentragdo do aceptor é baixa. O melhor
resultado se observou quando quantidades equivalentes de lactose e sacarose
foram utilizadas pois, nesse caso, néo havia excesso de aceptor nem de doador

que levasse a uma diminuigdo na formagdo de lactosacarose.

4.4.5- EFEITO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES TOTAIS E DA
TEMPERATURA NA PRODUCAQO DE LACTOSACAROSE

O efeito da concentragiio de agtcares totais na produgfio de lactosacarose
foi determinado de acordo com o item 3.6.6. A Figura 13 ilustra a produgio de
lactosacarose em funcdo da concentragdio de agicares totais (lactose:sacarcse

1:1, p/p) ¢ da temperatura. Verificou-se que houve maior formagdo de
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lactosacarose a medida que aumentava a concentragdes de aglicares totais.
Contudo, quando se tratou de rendimento de lactosacarose (Figura 14) a
concentracdo de 20% apresentou melhor resultado a 45°C atingindo 54,42% de
conversdo, sendo que nas demais concentragdes foram obfidos resultados
satisfatorios alcangando valores entre 47-50% de conversdo tendo como base a
sacarose a 45°C. Nas demais temperaturas (50 ¢ 55°C) a formaglo de
lactosacarose diminuiu consideravelmente, prinzi-palnien.te a 55°C, com valores
de conversio de lactosacarose , tendo como base a sacarose, nfo SUpEnioIes a
43% (Figura 14). FUJITA et alii, (1991), estudando a influéneia da concentragio
de agiicares totais na produgfio de lactosacarose,utilizando a B-frutofuranosidase
de Arthtrobacter sp K-1, obtiveram maior rendimento de lactosacarose
empregando concentragdes de agcares totais na faixa de 30-40%, apos 15-24
horas de reagdo a 50°C. Nessas condigdes foi obtido 48% de conversdo tendo
como base a sacarose. Os autores observaram ainda que utilizando 60% de
aglicares totais a enzima convertia apenas 38% da sacarose apdés 24 horas de

reacgio.

4.5- DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA B-FRUTOFURA-
NOSIDASE DE Bacillus sp n° 417 COM ATIVIDADE DE
TRANSFERENCIA PARA PRODUCAO DE LACTOSACAROSE

A determinagdo do peso molecular da B-frutofuranosidase foi realizada de
acordo com o método descrito no item 3.7. A Figura 15 apresenta o fluxograma
da determinagfo do peso molecular da B-frutofuranosidase de Bacillus spn® 417,

O peso molecular da enzima foi estimado em 89 000 Da através de filtragdo em
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gel Sephadex G-200. A Figura 16 mostra a relagdo entre 0 volume de eluiglo e
peso molecular das proteinas em coluna de Sephadex G-200,

Segundo dados da literatura, a P-frutofuranosidase de Aspergillus niger
ATCC 20611 (FHIRAYAMA et alii, 1989) apresentou peso molecular de 340.000
Da em filtragdo em gel Sephadex G-200. A analise em SDS-PAGE mdicou que a
enzima possuia uma tnica banda de proteina com peso molecular de 100,000 Da
sugerindo a presenga de subunidades estruturais na enzima. A P-
frutofuranosidase de Arthrobacter sp K-I (FUJITA et alii, 1990a) apresentou
peso molecular de 51.000 Da em filtragdo em gel Ultrogel AcA44 e 52.000 Da
em SDS-PAGE, sugerindo que 2 enzima se encontfa em estado monomérico. No
estudq de B-frutofuranosidases intracetulares de Aureobasidium sp ATCC 20524
(HAYASHI et alii,1991) os pesos moleculares das fragdes P-1 ¢ P-2 foram
estimados em 318.000 Da ¢ 346.000 Da, respectivamente, em filtragdo em gel
Sephadex G-200. O peso molecular da p-frutofuranosidase produzida por
Aspergillus japonicus MU-2 (HAYASHI et alli, 1992b) foi estimado em 304.000
Da através de filtragdo em gel Sephadex G-200.
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Tabela 1: Caracteristicas Morfoldgicas, Bioquimicas e Fisiologicas da
Linhagem de Bacillus spn® 417,

TESTES DE IDENTIFICACAQ:

GRAM
ESPORO
AEROBICO
OXIDASE
CATALASE

CITRATO

positivo

MOTILIDADE
central, oval

VM’

vp!
negativo

HEMOLISE
positivo

a~AMILASE
negativo

negaiivo
positivo
negativo
positive

pOSItivo

* V- Vermetho de Metila
# VP Voges Proskauver

FERMENTACAQ DE ACUCARES

SACAROSBE

GLICOSE

MANITOL

ARABINOSE

positivo INOSITOL
positivo XILOSE
positvo MALTOSE
positivo

37

negativo
negativo

negativo
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G-glicose
F-frutose

S-sacarose

Figura 1: Cromatografia Descendente em Papel Ilustrando a Atividade
Hidrolitica da B-frutofuranosidase Sobre a Sacarose Apos

72 Horas de Fermentagdo.
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G- glicose
F- frutose
S- sacarose
L- lactose

LS- lactosacarose

Figura 2: Cromatografia Descendente em Papel Tlustrando a Atividade de
Transferéncia da B-frutofuranosidase para Produgdo de Lactosa-
carose em Sistema de Reagdo Contendo Lactose ¢ Sacarose a 45°C

com 1 Hora de Reagao.
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| P

1- lactosacarose; 2- sacarose + lactose; 3- glicose e 4- frutose
Figura 3: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia llustrando a Produgdo de
Lactosacarose em Sistema de Reagdo Composto de Lactose e

Sacarose. (A- tempo zero de reagdo. B: 3 horas de reagdo 45°C)
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Figura 4: Relagdo Entre Tempo de Fermentagdo, Alteragdo do pH do Meio
de Cultura, Crescimento Celular e a Produgdo de B-frutofurano-
sidase com Atividade de Transferéncia para Produgdo de Lacto-

sacarose.
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Figura 5: Efeito da Temperatura na Produgao de Lactosacarose em Sistema de

Reagdo Formado de 12,7% de Lactose e 8,6% de Sacarose com 2 Ho-

ras de Incubagdo.
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Figura 6- Efeito da Temperatura na Atividade da B-frutofuranosidase de Bacillus
sp n° 417 em Sistema de Reagéo Formado de 10% de Lactose e 10%

de Sacarose (p\p) com 1 Hora de Incubag@o.
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Figura 7. Efeito do pH na Produgdo de Lactosacarose em Sistema de Reagao
Formado de 12,7% de Lactose e 8,6% de Sacarose a 45°C por 2 Ho-

ras.
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Figura 8: Efeito do pH na Atividade da B-frutofuranosidase de Bacillus sp n°
417 em Sistema de Reagdo Composto de 10% de Lactose e 10% de
Sacarose (p/p) a 45°C com 1 Hora de Incubagdo.
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Figura 9: Cinética de Produg@o de Lactosacarose em Sistema de Reagdo
Constituido de Solugdo 12,75% de Lactose € 8,6% de Sacarose
Incubado a 45°C.
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Figura 10: Porcentagem de Conversao para Lactosacarose Tendo como Base a
Sacarose e Agucares Totais na Cinética de Produgéo de Lactosacaro-

se em Sistema de Reacdo Contendo 12,75% de Lactose e 8.6% de

Sacarose a 45°C.
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Figura 11: Efeito da Proporgdo de Lactose e Sacarose na Produgéo de Lacto-
sacarose em Tampdo Citrato-Fosfato 20mM pH 5.6 a 45°C.
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Figura 12: Efeito da Proporgdo de Lactose ¢ Sacarose na Porcentagem de Con-

versdo de Sacarose para Lactosacarose Tendo como Base a Sacarose

¢ na Porcentagem de Transfrutosilagdo.
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Figura 13: Efeito da Concentragdo de Aglicares Totais e da Temperatura na Pro-
dugdo de Lactosacarose em Sistema de Reagdo Contendo Lactose €

Sacarose na Proporgdo de 1:1 (p/p).
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Figura 14: Efeito da Concentragdo de Aglicares Totais e da Temperatura na Por-
centagem de Conversdo de Lactosacarose Tendo como Base a Saca-

Tose€.
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Figura 15: Fluxograma da Determinagio do Peso Molecular da B-frutofurano-

sidase de Bacillus spn® 417.
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Coluna de Sephadex G-200.
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5- CONCLUSAQ:

A linhagem n° 417 selecionada e estudada como produtora de B-
frutofuranosidase com atividade de transferéncia para produglo de
lactosacarose, entre 1341 linhagens isoladas e testadas, foi identificado como

Bacillus sp.

A B-frutofuranosidase de Bacillus sp n° 417 apresentou tanto atividade
hidrolitica quanto de transferéncia ¢ na presenga do aceptor lactose catalisou a

formagio de lactosacarose.

A enzima bruta apresentou atividade 6tima de pH e temperatura de 5,6 ¢

45°C, respectivamente.

Na otimizagdo da produgdo de lactosacarose verificou-se que apos 8 horas
de reagdo, com 20% de concentragdo de solidos totais na proporgdo de lactose ¢
sacarose 1:1 (p/p) incubados a uma temperatura de 45°C em pH 5,6 obteve-se a

maior produgio de lactosacarose.

A B-frutofuranosidase de Bacillius sp n° 417 apresentou peso molecular

de 89.000Da, estimado através de filtragio em gel Sephadex G-200.
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6- SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO:

Estudo das condigdes de cultivo de Bacillus sp n° 417 para producdo de
B-frutofuranosidase com atividade de transferéncia para produgdo de

lactosacarose,

Purificagio e caracterizagio bioquimica da pB-frutofuranosidase de

Bacillus sp n° 417,
Estudo de outros parimetros na otimizagdo da produgdo da (-

frutofuranosidase com atividade de transferéncia para produgio de

lactosacarose.
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