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BERTE, Siliane Denise. Levanasacarase de Bacillus subtilis ATCC 6633:
producdo em diferentes condicdes de fermentacdo utilizando
metodologia de superficie de resposta e caracterizacdo bioquimica
parcial. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

Levanasacarase (E.C.2.4.1.10) é uma enzima extracelular que sintetiza levana
a partir da sacarose. Muitos microrganismos sdo produtores da
levanasacarase, entre eles o Bacillus subtilis tem sido estudado na producgéo
da enzima e na sintese de levana, em diferentes condi¢cdes de fermentacéo.
Os fatores utilizados nos processos podem afetar a produgdo de
levanasacarase e o planejamento estatistico auxilia na reducdo dos custos e
tempo no processo, maximizando o rendimento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a concentracdo de agucar, pH, tempo de cultivo e agitacdo no meio de
fermentagdo para a producdo de levanasacarase por Bacillus subtilis ATCC
6633, através da metodologia da superficie de resposta. Inicialmente, foi
aplicado um planejamento 2 onde as variaveis foram: concentracéo de agucar
(X1), pH (X2), tempo de cultivo (X3) e agitagdo (X4). Um segundo planejamento
fatorial fracionado 3*! foi conduzido visando otimizar a producdo da enzima.
Os resultados indicaram que a condicdo 6tima de fermentag&o para produgéo
de levanasacarase foi 300 gL'l de sacarose, pH 6,0, 24 horas e 180 rpm,
atingindo a atividade de 6,57 UA e nestas condi¢des a produgéo de levana foi
de 18,94 gL™. A anélise de variancia (ANOVA) mostrou um coeficiente de
determinacéo (R? de 0,9816, certificando um ajuste do modelo aos dados
experimentais. Na condi¢cdo 6tima de producéo, os parametros cinéticos (pH,
temperatura e concentragdo de substrato) da levanasacarase do extrato bruto
livre de células foram avaliados. Os parémetros definidos como Otimos
indicaram pH 6,0, temperatura 50°C, concentracdo de substrato 1,5M.

Palavras-chave: Levanasacarase, Bacillus subtilis, delineamento fatorial,
levana.
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BERTE, Siliane Denise. Levansucrase of Bacillus subtilis ATCC 6633:
production in different conditions of fermentation using surface response
methodology and partial biochemical characterization. 2009. Dissertation
(Master’s degree in Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Levansucrase (E.C.2.4.1.10) is an extracellular enzyme which synthesizes
levan from the sucrose. Many microorganisms are producers of levansucrase;
among them, the Bacillus subtilis has been studied in the production of the
enzyme and in the synthesis of levan in different fermentation conditions. The
factors used in the process can interfere the production of levansucrase, and
the statistic design can help the reduction in costs, and time of process,
maximizing the production. The aim of this study was to evaluate through the
surface response methodology, the production of levansucrase per Bacillus
subtilis ATCC 6633 varying the concentration of sucrose in the fermentation,
pH, time of culture and agitation. Initially, it was applied a planning of 2* where
the variables were: sucrose concentration (X1), pH (X2), culture time (Xs3), and
agitation (X4). The second fractional factorial planning 3** was lead aiming at to
optimize the production of the enzyme. The results indicated that the great
condition of the fermentation to the production of the levansucrase was 300 gL
! of sucrose, pH 6.0, 24 hours and 180 rpm, reaching the activity of 6.57 UA.
The variance analysis (ANOVA) showed a coefficient of determination (R?) of
0.9816, certifying a adjust of the experimental data model. In best conditions of
production, the kinetic parameters (pH, temperature, concentration of substrate)
of levansucrase from the cell-free extract were evaluated. The parameters
defined as optimum, indicated pH 6.0, temperature of 50°C, concentration of
substrate 1.5M.

Keywords: Levansucrase, Bacillus subtilis, factorial design, levan.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, o estudo de biopolimeros vem despertando a
atencédo dos pesquisadores pelas aplicagdes potenciais nos diferentes campos
industriais como farmacéutico cosmético e alimenticio (BELGHITH et al.,
1996). Dentre os biopolimeros promissores industrialmente destaca-se a
levana, um exopolissacarideo de frutose, que devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas tem potencial aplicacdo nesses campos industriais. A levana
pode ser produzida por diferentes microrganismos, pela agdo da enzima
levanasacarase através de processo fermentativo (HAN; CLARCKE 1990;
SHIH et al., 2005).

Dentre 0s microrganismos sao produtores de levana e
levanasacarase, o Bacillus subtilis tem sido estudado por degradar a sacarose
e catalisar a formagdo de levanas, que podem ser de alta e baixa massa
molar, refletindo na sua caracteristica fisico-quimica, de acordo com as
condicdes de fermentacdo ensaiadas (EUZENAT et al., 1997).

A levanasacarase (SacB) de B. subtilis realiza trés reacdes
caracteristicas: sintese da levana a partir da sacarose pela reacdo de
transfructosilagdo com liberagdo da glicose; hidrdlise da levana em frutose e
uma terceira reagdo que é mudanca de residuos de glicose na molécula
introduzindo ramificacdes na molécula de levana (BEINE et al.,, 2008). A
levana resultante consiste de residuos de frutofuranosil ligados
predominantemente por B-(2—6) e com extensivas ramificacdes por ligagoes
B-(2—1) (AMMAR et al., 2002). Os dois tipos de ligacdes séo produzidos pela
mesma enzima, a levanasacarase (HETTWER et al., 1995).

A levanasacarase sintetiza levana a partir da sacarose, pelas
fungcbes de hidrolase e polimerase, que ocorrem em baixas e altas
concentragcdes de sacarose respectivamente. Pela fungdo de hidrolase a
levanasacarase € classificada na familia 68 das hidrolases glicosidicas (GH)
(MENG; FUTTERER 2003). Entretanto, em altas concentracGes de sacarose, a

enzima tem atividade de polimerase, adicionando unidades frutosil em um
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monossarideo, dissacarideo ou frutoligossacarideos, polimerizando a cadeia
de levana (MENG; FUTTERER, 2008).

A producéo de levana bacteriana é diretamente influenciada pela
fonte de carbono e sua concentragao, fonte de nitrogénio, oxigenagao do meio
de fermentagdo, temperatura, variagdo de pH e sais presentes no meio. Esses
fatores influenciam diretamente o crescimento celular (ERNANDES; CRUZ,
2005), e as producgdes de levana e de levanasacarase (AHAMED et al., 2005).

Para estudar os diferentes fatores que afetam a producéo
compostos de interesse biotecnoldgico, o uso da metodologia estatistica reduz
0 numero de experimentos ou repeticdes e melhora a qualidade da informagéo
obtida através dos resultados. Isto significa uma sensivel diminuicdo do
trabalho e, consequentemente, do tempo e custo final (RODRIGUES; IEMMA,
2005). O principal objetivo dos pesquisadores na utilizagdo do planejamento
estatistico é verificar a relacao entre variaveis e a resposta que € o produto de
interesse (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978). A metodologia de planejamento
fatorial associada a analise de superficies de respostas (RSM) é uma
ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacdes
seguras sobre o0 processo, minimizando o empirismo que envolve técnica de
tentativa e erro (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 1995). Esses métodos tém
sido empregados com sucesso em andlises de bioprocessos como: produgéo
de exopolissacarideos (OLIVEIRA et al., 2007) produgdo de enzimas
(RAHULAN et al.,, 2009) e dos constituintes dos meios de fermentagdo na
producao de levana (BABU et al., 2008; ESAWY et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar através de planejamento estatistico, a produ¢do da
levanasacarase por Bacillus subtilis ATCC 6633 variando as diferentes
condi¢cOes de fermentagdo e caracterizar parcialmente a enzima do extrato

bruto livre de células.

2.2 Objetivos Especificos

o Definir por metodologia de superficie de resposta as condicdes
6timas de cultivo (concentracdo de sacarose, tempo de cultivo, pH e
agitacao) para atividade da levanasacarase de Bacillus subtilis ATCC
6633

e Produzir levanasacarase na condicdo otimizada e avaliar os
parametros cinéticos no extrato bruto (pH, temperatura, concentragcédo

de sacarose, concentra¢do de enzima estabilidade térmica).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Levanasacarase

A levanasacarase (sacarose: 2,6-B-o-frutana-2,6-8-o-
frutosiltransferase, E.C.2.4.1.10) é uma enzima extracelular que sintetiza

levana a partir da sacarose, pela seguinte reacao:

Sacarose + aceptor -> glucose + frutosil -aceptor

Como aceptores de residuos frutosil, para sintese de levana
podem ser usados a sacarose, agua, alcoois e mono ou oligossacarideos.
Estudos cinéticos sobre a levanasacarase de B. subtilis demonstraram que,
um mecanismo de reacgdo do tipo ping pong esta envolvido na estabilidade e
um intermediario covalente da enzima com residuos frutosil ocorre durante a
reacao de transfructosilagdo (AMMAR et al., 2002). O mecanismo ping pong,
onde o amino&cido aspartato da enzima tem uma acgdo nucleofilica e forma a
estabilidade do complexo frutosil com a enzima. A atividade catalitica é
fortemente influenciada pelos aminoacidos do sitio ativo, Asp-Glu-Asp, que
definidos por cristalografia de raio-X estdo nas posicbes 86, 342, 247 na
levanasacarase do B. subtilis (SEIBEL et al., 2006).

Estudos efetuados em baixas concentracdes de sacarose na
atividade da levanasacarase descrevem a fungdo principal da enzima como
uma hidrolase, que de acordo com a classificagdo de enzimas ativas em
carboidratos, séo classificadas na familia 68 das hidrolases glicosidicas (GH)
(MENG; FUTTERER, 2008), entretanto, em altas concentracées de sacarose a
enzima tem atividade de polimerase, adicionando unidades frutosil em um
monossacarideo, dissacarideo ou frutoligossacarideos, polimerizando a cadeia
de levana. (MENG;, FURTTERER, 2003; MONSAN, et al, 2001;
SANGILIYANDI, et al.,1999).
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A seletividade da levanasacarase de agir como transferase ou
hidrolase é também dependente da fonte da enzima, temperatura e solventes
organicos misciveis em agua, presentes no meio de reagdo (CASTILLO &
MUNGUIA, 2004).

Ammar et al. (2002) reportaram que a atividade da
levanasacarase esta envolvida com uma variedade de processos, entre eles,
sobrevivéncia da bactéria no solo (Bacillus subtilis), fitopatogénese (Erwinia e
Pseudomonas) ou simbiose (Bacillus polymixa).

Beine et al. (2008) descrevem que a levanasacarase (SacB) de
B. subtilis realiza trés reacdes caracteristicas: sintese da levana a partir da
sacarose pela reagdo de transfructosilagdo e com liberagdo da glicose;
hidrélise da levana em frutose e uma terceira reacdo que é mudanca de
residuos de glicose na molécula introduzindo ramificagdes. A levana resultante
consiste de residuos de frutofuranosil ligados predominantemente por 3-(2—6)
e com extensivas ramificagdes por ligagdes B-(2—1) (AMMAR et al., 2002).
Os dois tipos de ligagbes s&o produzidos pela mesma enzima, a
levanasacarase (HETTWER et al., 1995).

Muitos microrganismos sdo produtores da levanasacarase, entre
eles o Bacillus subtilis tem sido estudado por degradar a sacarose e catalisar a
formagao de levanas, que podem ser de alta e baixa massa molar de acordo
com as condigdes testadas. (EUZENAT et al., 1997)

Estudos sobre levanasacarase de B. subtilis tém mostrado
reacbes de formacdo de frutoligossacarideos (FOS) a partir da sacarose.
Essas substancias apresentam com propriedades prebidticas destacando-se a
cestose e nistose. Apresentam unidades de frutose B-(2—1) ou B-(2—6)
ligadas a uma molécula de glicose através da ligacdo a-(1—2). (BEINE et al.,
2008).

Martinez-Fleites et al. (2005) estudando a sintese das frutanas
confirmaram que o processo de formagéo de levana inicia-se pela reagéo de
transfrutosilacdo, na qual uma molécula de sacarose faz o papel de doador de
frutosil e com uma segunda molécula de sacarose a aceptora inicial da metade
frutosil. O tamanho da cadeia, o tipo de ligagéo e as ramificagbes variam de

acordo com a enzima e o0 organismo e em bactérias, a biossintese de frutana
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ocorre por uma UuUnica enzima multifuncional, a levanasacarase. A
levanasacarase pode catalisar as rea¢des de formagéo dos trissacarideos, via
O1 para formar 1-cestose (1-cestotriose, isocestose; a base da ligacdo é 3-
(2—1) como as inulinas) ou via O6 para formar a ligagdo B-(2—6) ligada ao
frutooligossacarideo 6-cestose. Essas rea¢des ocorrem via 0 mecanismo de
ping pong, envolvendo a formacao de um intermediério frutosil covalentemente
ligado a enzima. O intermediério 6-cestose e os residuos frutosil da hidrdlise
da sacarose através de reacdes de polimerizagdo formam a levana (Figura 1).

A levanasacarase do B. subtilis catalisa principalmente a
formacdo de levanas de alta massa molar, sem acumulo de oligofrutanas
intermediérias, o que difere das Gram-negativas que sintetizam e acumulam
grandes concentracdes de frutoligossacarideos pelas mesmas reacdes (Figura
1) (MARTINEZ-FLEITES et al., 2005).



32

OH
HO 0,
OH Hgég

HO 0, HO
HO
HO HO (o]
o ° 1 - Kestose
HOH HO B -
- 0 (kestotriose)
HO HO ClH,
oM CH,OH HO o
(o]
HO
Glicose HO CH,0H -
Glicose
/ HO (o]
HO

HOH,C CH,0H Sacarose

HO
o} e (o)
HO HOH,C 0 o
HO HO
OH 0: —0

HO HOH,C HO HOH,C

. . Sintese de
Frutosil-enzima frutoligossacarideos
(intermediario) (6-kestose)
H,0 Polimerizacéo
OH
HO 0,
HO
O HoWC  CHOM Ho
HO 0 ¢ ¢
HO + < “°i7% HOC o )
HO OH HO HO
OH -
HO HOH,C HO HOHC |
Hidrolise da Polimerizacao da
sacarose levana

Figura 1: ReacOes catalisadas pela levanasacarase para formagéo de trioses
e levana (MARTiNEZ—FLEITES et al., 2005).

Com relagdo a estrutura, Lebrun e Rapenbusch em 1980
determinaram a estrutura terciaria da levanasacarase de Bacillus subtilis, a
uma resolucéo de 3,8 A, através de difracdo de Raios-X, 0 mapa de densidade

eletrdnica sugeriu que a molécula de levanasacarase, possui uma forma
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alongada elipséide, com dimensdes total de 26 x 32 x 117 A, com massa molar
em torno de 49.900 Da, sendo que a enzima é constituida de uma cadeia
polipeptidica simples desprovida de aminoacidos cisteina.

Recentes estudos sobre a estrutura cristalina da levanasacarase
de B. subtilis revelaram que residuos &cidos (Asp™®, Asp®® e GIu*™) de
aminoacidos localizados no sitio ativo sdo importantes para o reconhecimento
do substrato. A cadeia da enzima é formada por cinco porgbes em
conformacao B que é fundamental para a atividade catalitica das enzimas da
familia das hidrolases 68 (MARTINEZ-FLEITES et al., 2005).

A base de dados das enzimas com atividade em carboidratos
(CAZY,HTTP:/[afmb.cnrs-mrs.fr/-cazy/CAZY/index.html) classifica a
levanasacarase e a invertase dentro da familia GH 68 que s&o as hidrolases
glicosidicas (GH). Essas hidrolases pertencem a uma diversidade de
proteinas, que atuam sobre substratos especificos e com dois requerimentos
cataliticos para sua atividade, residuos &cidos atuando como um doador de
prétons e uma base geral ou nucleofilica (MENG & FURTTERER, 2003).

3.2 Producgéo, efeito de condi¢cbes de fermentagdo na atividade da

levanasacarase e producgéo de levana

O efeito das diferentes condigbes de fermentagéo, na producéo
de levana e de levanasacarase tem sido objeto de estudo de diferentes
autores, considerando as importantes aplicagbes. Ananthalakshmy e
Gunasekaran (1999) estudaram diferentes condicbes de fermentagcdo na
producdo de levana e levanasacarase de Zymomonas mobilis e concluiram
que a maxima producéo de levana foi a pH 5,0; 25°C e 150 gL™ de sacarose e
que a atividade da levanasacarase e a producéo de levana diminuiu quando a
temperatura aumentou de 25 para 40°C , e nestas condi¢cdes ocorreu a

diminui¢cdo da producgéo de levana.

Ahmed et al. (2005) avaliaram a producéo de levanasacarase de
B. subtilis NRC33a usando sacarose e glicose como fontes de carbono. A

producdo 6tima da levanasacarase foi a 30°C com 0,5 gL de MgSO, e a
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adicdo de 2% levedura de panificacdo, como fonte de nitrogénio. As variaveis
testadas favoreceram a atividade da levanasacarase. Os autores estudaram a
sintese enzimética da levana e indicaram que o aumento da concentragdo da

enzima, aumentou a producéo de levana.

Empregando residuos agroindustrias como: casca de laranja,
residuos de limdo, banana, po de serra e trigo como substratos Ahmed (2008)
estudou a producdo de levanasacarase de Bacillus megaterium em
fermentacdo em estado sélido sob condi¢des estaticas. A maxima producéo da
enzima foi 140,54 U/g por substrato sélido de serrilha com 50 mL do meio de
producéo, pH de 6,0; 72 horas e 30°C.

O estudo das condi¢gbes do meio na atividade das enzimas é de
grande importancia para conhecer a sua funcdo. As enzimas sofrem o0s
mesmos efeitos estruturais observados com as proteinas globulares pela
variagdo de pH e de temperatura. Mudancas extremas de pH podem alterar a
estrutura da enzima, devido a uma repulsdo entre as cargas elétricas.
Mudangas mais brandas de pH podem levar a uma dissociagcdo das cadeias
das enzimas oligoméricas, 0 que acarretaria alteracdo na sua fungdo. As
enzimas apresentam pH e temperatura 6timos para a atividade enzimética
(WILLIAMS; JONES, 1976).

A influéncia da temperatura na estabilidade da levanasacarase da
Bacillus subtilis foi investigada por Ammar et al. (2002) e Esawy et al. (2008)
que encontraram resultados similares, onde, a 50°C a enzima é estavel por 60
minutos de incubagdo. Quando a temperatura foi a 60°C a atividade da
levanasacarase permaneceu em 50%, durante 30 minutos de incubacgéo.
Porém a 70°C a enzima perdeu sua atividade em 100%.

Hettwer et al. (1995) estudaram a influéncia de diferentes pH (2-
9) na atividade da levanasacarase extracelular, produzida por Pseudomonas
syringae. A enzima teve seu pH 6timo em 6,2 usando sacarose a 10% e
temperatura de 37°C. Ammar et al. (2002) confirmaram 100% de atividade da
levanasacarase de Bacillus sp. em pH 6, e um decréscimo na atividade da
enzima aumentando ou diminuindo os valores de pH (maior que 9,0 e menor
que 3,0).
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Levanasacarase de outros microrganismos mostraram atividade
maxima na faixa de pH entre 5 e 6,5 (BELGHITH et al., 1996; HERNANDEZ et
al., 1995). Esawy et al. (2008) estudaram o efeito de varios valores de pH na
atividade da levanasacarase de B. subtilis e obtiveram maior atividade em pH
5,5 para levanasacarase imobilizada e levanasacarase livre.

A temperatura € um dos fatores que influenciam na atividade das
enzimas. Cada enzima possui uma temperatura 6tima, onde a reagdo atinge
seu maximo e uma faixa onde atua sem sofrer desnaturacdo. Hettwer et al.
(1995) avaliaram a atividade da levanasacarase variando a temperatura entre
0 e 100°C e encontraram atividade entre 4 a 82°C. Sendo que, o 6timo de
atividade de levanasacarase foi obtido a 18°C para formagé&o de levana e 60°C
para quebra de sacarose. Diferentes resultados foram descritos por Esawy et
al., (2008) demonstrando que a temperatura Otima de atividade da
levanasacarase de B. subtilis foi de 35°C, para enzima livre e imobilizada.

A concentragdo de substrato € um outro fator que atua sobre a
atividade da enzima, podendo ser uma resposta negativa ou positiva na
capacidade catalitica. Ammar et al. (2002) demonstraram que a 50°C, a
concentracdo de 36% de sacarose na reagdo enzimdtica, resultou em uma
maior formagdo de levana (200 mg/mL) pela levanasacarase de B. subtilis.
Hetter et al. (1995) comprovaram que 750 mM de sacarose € a melhor
concentracdo de substrato para a atividade de formagdo de levana pela

levanasacarase in vitro.

3.3 Levana

Smith e Steele em 1911 foram o0s primeiros autores a
descreverem uma nova goma, obtida as partir de solucbes de sacarose
inoculadas com Bacillus levaniformans, a qual deu o nome de levana e fizeram
um estudo quimico demonstrando que a levana quando hidrolisada liberava
levulose.

A levana produzida por uma espécie de Bacillus em solucéo

possui uma rotagdo especifica [a]D -40, com o ponto de fuséo de 200 ° C, ndo
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sofrem reducdo em solucdo de Fehling e ndo é precipitada na presenca de
acetato (TAGGART, 1911).

Hibbert e Tipson (1930) determinaram e descreveram a estrutura
da goma levana, formada através da a¢do do Bacillus mesentericus em caldo
de cana de agucar. A estrutura da levana foi determinada apo6s hidrélise,
seguida de acetilagdo e metilacdo e concluiram que a cadeia principal de
levana era composta de residuos de frutofuranosideos polimerizados, unidos
por ligagdes B(2—6).

Em 1984 Rolf e Gray realizaram a analise das posi¢cdes das
ligagbes entre as unidades D-frutofuranosidicas, pelo método de clivagem
redutiva, utilizando como modelo, levanas produzidas por Aerobacter
levanicum, demonstrando que a levana € uma D-frutana de alta massa molar
composta de residuos D-frutofuranosidicas, unidas por ligacdes B(2—6), com
algumas ramificacdes em B(2—1).

Simms, Boyko e Edwards (1990) determinaram a estrutura das
levanas produzidas por Streptococcus salivarius SS2, através de analises de
oxidagdo por periodato, metilagé@o, clivagem-redutiva, e posterior analise por
cromatografia gasosa, espectroscopia de massa e ressonancia magnética
nuclear de C**. Os autores concluiram que as levanas séo constituidas por
uma cadeia principal de residuos de B-D-frutofuranosidicas, ligados por
ligacbes B(2-6) em aproximadamente 70% do polissacarideo; e ramificacbes
com ligagbes B(2-1) em torno de 30% (Figura 2), provavelmente o polimero de
levana possuem uma estrutura dendritica, produzindo uma macro-molécula de

forma globular.

Continuas
-~+—CH O——CH O——CH o—=
0 20 2 -0 ligagbes B(2-6) da
H 0 H o) H o cadeia principal
H CH,OH H CH, H CH,OH
OH H OH OH H
Continuas CH, o 0 Ramificacdes
ligacBes B(2-6) H 0 B(2-1) na
H CHaoH cadeia

OH principal
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Figura 2 — Estrutura quimica da cadeia principal de levana e sua ramificacao
(SIMMS, BOKYO, EDWARDS 1990).

Han e Clarke (1990) caracterizaram as levanas produzidas por
Bacillus polymyxa, através de espectroscopia de massa, ressonancia
magnética nuclear de C'3, cromatografia liquida de alta eficiéncia e analise por
metilagho como um polimero composto por 98% de unidades
frutofuranosidicas, dispostas por ligagbes glicosidicas e possuia os tipos de

ligagcbes entre os residuos frutosil (Tabela 1).

Tabela 1: Tipos e propor¢cbes de ligacdes glicosidicas encontradas na
molécula de levana de B. polymyxa.

Tipo de ligacéo %
Cadeia principal -3-(2-6) 71
Ramificagbes -C1, C2 e C6 12
Grupos terminais -C1 e C2 13
Hexoses livres 4

Fonte: (HAN ; CLARKE, 1990).

French (1988) publicou os primeiros estudos sobre a analise
conformacional da levana e inulina. Utilizou modelos computacionais e através
do calculo dos angulos e comprimento das liga¢cdes entre os aneis de -D-
frutofuranose determinaram a variagéo angulares estédo entre 0 © a 360 °.

Liu e Waterhouse (1992) realizaram a analise conformacional
através de estudo computacional da levanbiose (Frutofuranosil-p(2—6)
Frutofuranose). Os autores concluiram que a conformacdo espacial das

levanas sdo as mesmas de cada mondmero de levanbiose (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura quimica da Levanbiose (LIU; WATERHOUSE, 1992).

A levana serve como fonte de armazenamento de carboidratos
em microrganismos, que pela acdo das levanases € hidrolisada fornecendo
carboidratos quando as fontes de carboidratos intracelulares tornam-se
escassas. (BERGERON; MOROU-BERMUDEZ; BURNE, 2000).

As caracteristicas da molécula de levana, como, o tamanho e
grau de ramificagdo contribuem para definir a sua aplicagdo. As condigbes de
fermentagcdo podem interferir no grau de polimerizacdo da molécula de
interesse. Dentre os fatores o qual tem demonstrado contribuir para a
alteracdo da massa molar é o pH, que tem sido estudado por alguns autores.
Destaca-se Shu e Lung (2004) que estudaram o fungo basidiomiceto Antrodia
camphorata em diferentes valores de pH e observaram a variacdo da massa
molar. Os autores concluiram que os EPS de alta massa molar, porém com
baixa producgéo, se concentraram em pH mais baixo e os EPS de baixa massa
molar nos valores de pH mais altos. A média da massa molar dos EPS foi
2,18x10° Da.

Batista (2006) estudando a distribuicAo da massa molar de
levana de Zymomonas mobilis em caldo de cana de acglUcar comprovou
estatisticamente, que levanas de alta massa molar (maiores que 6,7x10° Da)
foram produzidas em pH 5, ap6s 24 horas de cultivo e que a concentragédo de
acucar inicial no meio de cultivo néo teve efeito significativo.

Cabral de Melo et al. (2007) estudaram a produgéao e distribuicéo
da massa molar de levana de B. subtilis em caldo de cana de agucar usando

delineamento fatorial. Analise estatistica confirmou que o tempo de
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fermentagdo de 48 horas favoreceu a producéo de levana de alta massa molar
(1,4x10° Da).

Ahmed et al. (2005) estudaram a sintese da levana e de
frutoligossacarideos pela levanasacarase de B. subtilis usando sacarose e
glicose como fontes de carbono. A sintese da levana indicou que a
concentracdo da sacarose foi um dos fatores efetivos, no controle da massa
molar da levana, as massas molares mais altas foram atingidas quando utilizou
5% de sacarose na mistura da reacgéo, e que concentragdes acima diminuem a
massa molar. Os autores também constataram que variagdes de temperatura
e tempo de reacao influenciaram na massa molar da levana de B. subtilis. A
maior massa molar foi de 58,52 KDa na temperatura de 15 °C e gradualmente
decresceu em temperaturas mais altas.

Shih e Yu (2005) estudaram Bacillus subtilis (natto) em meio de
sacarose a 20% e analisaram a producéo e caracterizagao da levana. Quanto
a massa molar a levana produzida, apresentou duas fraces, com diferentes
massas molares (1794 e 11KDa). Essa distribuicao foi fortemente afetada pelo
tempo de fermentacdo que apos 7 horas foi observado uma maior producgéo de
levanas de alta massa molar.

Euzenat et al. (1997) investigaram a produgé&o de levanas de alta
e baixa massa molar de Bacillus subtilis C4, em diferentes concentracdes de
sacarose e variando as temperaturas. Os resultados demonstraram que
levanas de alta e baixa massa molar aparecem simultaneamente com o
consumo de aclUcar pelo microrganismo, entretanto, houve maiores
concentracdes de levanas de baixa massa molar durante o experimento.

Por suas caracteristicas quimicas e estruturais, a levana tem
despertado grande interesse, por apresentar aplicagbes em diversas areas

como saude, industrial e alimentagdo humana (GHALY et al., 2007) (Tabela 2).
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Tabela 2: Aplicagdes industriais da levana.

Aplicacéo Uso Referéncias

Industrial Promover viscosidade Shih et al., (2005)
Capacidade de ligar &gua e Ramsay, (1987)
a compostos quimicos

Agente tamponante Gabitto et al., (2001)
Médico/farmacéutico Substituto do plasma Shih et al., (2005) e Kirk
sanguineo et al., (1991)

Agente hipocolesterolémico Ammar et al., (2002)
Modificacdo da membrana Shih et al.,, (2005) e
celular (células tumorais) Ahmed et al., (2005)
Substéncia aglutinante Ammar et al., (2002),
Shih et al., (2005) e
Ahmed et al., (2005)

Alimentos Adogante Kirk et al., (1991)
Substituto da goma ardbica Kirk et al., (1991)
Agente volumoso Shih et al., (2005)
Outras Emulsificante Shih et al., (2005)
Agente encapsulante Shih et al., (2005)
Cosmeéticos Han, (1990) e Ammar et
al., (2002)

Fonte: GHALY et al., (2007)

Na area da salde, o efeito imunomodulador e antitumoral tem
sido estudado por diversos autores. Calazans et al., (2000) estudaram levana
de Zymomonas mobilis e Aerobacter levanicum quanto a atividade antitumoral
e concluiram que a levana de Z. mobilis, de massa molar em torno de 460.000
Da, apresentaram a maior atividade.

Yoo et al. (2004) caracterizaram as levanas de Gluconobacter
xylinus, Microbacterium laevaniformes, Rahnella aquatilis e Zymomonas
mobilis. Apenas G. xylinus mostrou fraca atividade antitumoral e os autores
consideraram que isto esta relacionado a sua menor massa molar (40.000 Da),
enquanto que as levanas produzidas pelos outros microrganismos variaram de
710.000 a 380.000 Da e apresentaram maior atividade.

Ainda quanto a aplicacdo dos exopolissacarideos (EPS) na &rea
de saude, vérios estudos revelam que o padréo de ramificacdo e o grau de
polimerizagéo s&o a base das aplicagbes farmacéuticas como: substituto do

plasma sanguineo, imunomodulador, prolongador do efeito de certas drogas e
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hipocolesterolémicas. (DOELLE et al., 1993, BEKERS et al., 2001 e SHU,;
LUNG, 2004).

A levana também tem sido promissora para a industria
alimenticia. Aquela de maior massa molar possui uma maior viscosidade,
caracteristica desejavel para utilizacdo como espessantes e estabilizantes
alimentares. Pode ser usada na elaboracdo de produtos dietéticos por ter

propriedade de ndo cariogénico e ser prebidticos (HAN; CLARKE, 1990).

3.4 Microrganismos produtores de levana

Diversos microrganismos sao capazes de sintetizar levana, em
meios ricos em sacarose, por apresentarem a enzima levanasacarase. Ghaly
et al.,, (2007) compilaram em seus estudos os diferentes microrganismos

produtores de levana com sua fonte de referéncia (Tabela 3).
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Microrganismo

Fonte

Acetobacter acetigenum
Acetobacter pasteurianus
Actinomyces viscosus
Achromobacter sp.
Aerobacter aerogenes
Aerobacter levanicum
Arthrobacter ureafaciens
Azotobacter chroococum
Bacillus asterosporus
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus megaterium
Bacillus mesentericus
Bacillus polymyxa

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis Natto
Corynebacterium levaniformans
Corynebacterium beticola
Gluconobacter oxydans
Leuconostoc mesenteroides
Micbacterium laevaniformans
Odontomyces viscosus
Phytomonas pruni
Pseudonomas aureofaciens
Pseudonomas chlororaphis
Pseudonomas fluorescens
Rothis dentocariosa
Streptococcus sp.
Streptocuccus salivarius
Xanthomonas sp.
Zymomonas mobilis
Aspergillus sydawi
Aspergillus versicolor

Loewenberg; Reese, (1957)
Loewenberg; Reese, (1957)
Pabst et al., (1977)

Han et al., (1990)
Srinivasan; Quastel, (1958)
Evans; Hibbert, (1946)

Han et al., (1990)

Hestrin; Goldblum, (1953)
Hestrin; Goldblum, (1953)
Han et al., (1990)

Evans; Hibbert, (1946)

Han et al., (1990)

Han et al., (1989)

Shih et al., (2005)
Yamamoto et al., 1999.

Han et al., (1990)

Han et al., (1990)

Han et al., (1990)

Han et al., (1990)

Han et al., (1990)

Han et a., (1990)

Han et al., (1990)

Fuchs et al., (1956)

Fuchs et al., (1956)

Fuchs et al., (1956)

Han et al., (1990)

Han et al., (1990)

Fuchs et al., (1956)

Han et al., (1990)

Dawes, et al., (1966)
Leowenberg; Reese, (1957)
Leowenberg; Reese, (1957)

Fonte: GHALY et al., 2007

Além dos microrganismos

microrganismos produtores de

levana sdo encontrados,

listados na Tabela 3,

outros

destacando

Actinomyces naeslundii encontrado na flora bucal como grande produtor de
levana. S&o bactérias gram-positivas, anaerobicas facultativas, e estao
envolvidas na patogénese da céarie dentaria e doencas periodontais. A
producéo de levana neste caso se d4, pela grande propor¢do de sacarose na

dieta, que aumenta a producdo de &cidos, e também por serem antigenos



43

independentes de células T. Consequentemente, pode contribuir para a
inflamacé&o nas doencgas do periodontais. (BERGERON; MOROU-BERMUDEZ;
BURNE, 2000).

Pseudomonas syringae var. glycinea e P. syringae var.
phaseolicola produzem vérios EPS de alta massa molar, incluindo alginato e
levanas, os quais séo fatores de viruléncia para as plantas, causando manchas
nas folhas de feijao e soja e que levam ao desenvolvimento de lesdes com
necroses (HETTWER, et al., 1998).

Uma bactéria que tem se destacado na producgdo de levana € a
Zymomonas mobilis, que quando cresce em meio contendo altas
concentracdes de sacarose, 0 seu metabolismo é direcionado para a formacéao
de polimeros de frutose extracelular, levana, com uma reducéo significativa na
producédo de etanol (VUYST; DEGEEST, 1999; SPRENGER, 1996; OLIVEIRA
et al., 2007; BORSARI et al., 2006).

Bacillus subtilis tem sido amplamente estudado por produzir
concentragdes elevadas de levana, em substratos ricos em sacarose, com
vantagens na alta producdo e nas caracteristicas do produto que pode ser
aplicado industrialmente (SHIH E YU, 2005; AHAMED et al., 2005).

As bactérias do género Bacillus possuem a forma de bastonetes,
sdo Gram-positivas, aerébias formadores de esporos e dispbe-se em cadeias
longas (Figura 4). A maioria dos membros desse género consiste em
microrganismos saprofitas, que prevalecem no solo, na agua, no ar e na
vegetacgao, como o B. subtilis (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).
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Figura 4 - Bacillus subtilis B - 1 formando cadeias longas.
Fonte: Morikawa et al., 2006

Os B. subtilis sdo organismos atrativos industrialmente por
varias razdes, entre estas é possivel citar: o rapido crescimento celular, o que
leva a diminuicdo do tempo de fermentacdo e a sua capacidade de secretar
proteinas e outros produtos no meio extracelular (BROOKS; BUTEL; MORSE,
2000). Microrganismo produtor de frutoligossacarideos (FOS) e outros
compostos, o Bacillus subtilis tornou-se alvo de pesquisas. Sua capacidade de

formar levana foi bem demonstrada por Tanaka e Yamamoto desde 1979.

3.5 Metodologia de superficie de resposta

A necessidade crescente da otimizacdo de produtos e
processos, minimizando custos e tempo, maximizando rendimento,
produtividade e qualidade de produtos, tem levado profissionais de diferentes
formagcdes a buscarem técnicas sistematicas de planejamento de
experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

O principal objetivo dos pesquisadores para o planejamento de
experimentos € caracterizar a relagcdo entre variaveis independentes e as
respostas em um conjunto de fatores de interesse. Isso pode ser executado
através da construcao de um modelo que descreva a variagdo da resposta em
funcéo dos valores dos fatores estudados (RODRIGUES; IEMMA, 2005).
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A metodologia do planejamento fatorial associada a analise de
superficies de respostas € uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica,
que fornece informagdes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo
que envolve técnicas de tentativa e erro (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978).

Modelagem e deslocamento sdo etapas que constituem a
metodologia de superficie de resposta, e serdo repetidas até o alcance da
regido 6tima. A modelagem normalmente é realizada ajustando-se os modelos
lineares e quadraticos aos resultados experimentais, obtidos a partir de
planejamentos fatoriais. O deslocamento segue ao longo do caminho da
maxima inclinacdo (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

Melo et al. (2007) otimizaram a producdo de levana de
Zymomonas mobilis por planejamento fatorial 2**, incluindo ponto central,
variando quatro fatores no meio de fermentagdo: concentracdo inicial de
sacarose em gL™ (150, 200 e 250); temperatura (20, 25 e 30°C); concentragéo
inicial de extrato de levedura gL™ (2, 3,5 e 5) e agitag&o em rpm (50, 75 e 100).
Os experimentos mostraram que o extrato de levedura ndo foi significativa
para a producdo de levana, porém, a concentracao de sacarose, temperatura e
agitacdo sédo fatores que influenciaram na producédo de levana e a maior

concentracgéo de levana foi de 14,67 gL™.

Borsari et al. (2006) estudaram a influencia das fontes de
carbono na producgéo de levana por Zymomonas mobilis através de modelo
fatorial 2° totalizando 8 experimentos. Os fatores estudados foram processo de
fermentac&o, concentragéo de caldo de cana de acglcar e de sacarose em gL™
como substratos e suas interagbes. Os resultados demonstraram que a
varidvel caldo de cana teve um efeito positivo nas respostas. A melhor

producéo foi de 40,14 gL em 150 gL de sacarose em fermentacg&o batelada.

A metodologia de superficie de resposta vem sendo
empregada nos processos de otimizagéo de produgéo de enzimas. Rahulan et
al. (2009) concluiram através de um delineamento central composto as
melhores condi¢des de fermentagédo para a producéo de uma peptidase de

Streptomyces gedanensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismo

A bactéria Bacillus subtilis ATCC 6633, foi adquirida da Colecéo

de Culturas Tropicais (Fundag&o André Tosello), Campinas-SP.

4.1.2 Meios de cultura

4.1.2.1 Meio de preservagao

Tabela 4: Meio de preservacgao para B. subtilis.

Componentes Concentragéo (gL™)
Peptona 50
Extrato de carne 30
Agar 30

4.1.2.2 Meio de in6culo

Tabela 5: Meio de inéculo (CALAZANS et al., 2000).

Componentes Concentragéo (gL™)

Sacarose 100
Extrato de levedura
KH2PO4
(NH4)2S0O4
MgSO4(7H20) 0,5
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4.1.2.3 Meio de fermentagao

Tabela 6: Meio de fermentagéo (EUZENAT et al., 1997).

Componentes Concentragéo (gL™)
Sacarose *
Extrato de levedura 2
KH,PO, 1
(NH4)2S0O4 3
MgSO.4(7H20) 0,6
MnSO, 0,2

* As concentracdes de sacarose estdo descritas nas tabelas dos modelos experimentais.

4.2 METODOS
4.2.1 Preservacao do microrganismo

O Bacillus subtilis foi crescido no meio descrito no item 4.1.2.1 a
37°C por 24 horas e mantido a 4°C em camara refrigerada. A renovagéao foi
realizada a cada quatro semanas e a verificagdo da pureza por coloracdo de

gram.
4.2.2 Planejamento estatistico

O planejamento estatistico para otimizacdo da producdo da

levanasacarase foi realizado em duas etapas:

4.2.2.1 Etapa 1 Efeito da concentracdo de sacarose, pH, tempo de cultivo e

agitacao na atividade da levanasacarase.

Nessa primeira etapa foi realizado um modelo experimental 2*
com duas repeticdes no ponto central, totalizando 19 experimentos. Foi
utiizado o meio de fermentacdo descrito no item 4.1.2.3, variando a

concentracéo de sacarose (X1) em 100, 200 e 300 gL-*; o pH (X2) em 4,0, 5,0 e
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6,0; o tempo de cultivo (X3) em 24, 36 e 48 h e agitagdo (X4) em 100, 140 e
180 rpm.

As variaveis codificadas e decodificadas estdo mostradas na
tabela 7, e as respostas obtidas foram: atividade da levanasacarase em UA
(Y1); producdo de levana em gL™; produtividade de levana em g/L/h; biomassa

em gL‘l e consumo de acucares em %.

Tabela 7: Delineamento fatorial completo do tipo 2* com duas repeticbes
verdadeiras no ponto central para avaliar a concentracdo de sacarose, pH,
tempo de cultivo e agitagdo na otimizagéo da atividade da levanasacarase de
B. subtilis ATCC 6633 em 37°C.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
X1 Xo X3 Xa
Sacarose pH Tempode Agitacédo
Ensaios* X X X3 Xa QL™ cultivo (h) (rpm)
01 -1 -1 -1 -1 100 4,0 24 180
02 1 -1 -1 -1 300 4,0 24 180
03 -1 1 -1 -1 100 6,0 24 180
04 1 1 -1 -1 300 6,0 24 180
05 -1 -1 1 -1 100 4,0 48 180
06 1 -1 1 -1 300 4,0 48 180
07 -1 1 1 -1 100 6,0 48 180
08 1 1 1 -1 300 6,0 48 180
09 -1 -1 -1 1 100 4,0 24 100
10 1 -1 -1 1 300 4,0 24 100
11 -1 1 -1 1 100 6,0 24 100
12 1 1 -1 1 300 6,0 24 100
13 -1 -1 1 1 100 4,0 48 100
14 1 -1 1 1 300 4,0 48 100
15 -1 1 1 1 100 6,0 48 100
16 1 1 1 1 300 6,0 48 100
17 0 0 0 0 200 5,0 36 140
18 0 0 0 0 200 5,0 36 140
19 0 0 0 0 200 5,0 36 140

*Ensaios aleatorizados

4.2.2.2 Etapa 2 - Otimizag&o da producéo levanasacarase por B. subtilis.

A partir os resultados obtidos na etapa 1, um segundo modelo
experimental foi elaborado, objetivando otimizar a atividade da

levanasacarase. As variaveis que foram significativas no primeiro modelo



49

foram submetidas a um delineamento fatorial fracionado 3** totalizando 11
experimentos, com duas repeti¢cdes verdadeiras do ponto central.

As variaveis avaliadas foram concentracdo de sacarose (X;) em
250, 300 e 350 gL‘l; pH (X2) em 5,0, 6,0 e 7,0 e a agitacdo (X3) em 160, 180 e
200 rpm. O tempo de cultivo foi fixado em 24 horas e foi utilizado o meio de
fermentagao descrito no item 4.1.2.3.

As variaveis codificadas e decodificadas estdo mostradas na
Tabela 8, e as respostas obtidas foram: atividade da levanasacarase em UA
(Y2); producéo de levana em gL™; biomassa em gL™ e consumo de aclcares

em %.

Tabela 8: Delineamento fatorial do tipo 3** com duas repeticdes verdadeiras
no ponto central para avaliar a concentragdo de sacarose, pH e agitagdo na
atividade da levanasacarase de B. subtilis ATCC 6633 em 24 horas de cultivo
a 37°C.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
X1 Xz X3
Ensaios* X1 X5 X3 Sacarose pH Agitacéo

(@L? (rpm)
01 -1 -1 -1 250 5,0 160
02 -1 0 1 250 6,0 200
03 -1 1 0 250 7,0 180
04 0 -1 1 300 5,0 200
05 0 0 0 300 6,0 180
06 0 1 -1 300 7,0 160
07 1 -1 0 350 5,0 180
08 1 0 -1 350 6,0 160
09 1 1 1 350 7,0 200
10 0 0 0 300 6,0 180
11 0 0 0 300 6,0 180

*Ensaios aleatorizados
4.2.3 Processo fermentativo
4.2.3.1 In6culo
O in6culo foi obtido através de fermentacdo em batelada, em

frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio de indculo descrito

no item 4.1.2.2 , durante 48 horas a 37 °C. ApGs o tempo de cultivo, o meio foi
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centrifugado por 10 minutos, a 9000 rpm e as células foram ressuspensas
assepticamente em solugcdo salina (NaCl 0,9/%). Posteriormente foram
realizadas leituras de absorvancia a 400 nm, e estas foram correlacionadas
com sua respectiva curva de biomassa em gL™. Todas as fermentacdes foram

padronizadas com inéculo de 0,2 gL™ de células.
4.2.3.2 Fermentagdes

As fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 25 mL do meio descrito no item 4.2.2.3 a 37°C. A concentragao
de sacarose, pH, tempo de cultivo e agitagdo dos meios foram variados
conforme a tabela 7 e tabela 8 (tempo de cultivo fixado em 24 horas).

Os ensaios foram realizados em triplicatas e a interrupgéo dos
cultivos foi realizada por centrifugagdo a 9000 rpm por 15 min a 4°C. Do
precipitado de células foi medida a concentracdo de biomassa e o
sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima para testar a atividade da
levanasacarase, producdo de levana e consumo de acUcares pelo

microrganismo.
4.2.4 Métodos analiticos
4.2.4.1 Determinagao da biomassa

4.2.4.1.1 Curva de biomassa

Para confeccionar a curva de biomassa um cultivo foi realizado
em sacarose e a biomassa obtida apo6s centrifugacdo, lavagem com &gua
destilada e ressuspensa em salina (0,9/%). Uma aliquota de 1 mL foi
submetida a uma série de diluicdes para a obtencéao de leituras de 0,1 a 0,7 de
absorvancia em A = 400 nm. Paralelamente, 3 aliquotas de 1 mL foram

distribuidas em cadinhos, previamente tarados e levados a estufa (70°C), até
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atingir peso constante. Em seguida, foi plotado o gréafico relacionando

absorvancia x peso seco gL™.

4.2.4.1.2 Quantificagcéo da biomassa

Ao final das fermentacbes, os meios de cultivo foram
centrifugados a 9000 rpm por 15 minutos a 4°C e do sedimento celular
ressuspenso em solucéo salina (0,9/%) foi determinada a concentracéo de
biomassa a A = 400 nm. Os valores obtidos foram relacionados a curva de

biomassa, obtendo os valores em gL'l.

4.2.4.2 Determinacdo dos acucares redutores (AR) e acUcares totais (AT) das

fermentagdes

Os acgucares redutores do inicio e do final das fermentacdes
foram dosados pelo método de Somogyi, (1952) e Nelson, (1944) e as
absorvancias foram medidas a A = 540 nm. Os aclcares totais das
fermentagdes foram dosados pelo método fenol-sulfirico (DUBOIS, et al.,
1956), e as absorvancias medidas a A = 490 nm. Para as curvas de calibragéo

foram utilizados padrdes de glicose variando concentragdes de 0 a 100 pg.mL"
1

4.2.4.3 - Atividade da levanasacarase

A atividade da levanasacarase foi determinada do sobrenadante,
imediatamente apds interrupcdo do cultivo pela medida de formacédo de
levana. Utilizou-se, 0,25 mL do sobrenadante (fonte de enzima) reagindo com
0,25 mL de uma solucdo de sacarose 1M em 0,5 mL de tampao acetato pH
5,0, incubada por 2 horas a 30°C conforme Ananthalakshmy & Gunasekaran,
(1999).

ApGs o tempo de reacgdo, a atividade foi estimada pela producéo

de levana, quantificada conforme o item 4.2.4.4. A atividade de formacao da
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levana foi expressa em 1 puMol de levana formada em mL por minuto nas

condi¢Bes experimentais (UMol de agucar redutor/min).

4.2.4.4 Quantificagcéo da levana

Para determinar a produgédo de levana das fermentacbes e a
formacédo de levana na atividade enzimatica foi utilizado etanol absoluto a 4°C
na proporgédo de 3:1 (etanol: sobrenadante) para a precipitagdo, deixado em
repouso por 12 horas a 4°C. Apds este tempo foram centrifugados a 14000
rpm por 20 min, em centrifuga refrigerada a 4°C. A levana foi lavada com mais
3 volumes de etanol absoluto gelado e centrifugado novamente. A levana foi
ressuspensa em 1mL HCI 0,1N e hidrolisada por uma hora a 100°C, resfriada
e neutralizada com 0,1ImL de NaOH 2N segundo Ananthalakshmy &

Gunasekaran (1999), com algumas modificagdes.

A concentracdo de levana foi estimada por agucares redutores
utilizando frutose como padrdo, em concentragdes de 0 a 100 ug.mL™ segundo
Somogyi, (1952) e Nelson, (1944). As leituras das absorvancias foram

realizadas em A = 540 nm.

4.2.5 Fermentagédo para obtencéo do extrato bruto de levanasacarase

Apos definir as melhores condicbes de produgdo de
levanasacarase através de metodologia estatistica, foram realizados novos
cultivos para obtencdo do extrato bruto, fonte de levanasacarase para
caracterizacdo bioquimica. As fermentacdes foram realizadas em 6 frascos
Erlenmeyers de 1 L, contendo 250 mL do meio de fermentagéo, nas condigdes
experimentais otimizadas de produgcédo de levanasacarase na etapa 2 da
otimizagdo. As fermentagbes foram centrifugadas a 9000 rpm e o
sobrenadante, ou seja, o extrato livre de células (ELC) foi utilizado como fonte

de levanasacarase.
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4.2.6 Caracterizagdo bioquimica parcial de levanasacarase

A caracterizacdo bioquimica parcial da levanasacarase do ELC
foi realizada e a atividade foi determinada conforme o procedimento descrito
no item 4.2.4.3 (Ananthalakshmy & Gunasekaran, 1999).

4.2.6.1 Efeito do pH e temperatura na atividade da levanasacarase

O pH 6timo do ELC para a formacédo de levana foi determinado
entre 3,0 e 8,0, com incubacdo por 2 horas. A temperatura 6tima foi
determinada entre 4 e 70°C em pH 6,0, definido anteriormente. Os resultados
foram expressos em percentagem de atividade de levanasacarase em fungéo

de pH ou temperatura, respectivamente.

4.2.6.2 Especificidade da enzima com o substrato sacarose

O efeito da concentragdo de sacarose de 0,1 a 2,0 M na
atividade da levanasacarase foi determinado nas condi¢cfes 6timas de reacéao
definidas neste trabalho de pH 6,0, 50°C e 0,4 mL de ELC. Os resultados
foram expressos como unidade de atividade de levanasacarase, ou seja, uMol
de acgucar redutor/min.

Os valores de Km e Vnyax foram determinados pelo método de
Lineweaver-Burke conforme descrito por (MARZOCCO; TORRES, 1999).

4.2.7 Estimativa da massa molar de levana por cromatografia de excluséo

em gel

As trés melhores produgcdes de levana obtidas no modelo
estatistico (etapa 1) e a levana produzida na condicdo otimizada da
levanasacarase (etapa 2), foram submetidas & cromatografia de exclusédo em
gel, como acompanhamento, para estimar a massa molar do

exopolissacarideo. As 4 amostras foram precipitadas do sobrenadante com
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etanol absoluto, e deixadas em estufa por 24 horas a 60°C para evaporagéo
total do &lcool, e apés liofilizadas.

Foi utilizada uma coluna de Sepharose 6B (Sigma), com agarose
na concentracdo 6%, particulas de diametro de 45-165 ym e com intervalo de
fracionamento para polissacarideos de 1x10* - 1x10° Da (COLLINS, 1988).
Como eluente foi utilizado tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0 deaerado em
kitassato a vacuo por 24 horas.

A coluna cromatografica foi de 1,6 cm de didmetro X 40 cm
comprimento, com volume total de 80,43 mL. O fluxo do eluente foi de 14
mL/h, controlada por bomba peristaltica. Para calculo do volume morto, foi
usado blue dextrana (1mg/mL) e os volumes coletados foram de 3,5 mL. A
quantificag@o da levana eluida foi determinada por fenol-sulfurico (DUBOIS, et
al., 1956).

Os padroes wusados foram dextranas de Leuconostoc
mesenteroides, com pesos moleculares de 50000, 410000 e 670000 Da na
concentracdo de 1 mg/mL (Sigma). Amostras de 0,5 mL da solugéo de levana
(preparadas com a levana liofilizada e tampé&o fosfato 50 mM, pH 7,0) foram

submetidas a coluna de exclusé@o na concentracdo de 4 mg/mL.

4.2.8 Andlise estatistica

A resposta atividade da levanasacarase em UA (Y), obtida dos
modelos experimentais descritos nas Tabelas 7 e 8, foram analisadas pelo
programa STATISTICA 6.0 para analise de variancia (ANOVA) com a
probabilidade de 5% de confianca e metodologia de superficie de resposta

(MRS) para otimizagao da produgé&o de levanasacarase.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na
forma de dois artigos (Artigo 1 e Artigo 2). Os artigos foram elaborados de
acordo com as normas da revista Process Biochemistry para o Artigo 1
(ANEXO A) e normas da revista Enzyme and Microbial Technology para o
Artigo 2 (ANEXO B).

Os resultados complementares deste trabalho estdo descritos no
ANEXO C.

Artigo 1 - Otimizagéo estatistica da producao de levanasacarase por Bacillus

subtilis ATCC 6633 usando metodologia de superficie de resposta

Artigo 2 - Caracterizagao parcial da levanasacarase produzida por Bacillus
subtilis ATCC6633
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6.1 Artigo 1
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Resumo

Metodologia de superficie de resposta (MRS) baseado em um
planejamento fatorial foi aplicado para otimizar as condi¢cdes de fermentagao
na producédo da levanasacarase de Bacillus subtilis ATCC 6633. As condigdes
testadas foram a concentragao de sacarose (100-350 g/L), pH (4.0-7.0), tempo
de cultivo (24-48 horas) e agitagdo (100-200 rpm). Os resultados mostraram
que a condicdo oOtima de producdo de levanasacarase foi em 300 g/L de
sacarose, pH 6.0, 24 horas de tempo de fermentacéo e 180 rpm de agitagao,
atingindo 6.57 UA de atividade. A andlise de variancia (ANOVA) mostrou um
coeficiente de determinagéo (R? de 0.9816, certificando um ajuste do modelo

aos dados experimentais.

Palavras-chave:
Metodologia de superficie de resposta; levanasacarase; Bacillus subtilis;

levana; fermentacéo; sacarose
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, o estudo de biopolimeros vem despertando a atengéo
dos pesquisadores pelas aplicagdes potenciais nos diferentes campos
industriais como farmacéutico, cosmético e de alimentos [1]. Este polimero é
muito interessante como derivado biolégico e aplicagdo como commodity.
Polimeros derivados biologicamente s&o biocompativeis para aplicacdes
biomédicas [2].

Dentre os biopolimeros promissores industrialmente destaca-se a
levana, um exopolissacarideo de frutose, que devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas tem potencial aplicacdo nos diferentes campos industriais. A
levana pode ser produzida por diferentes microrganismos através do processo
fermentativo pela agcdo da enzima levanasacarase [3-4-5].

A levanasacarase (sacarose: 2,6-B-o-frutana-2,6-g-o-frutosiltransferase,
E.C.2.4.1.10) é uma enzima extracelular que sintetiza levana a partir da
sacarose pelas fungdes de hidrolase, em baixas concentragdes de sacarose e
tendo a Agua como aceptor, e pela funcéo de polimerase, que ocorre em altas
concentragdes de sacarose, adicionando unidades frutosii em um
monossacarideo, dissacarideo ou frutoligossacarideos  aceptores,
polimerizando a cadeia de levana [6-7-8]. Devido a sua fungéo de hidrolase a
levanasacarase é classificada na familia 68 das hidrolases glicosidicas (GH)
[6-9].

Muitos microrganismos séo produtores da levanasacarase, entre eles
destaca-se o Bacillus subtilis que apresenta rapido crescimento celular e alta
capacidade metabdlica de secrecdo dessa enzima [5-10-11]. A producgéo de
levana e levanasacarase bacteriana é diretamente influenciada pela fonte de
carbono, fonte de nitrogénio, oxigenagdo do meio de fermentacéo,
temperatura, variagcdo de pH e sais [11-12]. O estudo desses fatores na
producéo da levanasacarase por B. subtilis pode ser um novo conceito.

Para estudar os diferentes fatores que afetam a produgdo de compostos
biotecnolodgicos, a aplicacdo da metodologia estatistica é importante porque
define os efeitos de varios fatores e suas interagdes que levam a otimizagdo

do processo. A metodologia de superficie de resposta (MRS) é uma técnica de
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otimizagcdo baseada em planejamentos fatoriais que tem sido usada na
modelagem de diversos processos industriais, minimizando o empirismo que
envolve o método de tentativa e erro [13-14]. Este instrumento tem sido usado
na biotecnologia por alguns autores na producédo de levana [15-16], produgéo
de levanasacarase [10] entre outros metabdlitos no meio de fermentacéo [17-
18-19-20].

O presente estudo teve como o objetivo avaliar através de metodologia
estatistica a producdo de levanasacarase por B. subtilis, variando a
concentracdo de sacarose, 0 tempo, a agitacdo e o pH no processo de

fermentacdo.

2. Material e métodos

2.1 Microrganismo e meio de manutengéo

O cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633 foi utilizada. Esta cepa foi
adquirida da Colecao de Culturas Tropicais (Brazil). A bactéria foi mantida em
meio de cultura contendo em g/L: peptona 50, extrato de carne 30 e agar 20.
Meio foi autoclavado a 121°C por 15 min. As culturas foram mantidas a 4°C e

renovadas a cada 4 semanas.

2.2 Preparacéo do in6culo

In6culo foi preparado para ativacdo da cultura usando frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio de indculo, contendo em g/L:
sacarose 100; extrato de levedura 2; KH;PO4 2; (NH4)2SO04 1 € MgSO4(7H,0)
0.5. ApoOs incubagdo, o indculo foi centrifugado por 20 min a 4000xg. As
células foram decantadas e ressuspensas em solugdo salina estéril (NaCl
0.99/%). A concentragdo celular foi padronizada a 0.2 g/L para todas as
fermentagdes. A concentracdo de células foi determinada por turbidimetria a
400 nm.
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2.3 Condicdes de fermentacéo

O meio de fermentagao consistia em g/L: extrato de levedura 2; KH,PO4
1; (NH4)2S04 3; MgSO4(7H,0) 0.6; MnSO, 0.2 e sacarose. O tempo de
fermentagdo, pH, agitagdo (rpm) e concentracdo de sacarose das
fermentagbes foram variadas conforme os planejamentos fatoriais
apresentados na Tabela 1 e 3. As fermentac¢des foram conduzidas em frascos

Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL a 37°C.

2.4 Fonte de enzima e ensaio

As fermentagdes foram centrifugadas a 4000xg a 4°C por 20 min. O
sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima. Atividade da levanasacarase
foi estimada pela formacdo de levana, incubando a mistura de reagéo
contendo o extrato enzimético (250 pL), sacarose 1M (250 pL) e tampéo
acetato (500 pL, pH 5.0) a 30°C por 2 horas [21]. A levana formada foi
estimada apos precipitacdo da mistura de reacdo com etanol absoluto gelado e
hidrolise acida. A atividade da levanasacarase foi mensurada por acucar
redutor pelo método de Somogyi [22] e Nelson [23] usando frutose como
padrdo. Uma unidade de atividade (UA) foi definida pela formagéo de 1 pmol

de acgucar redutor por minuto nas condi¢des de ensaio.
2.5 Determinagédo de levana

A concentracdo de levana foi determinada de todas as fermentacdes
apo6s centrifugagdo a 4000xg a 4°C por 20 min. Levana formada foi estimada
por acucar redutor pelo método de Somogi [22] e Nelson [23] apés
precipitacdo do sobrenadante com etanol absoluto gelado e hidrélise acida.

2.6 Planejamento fatorial

Dois sucessivos planejamentos fatoriais foram aplicados para avaliar a

producéo de levanasacarase, variando a concentragdo de sacarose, o pH, o
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tempo de fermentacdo e a agitagdo nas fermentagbes. O primeiro
planejamento fatorial foi conduzido utilizando as variaveis, concentragdo de
sacarose (X1), pH (X2), tempo de fermentagao (Xs) e agitagcao (X4) na producéo
de levanasacarase, usando um planejamento fatorial completo 2* com trés
repeticdes no ponto central, totalizando 19 experimentos (Tabela 1). Baseado
nos resultados obtidos, um segundo planejamento fatorial fracionado 3** com
trés repeticdbes no ponto central foi conduzido variando a concentragcéo de
sacarose (Xi), pH (X2) e agitagdo (X3) na produgcdo de levanasacarase,
totalizando 11 experimentos (Tabela 3). A variavel dependente estudada (Y) foi
a producdo de levanasacarase e o0s resultados foram analisados pelo
aplicativo STATISTICA 7.0 (regressao mdltipla) incluindo andlise de variancia
(ANOVA).

3. Resultados e discussao

3.1 Avaliagdo da concentragdo de sacarose, pH, tempo de fermentacdo e

agitacdo na producéo de levanasacarase: Primeiro planejamento fatorial 2°.

O primeiro delineamento foi com o objetivo de definir os fatores
estatisticamente significativos: concentragao de sacarose (X1), pH (X2), tempo
de fermentagdo (X3) e agitagdo (Xs4) na produgcdo de levanasacarase por
Bacillus subtilis ATCC 6633. Os resultados desse delineamento fatorial (Tabela
1) evidenciam que a concentragdo de sacarose, o pH e a agitacdo da
fermentagdo foram significativos e positivos (p<0.05) (Tabela 2). O aumento
dos niveis das variaveis (X1, Xz € X4) levou a um aumento da producéo da
levanasacarase, porém, o tempo (Xs) néo foi significativo e teve efeito
negativo. As melhores producdes de levanasacarase foram de 5.42 UA (300
g/L, pH 6.0, 24 horas e 180 rpm) e 4.63 UA (300 g/L, pH 6.0, 48 horas e 180
rpm). Esses resultados evidenciam que altas concentragdes de sacarose (300
g/L), influenciaram na producédo da levanasacarase. Nesta condigdo o tempo
foi de 24 horas, assim, esse tempo foi fixado no segundo modelo experimental,
propondo uma reducdo de tempo de fermentagdo, com uma economia no

processo.
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Tabela 1

Nos estudos de Abdel-Fattah et al. [11] a elevada concentragdo de
sacarose também influenciou na producdo da levanasacarase de B. subtilis
NCR33a. Babu et al. [10] empregando delineamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta, constataram que os fatores mais importantes na
producéao de frutosiltransferase por B. subtilis foram a concentragéo e as fontes
de carbono e nitrogénio utilizadas no meio de fermentagéao.

A melhor produgdo de levana (20,62 g/L) foi no ensaio 14, onde a
concentracdo de sacarose foi no nivel superior (X;= 300 g/L). Diferentes
autores estudaram parametros para otimizar a produgcdo de levana e
levanasacarase, dentre eles destacam-se [24] e [15] que aplicando
delineamento fatorial para producdo de levana por Zymomonas mobilis,
confirmaram o efeito positivo, da alta concentracao inicial de sacarose (250
g/L) para a producao de levana.

A partir da analise estatistica dos resultados foi confirmada a
significncia estatistica em nivel de 5% das variaveis X1, Xz, X4 € as interacdes
X1X2 € X1X4 de acordo com a Tabela 2 de andlise de variancia (ANOVA). O
modelo matemético (eq. 1) obtido para a producdo da levanasacarase
possibilitou a confecgdo da equagéo de primeira ordem (Eqg. 1), a partir dos

coeficientes.
Y, = 3,06 + 0,308x; + 0,553%x, — 0,153x3 + 0,614x, + 0,257X;% + 0,204%;X4 (eq. 1)

na qual Y; é a atividade prevista da producéo de levanasacarase, € X1, X2, X3 €
X4 S0 0s valores codificados de concentragdo de sacarose em g/L, pH, tempo
de cultivo (h) e agitagédo (rpm), respectivamente.

O valor observado para producdo de levanasacarase de 5.42 UA é
proximo ao previsto de 5.15 UA, considerando que a variabilidade das
respostas séo explicadas pelo modelo em pelo menos 91%.

Tendo fixado o tempo em 24 horas e considerando que as variaveis
concentracao de sacarose (Xi1), pH (X2) e agitagéo (X4) foram significativas e

positivas foi proposto um segundo modelo fatorial fracionado 3*! adicionado
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de duas repeticbes no ponto central, com o objetivo de verificar a maxima
producéo de levanasacarase.

Tabela 2
3.1 Avaliagdo da concentragdo de sacarose, pH e agitacdo na producao de

levanasacarase: Segundo planejamento fatorial fracionado 3**.

Um segundo planejamento fatorial fracionado foi realizado utilizando a
melhor resposta do primeiro delineamento como ponto central (X;= 300 g/L,
X2= 6.0 e X3= 180 rpm) e novos niveis de variagdo foram propostos para
comprovar o resultado 6timo obtido no primeiro modelo experimental. Esse
planejamento e suas respostas estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3

A melhor produgéo de levanasacarase foi 6.57 UA no ensaio 10 (300
g/L de sacarose; pH 6.0 e 180 rpm), esse resultado confirma que a escolha
das variaveis no primeiro modelo experimental j4 tinha sido adequada para a
producao da enzima.

Através da analise estatistica do segundo modelo experimental a

equacéo (Eq. 2) foi modelada:
Y,= 6,33 + 0,243x, - 0,454x%;,° + 0,258, — 1,289%,> + 0,098x; — 1,663x5” + 0,989x,%, (eq. 2)

Onde, Y7 é a resposta prevista de producéo de levanasacarase, Xi, X12, X2, X22,
X3 € X32 s&0 os valores lineares e quadréticos codificados de concentracdo de
sacarose em g/L (x1 e x19), pH (xz e x2°) e agitacéo (xs e xs°), respectivamente.

As caracteristicas do modelo confirmam que este pode ser utilizado
eficientemente. Através da andlise de variancia (Tabela 4) o modelo teve um
alto R? com um valor de 0.9816, o que explica 98% da variabilidade das
respostas e que o modelo esta adequado. A interacdo X; X foi significativa em
nivel de 5% (p=0.049) e as varidveis pH e agitacao foram significativas a nivel
de 6% (p=0.054 e p=0.059) respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4
A Fig. 1 apresenta os valores preditos e observados da producéo de

levanasacarase. O ponto central apresentou os valores mais elevados, sendo



70

que os valores observados foram 6.57 e 6.5 UA, muito proximos do valor
previsto de 6.33 UA, com uma porcentagem de variacdo de apenas 2% (R? =
0,9816). Observa-se uma correlacdo satisfatoria entre os valores observados e
previstos da producéo de levanasacarase por B. subtilis.

Figura 1

A superficie de resposta tridimensional e o grafico de contorno foram
graficamente representados através equacédo de regressao. As trés superficies
de resposta e contorno para producdo de levanasacarase facilitam o
entendimento da interacd@o entre os trés fatores, mantidos no nivel zero.

Os graficos demonstram a produc¢éo de levanasacarase relacionando a
concentracdo de sacarose e pH (Fig. 2.A), concentragdo de sacarose e
agitacdo (Fig 2.B) e pH e agitacdo (Fig 2.C). A produgdo méxima de
levanasacarase (6.57 UA) foi proxima do ponto central como observado nas
trés superficies da Figura 2. Quando as trés variaveis (X1, X, e X3) estdo nos
niveis superiores (+1) ou inferiores (-1) ocorre uma redugdo na producédo da
levanasacarase.

Figura 2

O wuso de ferramentas estatisticas na producdo de produtos
biotecnoldgicos vem sendo bem estudado por fornecer informagdes seguras
sobre o processo, minimizando o numero de experimentos, possibilitando um
ganho de tempo. Kim et al. [18] em seus estudos, otimizou a sacarificagéo
enzimatica e a fermentagdo do etanol e reportam que esti técnica é mais
eficiente do que os métodos tradicionais de otimizacdo. Rahulan et al. [25] na
producdo de L-leucina amino peptidase por Streptomyces gedanensis IFO
13427 utilizou metodologia estatistica, e otimizou a producdo de enzima

variando as concentra¢cfes de substrato através da superficie de resposta.

Conclusdes

No presente estudo, utilizando delineamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta foi possivel determinar as condigBes ideais de
concentracao de sacarose, tempo de fermentagéo, pH e agitagéo na produc¢éo

de levanasacarase por B. subtilis. Uma alta similaridade foi observada entre os
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resultados previstos e observados, que reflete em uma boa aplicabilidade da
metodologia de superficie de resposta na otimiza¢céo do processo de producédo
de levanasacarase. A melhor producéo de levanasacarase (6.57 UA) foi
atingida em 300 g/L de sacarose, pH 6.0 e 180 rpm de agitagdo. A melhor
producéo de levana foi 30.09 g/L e ndo houve correlagdo com a produgéo de
levanasacarase. A metodologia foi um modelo adequado para otimizagdo do

bioprocesso.
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Tabela 1

Delineamento fatorial completo 2* para estudo dos fatores: concentracéo de
sacarose, tempo de fermentacdo, pH e agitacdo na produgdo de
levanasacarase por B. subtilis.

Variaveis Resposta (Y1)
Ensaios X1 Xo X3 X4 Producéo de Levana
levanasacarase (UA) g/L
1 -1 -1 -1 -1 2.08 5.13
2 1 -1 -1 -1 2.23 13.88
3 -1 1 -1 -1 2.31 5.10
4 1 1 -1 -1 3.66 12.56
5 -1 -1 1 -1 2.06 7.39
6 1 -1 1 -1 131 13.73
7 -1 1 1 -1 2.93 13.88
8 1 1 1 -1 3.02 15.47
9 -1 -1 -1 1 2.76 5.57
10 1 -1 -1 1 3.25 10.73
11 -1 1 -1 1 4.03 9.85
12 1 1 -1 1 5.42 11.16
13 -1 -1 1 1 2.95 3.45
14 1 -1 1 1 3.47 20.62
15 -1 1 1 1 2.93 17.93
16 1 1 1 1 4.63 17.69
17 0 0 0 0 2.43 10.67
18 0 0 0 0 2.71 6.10
19 0 0 0 0 2.40 8.11
Niveis reais
-1 0 1
X Concentragdo de sacarose (g/L) 100 200 300
X, pH 4.0 5.0 6.0
X3 Tempo de fermentacéo (h) 24 36 48

X4 Agitacao (rpm) 100 140 180




Tabela 2

75

Analise de variancia (ANOVA) demonstrando os efeitos da concentracdo de
sacarose, pH, tempo de fermentacdo e agitacAo na produgdo de

levanasacarase por B. subtilis.

Fonte de Somados Graus de Média dos F-valor p
variagao guadrados liberdade guadrados
Curvatura 0.770 1 0.770 26.456 0.035*
X1 1.521 1 1521 52.235 0.018*
Xa 4.893 1 4.893 167.982 0.005*
X3 0.378 1 0.378 12.977 0.069
X4 6.046 1 6.046 207.576 0.004*
X1 X5 1.061 1 1.061 36.427 0.026*
X1 X4 0.669 1 0.669 22.985 0.040*
Falta de ajuste 1.420 9 0.157 5.420 0.165
Erro puro 0.058 2 0.029
Total 16.819 18

X,: concentragao de sacarose, X,: pH, Xs: tempo de fermentacao, X,: agitacao.

R?=0.9120, R?(aj) = 0.8560.
*Significancia (p<0.05).
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Tabela 3
Delineamento fatorial fracionado 3** para o estudo dos fatores: concentragéo
de sacarose, pH e agitacédo na producéo de levanasacarase por B. subtilis.

Variaveis Resposta (Y2)

Ensaios X Xz X3 Producéo de Levana

levanasacarase (UA) g/L
1 -1 -1 -1 3.57 18.98
2 -1 0 1 4.07 13.59
3 -1 1 0 3.87 20.89
4 0 -1 1 3.22 13.76
5 0 0 0 5.93 8.54
6 0 1 -1 3.54 30.09
7 1 -1 0 3.33 13.84
8 1 0 -1 4.36 24.79
9 1 1 1 4.26 19.07
10 0 0 0 6.57 10.32
11 0 0 0 6.50 8.96

Niveis reais

-1 0 1
X Concentragdo de sacarose (g/L) 250 300 350
X, pH 5.0 6.0 7.0

X3 Agitacao (rpm) 160 180 260
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Tabela 4

Analise da variancia (ANOVA) demonstrando os efeitos da concentracdo de
sacarose, pH e agitacdo na producgéo de levanasacarase por B. subtilis.

Fonte de Soma dos Graus de Média dos F-valor p
variacao guadrados liberdade guadrados

X; L+Q 0.517 2 0.258 2.098 0.322
X, L+Q 4.304 2 2.152 17.463 0.054
X3 L+Q 3.935 2 1.967 15.966 0.058
X1 Xo 2.298 1 2.298 18.651 0.049*
Falta de ajuste 0.043 1 0.043 0.351 0.613
Erro puro 0.246 2 0.123

Total 15.775 10

Xi: concentracao de sacarose, X,: pH, Xs: agitacao.
L: efeito linear, Q: efeito quadratico.

R?= 0.98163, R?(adj) = 0.93876.

*Significancia (p<0.05).
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B3

Produg&o de |levanasacarase UL (Yelores preditos)
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Fig. 1. Gréfico de Parity demonstrando os valores preditos e observados para
producéo de levanasacarase por B. subtilis.
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Fig. 2. Gréfico de superficie e contorno demonstrando o efeito das variaveis
independentes, concentragdo de sacarose, e agitacdo na producdo de
levanasacarase por B. subtilis. (A) concentragdo de sacarose e pH, (B)

concentracdo de sacarose e agitacdo e (C) pH e agitacdo. Os fatores foram
fixados no nivel 0.
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Resumo

Bacillus subtilis ATCC 6633 é uma bactéria hébil na producdo da exoenzima
levanasacarase (E.C.2.4.1.10) que forma levana a partir da sacarose. A levana
€ um biopolimero promissor nas industrias de alimento, farmacéutica e
cosmética. As condi¢des de fermentagdo afetam a producéo de levana e da
levanasacarase e a atividade da enzima é influenciada pela fonte e
concentracao de substrato, o pH e temperatura. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar parcialmente a levanasacarase do extrato bruto de células
produzida por Bacillus subtilis, em sua melhor condi¢éo de cultivo (300 g/L, pH
6,0, 180 rpm e 24 horas de fermentagdo). As condi¢cdes 6timas de reacdo da
enzima foram de pH 6,0 e 50°C. O Km e Vi da enzima para sacarose foi de

0,1055 M e 0.648 puM de acgucar redutor/min, respectivamente.

Palavras-chave:
Levana, levanasacarase, Bacillus subtilis, fermentacéo, sintese enzimatica,

sacarose.
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1 Introdugéo

A levanasacarase (E.C.2.4.1.10) apresenta duas atividades cataliticas,
hidrolase e polimerase, hidrolisando a sacarose e transferindo residuos frutosil
para formar a levana. Estas atividades dependem da concentragdo do
substrato doador de frutosil, que em baixas concentra¢cdes promove a hidrélise
da sacarose em glicose e frutose tendo a agua como aceptor de frutosil, e em
concentragcdes mais altas de substrato a atividade de polimerase ocorre
através de sucessivas transferéncias de unidades frutosil da sacarose, com a
producdo de levana [1]. A levanasacarase pertence a Familia 68 das
hidrolases glicosidicas (GH), de acordo com a classificacdo de enzimas ativas
em carboidratos [2]. Essas fun¢fes sao esclarecidas pelo estudo da estrutura
de levanasacarases de B. subtilis [3-4] e Gluconacetobacter diazotrophicus [5].

A formacéo de levana a partir da levanasacarase tem sido estudada em
diferentes microrganismos [6-7-8-9-10] devido ao grande interesse comercial,
que este biopolimero tém nos diferentes campos industriais como cosmético,
alimenticio e farmacéutico [11-12]. O B. subtilis, uma bactéria presente no solo
e produz levana para a sua sobrevivéncia, como uma resposta a situagoes de
estresse [13]. Em laboratorio, destaca-se por produzir elevadas concentracdes
de levana com reduzido tempo de fermentagcdo e grande facilidade de
manipulacéo em relagdo a outros microrganismos.

Considerando a importancia da aplicagdo da levana nos diferentes
campos industriais, os fatores que influenciam na atividade de formagao de
levana pela levanasacarase tém sido estudados. Variagdes de pH,
temperatura, concentragao de substrato, concentracdo de enzima, estabilidade
da enzima, entre outras afetam diretamente a atividade da enzima [7-8-10].

Assim, esse trabalho teve como objetivo caracterizar parcialmente a
levanasacarase do extrato bruto livre de células (ELC) produzido por B.

subtilis, variando o pH, a temperatura e a concentragdo de substrato.
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2 Materiais e métodos

2.1 Microrganismo e meio de preservacgao

A cepa ATCC 6633 de Bacillus subtilis foi utilizada. Esta cepa foi
adquirida da Colecao de Culturas Tropicais (Brasil). A bactéria foi mantida em
meio de cultura contendo em g/L: peptona 50, extrato de carne 30 e 4gar 20. O
meio foi autoclavado a 121°C por 15 min. As culturas foram armazenadas a

4°C e renovadas a cada 4 semanas.

2.2 Preparacéo do in6culo

In6culo foi preparado para ativar a cultura usando frascos Erlenmeyer
de 125 mL do meio de in6culo, contendo em g/L: sacarose 100, extrato de
levedura 2, KH,PO,4 2, (NH4)2SO4 1 e MgSOy4(7H,0) 0,5. Apds incubacédo por
48 horas a 37°C o in6culo foi centrifugado por 20 min a 9000 rpm. As células
decantadas foram ressuspensas em solugcdo salina estéril (NaCl 0,9/%). A
concentracao de células foi padronizada a 0,2 g/L para todas as fermentacdes.
A concentragdo celular foi determinada por turbidimetria a 400 nm e

relacionada a uma curva padrao.

2.3 Producéo da enzima

O meio de fermentagéo para producao da levanasacarase consistia em
g/L: extrato de levedura 2, KH,PO4 1, (NH4)2SO4 3, MgSO4(7H,0) 0.6, MnSO4
0,2 e sacarose 300. As fermentac¢des foram incubadas por 24 horas, pH 6,0
em de 180 rpm agitagdo. Essas condi¢des foram predefinidas por metodologia
estatistica em estudos anteriores (dados néo apresentados). As fermentacdes
foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 250 mL do
meio de fermentacdo a 37°C. As fermentagdes foram interrompidas por
centrifugacdo a 9000 rpm, e o ELC foi utilizado como fonte de enzima para

posteriores anélises.
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2.4 Ensaio enzimatico

A atividade da levanasacarase do ELC foi determinada utilizando a
sacarose como substrato, conforme procedimento descrito por [14]. Neste
procedimento, a mistura contendo 0,25 mL da enzima e 0,25 mL de sacarose
1M em 0,5 mL de tampé&o acetato pH 5,0 foi incubada por 2 horas a 30°C. A
atividade da levanasacarase foi interrompida por fervura a 100°C for 10 min. A
levana formada foi estimada apOs precipitagdo da reacdo de mistura com
etanol absoluto gelado e hidrélise acida. A atividade da levanasacarase foi
estimada por acucar redutor pelo método de Somogyi [15] e Nelson [16]
usando frutose como padrédo. Uma unidade de atividade (UA) foi defenida pela
quantidade de enzima que catalisa a formacdo de 1 pumol de acglcar redutor

por minuto, nas condigdes do ensaio.

2.5 Caracterizacao bioquimica parcial de levanasacarase

A caracterizagdo bioquimica parcial da levanasacarase do ELC foi
realizada e a atividade foi determinada conforme o procedimento descrito

anteriormente por [14].

2.5.1 Efeito do pH e temperatura na atividade da levanasacarase

O pH 6timo do ELC para a formacdo de levana foi determinada entre
3.0 e 8.0, com incubacgéo por 2 horas. A temperatura 6tima foi determinada
entre 4 e 70°C em pH 6.0, definido anteriormente. Os resultados foram
expressos em percentagem de atividade de levanasacarase em func¢éo de pH

ou temperatura, res pectivamente.

2.5.2 Efeito da concentragdo de sacarose na atividade de levanasacarase

O efeito da concentracdo de sacarose de 0,1 a 2,0 M na atividade da

levanasacarase foi determinado nas condi¢cdes Otimas de reacdo definidas
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neste trabalho de pH 6.0 e 50°C. Os resultados foram expressos como
unidade de atividade de levanasacarase, ou seja, pMol de agucar redutor/min.
Os valores de Km e Vpma foram determinados pelo método de

Lineweaver-Burke conforme descrito por [17].

3 Resultados e discussao

Através dos ensaios enziméticos com a levanasacarase do extrato bruto
livre de células produzido por B. subtilis foram determinadas as condi¢bes
Otimas de pH, temperatura e concentracdo de sacarose. Estudos similares
para caracterizagéo de levanasacarase de diferentes microrganismos tém sido
bem relatados [7-10-18-19-20].

3.1 Efeito do pH e temperatura na atividade da levanasacarase

Os efeitos de pH e temperatura na atividade de formagéo de levana pela
levanasacarase estdo apresentados na Figura 1 e 2. O pH 6timo da enzima foi
observado em torno de 6,0. Valores de pH menores e maiores que 6,0
reduziram a atividade da levanasacarase, e nos pH de 5,0 e 8,0 observou-se
uma reducgdo de aproximadamente 40% de atividade. No pH 7,0 a enzima
perdeu 20% da atividade e a formagéo de levana foi diminuida (Fig. 1). O pH
otimo de 6,0 foi similar ao descrito por [21] que estudaram levanasacarase livre
e imobilizada de B. subtilis. Muitas levanasacarases séo retratadas com pH
6timo entre 5.0 e 6.5 [7-22-23]

Figura 1

A temperatura 6tima de reagdo da enzima para formacédo de levana foi
de 50°C (100%) e a 20°C a enzima apresentou-se com 80% de atividade (Fig.
2). Este resultado foi semelhante ao obtido por [7] quando estudaram a
levanasacarase produzida por Bacillus sp. Entretanto, [10] e [23] observaram
temperaturas 6timas distintas, de 18 e 30°C para a levanasacarase purificada
de Pseudomona syringae e Microbacterium laevaniformans, respectivamente.

As atividades de hidrdlise da sacarose e formacéao de oligossacarideos

foram descritas por [23] e as maximas atividades de levanasacarase de
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Zymomonas mobilis foram em 45°C e em temperaturas superiores a atividade
cai rapidamente, como de uma proteina desnaturada.
Figura 2

3.4 Efeito da concentracdo de sacarose na atividade da levanasacarase

O efeito da concentragdo de sacarose (0,1-2M) na atividade de
formacdo de levana pela levanasacarase de B. subtilis estd demonstrado na
Fig. 3. A concentracdo Gtima de sacarose na mistura de reacdo de atividade da
levanasacarase foi 1,5M. Concentracbes menores e maiores que 1.5M
afetaram a atividade da enzima e a formacao de levana foi diminuida em 13 %
(Fig. 3). [23] demonstraram que concentra¢cdes de sacarose superiores a 1M
diminuem a atividade de formacéo de levana pela levanasacarase.

Figura 3

A constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade méaxima (Vmax) de
reacdo em pH 6.0 e 50°C foram de 0,1055M e 0.648 pM, respectivamente,
indicando a baixa especificidade de reacdo para sacarose nas condigcdes

estudadas.

4. Conclusao

O estudo dos parametros bioquimicos da levanasacarase de B. subtilis
foram avaliados como uma ferramenta para eventual aplicagdo do
exopolissacarideo levana. As condi¢cdes o6timas da levanasacarase foram
definidas em: pH 6,0, temperatura 50°C, concentracdo de substrato 1,5M. O
Km e Vpnax da levanasacarase foram de 0.1055 M e 0.648 uM,

respectivamente.
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Fig. 1. Efeito do pH na atividade da levanasacarase. A atividade da enzima foi
realizada a 30°C por 2 horas nos pH indicados
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Fig. 2. Temperatura 6tima para a atividade da levanasacarase. A atividade da

levanasacarase foi mensurada nas diferentes temperaturas por 2 horas em pH
6,0.
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7 CONCLUSOES

A producéo de levanasacarase por B. subtilis foi fortemente influenciada
pela concentracdo de sacarose, pH e agitagdo, enquanto a producdo de
levana pela concentragdo de sacarose e tempo de fermentagéo.

A maior produgéo de levanasacarase (6,57 UA) foi na condigdo de: 24
h, 300 gL'l de sacarose, 180 de agitacdo e pH 6,0, de fermentacao e a melhor
producéo de levana 30,09 gL™ nas seguintes condi¢ées: 300 gL'l de sacarose,
160 de agitacdo e pH 7,0.

A levana produzida em 300 g|_'l apresentou duas massas molares:

410.000 e 50.000 Da, enquanto a levana produzida em 100 gL'l de sacarose
apresentou somente massa molar de 410.000 Da.

Sob condig6es otimizadas foi possivel produzir a levanasacarase por B.
subtilis e o estudo dos pardmetros bioquimicos foram avaliados como uma
ferramenta para eventual aplicacdo do exopolissacarideo levana nos campos
industriais. As condi¢cdes Otimas de atividade da levanasacarase do extrato
bruto livre de células foram definidas em: pH 6,0, temperatura 50°C,
concentracdo de substrato 1,5M. O Km e a Vna da levanasacarase foram de
0.1055 M e 0.648 uM, respectivamente.
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ANEXO A

Normas para submissdo do Artigo 1 para revista Process
Biochemistry (ISSN: 1359-5113), disponivel em:

- http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/422857/authorinstructions
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article provided by Elsevier will include peer-review comments incorporated by the author into
the article. Because the NIH "Public Access" policy in voluntary, authors may elect not to
deposit such articles in PMC. If you wish to "opt out" and not deposit to PMC, you may indicate
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form with prices will be sent to the corresponding author.
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ANEXO C

Resultados complementares dos experimentos, onde estdo demonstrados:

| - Estimativa da massa molar das maiores produgdes de levana nas Etapas 1

e 2.
Il - Produtividade, producdo de levana, crescimento celular e consumo de

agucares no primeiro modelo experimental fatorial completo 2* (Etapa 1).
lll - Produgcé@o de levana, crescimento celular e consumo de agUcares no

segundo modelo experimental fatorial fracionado 3** (Etapa 2).
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| - Estimativa da massa molar das maiores produc¢des de levana nas

Etapas 1 e 2

As maiores producgdes de levana da etapa 1 foram 20,62; 17,93 e
17,69 gL'l nos ensaios 14, 15 e 16 respectivamente, e na etapa 2 foi 30,09 gL
! no ensaio 6. Esses cultivos foram escolhidos para avaliagédo da distribuigéo
da massa molar da levana produzida. O estudo da distribuicdo da massa molar
é importante para definir a aplicagcdo do exopolissacarideo (SUTHERLAND,
2001).

A figura 9 ilustra os perfis cromatograficos das trés amostras de
levana (ensaios 14, 15 e 16) da etapa 1. Os picos foram comparados aos
picos dos padrdes de levana. As amostras 14 e 16 exibiram dois picos de
eluicdo correspondentes as massas molares (410.000 e 50.000 Da), enquanto
que a amostra 15 estd apresentou apenas o pico de 410.000 (Figura e). A
concentracédo de sacarose, nas amostras 14 e 16 foi de 300 gL™ e a amostra
15 foi obtida do meio contendo 100 g.L™ de sacarose mostrando que em
baixas concentra¢des de sacarose nado forma levanas de baixa massa molar.

Ahamed et al. (2005) investigaram a massa molecular de levana
produzida por B. subtilis em diferentes concentragdes de sacarose, obtendo
uma maior massa molecular, 60 KDa em 10% de concentracdo de sacarose.
Observaram também uma queda na massa molecular de levana quando a
concentracao de sacarose ultrapassou 20% na reagao.

A figura 10 mostra o perfil cromatografico da amostra 6 (etapa 2)
com dois picos de eluigdo com massas molares de 410.000 e 50.000 Da,
sendo semelhante aos resultados anteriores confirmando o que o aumento da
concentragao de sacarose leva a uma produgéo de levana de menor massa
molar (50.000 Da).
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Figura 5 - Perfil cromatografico das amostras de levana obtidas dos ensaios 14, 15 e
16 (Etapa 1).
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Figura 6 - Perfil cromatografico da amostra de levana obtida do ensaio 6 (Etapa 2).
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Figura 7 - Perfil cromatografico dos padrdes de levana de Leuconostoc

mesenteroides. Massa molar de 670.000, 410.000 e 50.000.
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Il - Produtividade, producgéo de levana, crescimento celular e consumo de

aclcares no primeiro modelo experimental fatorial completo 2* (Etapa 1).

Os resultados de produtividade, produgéo de levana, crescimento
celular e consumo de aclcares no primeiro modelo experimental 2* (Etapa 1)
estdo apresentados na Tabela 9.

As maiores produtividades de levana foram observadas nos
ensaios 2 e 4, onde as condicdes de fermentacdo foram em 300 gL™ de
sacarose, 24 horas de tempo de cultivo, 100 rpm e pH 4,0 e 6,0
respectivamente. Entretanto, a melhor producdo de levana foi no ensaio 14
(300 gL™, pH 4,0, 48 horas de fermentacéo e 180 rpm). Uma alta concentracéo
de células foi observada nos ensaios 14, 15 e 16 que foram em 48 horas de
tempo de fermentacdo e 180 rpm. Nestes ensaios também ocorreram as trés
maiores producées de levana (20,62, 17,93 e 17,69 gL™). Estes resultados
podem ser visualizados na Figura 8, que relaciona a produgéo de levana e
biomassa.

A figura 9 relaciona a produgdo de levana e consumo de
acucares por B. subtilis e uma alta producéo de levana foi observada, mesmo
onde o consumo foi baixo mostrando que a sintese de levana pode ser

desacoplada do consumo de agucares pelo microrganismo.



Tabela 9 - Producéo, produtividade de levana, biomassa e consumo de aguUcares obtidas no modelo experimental fatorial
completo 2* (Etapa 1) por B. subtilis.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas Respostas
X1 Xz X3 X4 Produtividade Levana Biomassa Consumo de
Ensaios* X, Xz X3 X, Sacarose pH  Tempode Agitacdo (gL™/h) (L™ (L™ aclcares (%)
(o™ cultivo (h) (rpm)
01 -1 -1 -1 -1 100 4,0 24 100 0,214 5,13 0,43 26,18
02 1 -1 -1 -1 300 4,0 24 100 0,578 13,88 3,51 25,67
03 -1 1 -1 -1 100 6,0 24 100 0,213 51 0,48 40,39
04 1 1 -1 -1 300 6,0 24 100 0,523 12,56 1,59 44,09
05 -1 -1 1 -1 100 4,0 48 100 0,154 7,39 0,35 17,96
06 1 -1 1 -1 300 4,0 48 100 0,286 13,73 2,34 34,29
07 -1 1 1 -1 100 6,0 48 100 0,289 13,88 7,56 47,79
08 1 1 1 -1 300 6,0 48 100 0,322 15,47 6,23 41,72
09 -1 -1 -1 1 100 4,0 24 180 0,232 5,57 1,81 10,33
10 1 -1 -1 1 300 4,0 24 180 0,447 10,73 11,87 15,16
11 -1 1 -1 1 100 6,0 24 180 0,410 9,85 0,25 46,61
12 1 1 -1 1 300 6,0 24 180 0,465 11,16 9,43 27,05
13 -1 -1 1 1 100 4,0 48 180 0,072 3,45 0,27 24,02
14 1 -1 1 1 300 4,0 48 180 0,430 20,62 12,45 25,54
15 -1 1 1 1 100 6,0 48 180 0,374 17,93 17,67 45,17
16 1 1 1 1 300 6,0 48 180 0,369 17,69 14,97 34,08
17 0 0 0 0 200 5,0 36 140 0,296 10,67 2,52 34,9
18 0 0 0 0 200 5,0 36 140 0,169 6,1 2,67 39,15
19 0 0 0 0 200 5,0 36 140 0,225 8,11 2,51 38,41

*Ensaios aleatorizados

G6
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Figura 8 - Relacéo entre producéo de levana e crescimento celular (Etapa 1) por
B. subtilis.
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Figura 9 - Relacdo entre producéo de levana e consumo de acUcares (Etapa 1)
por B. subtilis.
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lll - Producé@o de levana, crescimento celular e consumo de aglcares no

segundo modelo experimental fatorial fracionado 3** (Etapa 2).

Neste segundo modelo, a variavel tempo de cultivo foi fixada em
24 h e as respostas obtidas estdo descritas na Tabela 10. No ensaio 6, uma alta
concentracdo de levana foi observada (30,09 gL™), onde as condicdes de
fermentacdo foram de 300 gL' de sacarose, pH 7,0 e 180 rpm. Neste ensaio
também houve a maior concentracéo celular (14,34 gL ™). Entretanto, a Figura 10
demonstra que o crescimento celular ndo acompanhou a producéo de levana

por B. subtilis na maioria dos ensaios.



Tabela 10 — Producao de levana, biomassa e consumo de aglcares obtidas no modelo experimental fatorial fracionado 3**

(Etapa 2) por B. subtilis.

Variaveis Variaveis decodificadas Respostas
codificadas

X1 X2 X3 Levana Biomassa Consumo de

Ensaios* X1 X Xs  Sacarose (gL') pH Agitacdo (rpm) (gL™) (gL'  acucares (%)
01 -1 -1 -1 250 50 160 18,98 4,98 45,02
02 -1 0 1 250 6,0 200 13,59 3,44 34,98
03 -1 1 0 250 7,0 180 20,89 10,56 54,78
04 0 -1 1 300 50 200 13,76 9,7 42,34
05 0 0 0 300 6,0 180 8,54 5,76 45,65
06 0 1 -1 300 7,0 160 30,09 14,34 55,65
07 1 -1 0 350 5,0 180 13,84 5,39 32,34
08 1 0 -1 350 6,0 160 24,79 12,01 39,12
09 1 1 1 350 7,0 200 19,07 12,89 57,32
10 0 0 0 300 6,0 180 10,32 12,03 49,90
11 0 0 0 300 6,0 180 8,96 11,95 53,48

*Ensaios aleatorizados

86
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Figura 10 - Relagao entre producéo de levana e crescimento celular (Etapa 2)
por B. subtilis.
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Figura 11 - Relacédo entre producéo de levana e consumo de agUcares (Etapa 2)
por B. subtilis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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