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RESUMO

Um estudo comparativo de onze métodos para determinagdo da atividade
da dextranasacarase e de enzimas relacionadas foi realizado. Atualmente existem
dois meétodos usualmente empregados na determinacdo da atividade da
dextranasacarase. Um método relativamente difundido para a reagdo da enzima
com a sacarose consiste na medigcdo dos valores redutores da D-frutose pelo
reagente 3,5-dinitrosalicilato (DNS). Outro método é a reacdo da enzima com **C-
sacarose, pela adicdo de uma aliquota da reacdo em papel de filtro Whatman 3MM,
que posteriormente é lavado com metanol para a remocdo da *C-D-frutose e da
4C-sacarose nao reagida, seguido da quantificacdo de **C-dextrana por contador de
cintilacéo liquida (CCL). Foi mostrado, pelo estudo realizado, que ambos os métodos
geram dados errados. O método por quantificacdo do valor redutor proporciona
resultados extremamente altos devido a oxidacdo tanto da D-frutose quanto da
dextrana, e o método do **C-papel gera resultados significativamente baixos devido
a remocdo de parte da *C-dextrana do papel, pela lavagem em metanol. Neste
trabalho, foram testados onze métodos, dentre o0s quais, dois apresentaram
resultados idénticos, sendo considerados métodos confiaveis de medicdo da
atividade da dextranasacarase.

Este trabalho também reporta a caracterizacdo fisico-quimica de uma
nova dextrana produzida por Leuconostoc mesenteroides FT045B. A estrutura
quimica do polimero foi caracterizada por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier e por Espectroscopia de 'H Ressonancia Magnética
Nuclear. A dextrana produzida foi hidrolisada por endodextranase e seus produtos
da reacdo do aceptor com maltose foram analisados por cromatografia em camada
delgada e comparados com a dextrana comercial B512F obtida da Sigma Company.
A massa molecular media e o grau de polimerizagdo da dextrana produzida foram
determinados através da medi¢do do valor redutor usando o método bicincroninato
de cobre e a quantificacdo dos carboidratos totais usando o método fenol-acido
sulfurico. Todos os dados obtidos revelaram que a estrutura da nova dextrana é
bastante similar a dextrana comercial B512F, e que é composta por residuos de D-
glicose que estruturam a cadeia principal com ligacées a-(1,6) (95%) e poucas
ramificacdes a-(1,3) (menos de 5%).

A metodologia de superficie de resposta baseada em planejamentos experimentais

como o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e o Planejamento



Fatorial Completo (PFC) foi aplicada para otimizar a producdo de dextranasacarase
por Leuconostoc mesenteroides FT045B. Trés componentes do meio de cultura,
Melagco de Cana de Aclcar (MCA), Agua de Maceracdo de Milho (AMM) e Fosfato
Bibasico de Potassio (K;HPO,4) foram testados quanto sua significancia, usando
DCCR. Os efeitos combinados destes nutrientes na atividade da dextranasacarase
foram usados para avaliar a Velocidade de Agitacdo (VA) e a Taxa de Aeracao (TA)
por PFC. O aumento das concentracbes de AMM e K;HPO, e 0 aumento da TA
mostraram efeito positivo significativo na producdo enzimatica. As superficies de
resposta demonstraram que o0s melhores resultados para a atividade da
dextranasacarase (4,03 IU/mL) foram obtidos com a faixa otimizada de 16 a 21,77
g/L de AMM, 32 a 44 g/L de MCA e 26 a 28,41 de K;HPO, em 24h de fermentacao
em termo agitador Leuconostoc mesenteroides FT 045B. O maior resultado obtido
para a atividade da dextranasacarase pela otimizacdo de producdo através da
combinacgao da TA (1,0 vwm) e da VA (100 rpm) foi de 3,99 IU/mL.

ABSTRACT

A comparative study of nine assay methods for dextransucrase and related enzymes
has been made. A relatively widespread method for the reaction of the enzyme with
sucrose, is the measurement of the reducing value of D-fructose by alkaline 3,5-
dinitrosalicylate (DNS). Another method is the reaction with **C-sucrose, with the
addition of an aliquot to Whatman 3MM paper squares that are washed 3-times with
methanol to remove **C-D-fructose and unreacted *C-sucrose, followed by counting
of **C-dextran on the paper by liquid scintillation counting (LSC). It is shown that both
methods give erroneous results. The reducing value method gives extremely high
values due to over-oxidation of both D-fructose and dextran, and the *C-paper
square method gives significantly low values due to the removal of some of the *C-
dextran from the paper, by the methanol washes. In the present study, we have
examined nine methods and find two that give values that are identical and are an
accurate measurement of the dextransucrase reaction. This work also reports the
physical and chemical characterization of a new dextran produced by Leuconostoc
mesenteroides FT045B. The chemical structure of the polymer was characterized
through Fourier transform infrared spectroscopy and 1H nuclear magnetic resonance

spectroscopy. The dextran produced was hydrolyzed by endodextranase and its
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products from the acceptor reaction with maltose were analyzed using thin layer
chromatography and compared with those of a commercial native dextran B512-F
obtained from the Sigma Company. The average molecular weight and degree of
polymerization of the dextran produced were determined through the measurement
of the reducing value using the copper bicinchoninate method and the measurement
of the total carbohydrates using the phenol-sulfuric acid method. All data revealed a
very similar structure to that of the commercial dextran B512F from Sigma,
composed of d-glucose residues structuring a linear chain with a-(1,6) linkages (95%)
and little a-(1,3) branching (less than 5%). Response surface methodology based on
experimental designs, Central Composite Design (CCD) and Full Factorial Design
(FFD), were applied to enhance dextransucrase production by Leuconostoc
mesenteroides FT045B. Three medium components, sugar cane molasses (SCM),
corn step liguor (CSL) and K;HPO,, were first examined for their significance using
CCD. The combined effects of these nutrients on dextransucrase activity were used
to evaluate Agitation Speed (AS) and Aeration Rate (AR) by FFD. CSL
concentration, AR and AS showed significant effect on enzyme production. The
dextransucrase activity enhances when CSL and K;HPO, concentration increase and
when AR and AS decrease. The optimization of the analyzed responses
demonstrated that the best results for dextransucrase activity (4.03 1U/mL) were
obtained with an optimal range of 16 to 21.77 g/L of CSL, 32 to 44 g/L of SCM and
26 to 28.41 of K2ZHPO4 in 24 h of fermentation in termo shaker by Leuconostoc
mesenteroides FT 045B. The highest resulted obtained to dextransucrase activity
with optimization of dextransucrase production by combination of AR (1.0 vwm) and
AS (100 rpm) was 3.99 IU/mL.

Palavras-chave: dextranasacarase. acido 3,5-dinitrosalicilico. dextran. Leuconostoc
mesenteoides. caracterizacao estrutural. delineamento composto central. otimizacao
de meio de cultura. superficie de resposta. aeracao. agitacao. planejamento fatorial

completo. melaco de cana de agucar. agua de maceracao de milho.
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1. INTRODUCAO

O relevante emprego de polimeros na sociedade moderna, fez com que
houvesse consideravel desenvolvimento tecnolégico em torno de sua producédo a
partir do petrdleo. Embora a industria de polimeros tenha passado por reducdo na
producdo devido a crise financeira de 2008/2009, o setor mostra tendéncia de
recuperacdo, sendo que a producdo global, em 2008, foi de 245 milhdes de
toneladas em comparacdo com 2007 que foi de 260 milhdes de toneladas
(PLASTICSEUROPE, 2009).

Contudo o petrdleo vem apresentando altas sucessivas de preco e
limitacdo crescente de disponibilidade, tornando desta forma, imprescindivel o
desenvolvimento de biopolimeros provenientes de recursos renovaveis através das

biorrefinarias.

Os polimeros de origem bacteriana, também chamados de biopolimeros
ou “polimeros verdes” sdo materiais poliméricos classificados estruturalmente como
polissacarideos, poliésteres ou poliamidas e tém sido objeto de muitos estudos, em
especial os biopolissacarideos, devido as suas bem sucedidas aplicacbes
industriais. A matéria-prima principal para sua manufatura é uma fonte de carbono
renovavel, geralmente um carboidrato derivado de plantios comerciais de larga
escala como cana-de-acucar, milho, batata, trigo e beterraba; ou um 6leo vegetal

extraido de soja, girassol, palma ou outra planta oleaginosa (PRADELLA, 2006).

O biopolimero Dextrana € um homopolissacarideo formado por unidades
D-glucopiranosil, os tipos de ligacbes presentes variam de acordo com 0O micro-
organismo produtor (BROWN e MCAVOY, 1990). A maioria da Dextrana €
sintetizada a partir da sacarose processada pela enzima dextranasacarase, que €
secretada pelas bactérias agrupadas na familia Lactobacillaceae e mais
especificamente nos géneros Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc, mas a
cepa mais amplamente utilizada em pesquisas e industrialmente é Leuconostoc
mesenteroides (CHLUDZINSKI, GERMAINE e SCHACHTELE, 1974; HEHRE, 1956;
SIDEBOTHAM, 1974; ROBYT, 1985; TAKAGI, IOROI et al., 1994) e a linhagem que
recebe maior atencdo e tem sido utilizada para a producdo de dextrana
comercialmente € a NRRL B512F (ROBYT e WALSETH, 1979; ALSOP, 1983;
JEANES, HAYNES et al., 1954; LINDBERG e SVENSSON, 1968).
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A Dextrana também pode ser sintetizada a partir da maltodextrina pela
acdo da atividade da enzima dextrana dextrinase de certas linhagens de
Gluconobacter (HEHRE e HAMILTON, 1949; BARKER, BOURNE et al., 1958) e por
sintese quimica (HEHRE, 1956; RUCKEL e SCHUERCH, 1967).

Mesmo 136 anos apoOs sua descoberta, as areas de aplicacdo parecem
estar longe de ter esgotado todas as possibilidades de uso deste incrivel material.
Novas aplicacdes tém surgido constantemente aumentando consideravelmente a
demanda de dextrana (SCHEIBLER, 1874).

O crescente interesse em aplicacdes especificas da dextrana ndo se deve
somente ao fato de se tratar de produto com caracteristicas hidrofilicas, por ser
estavel e puro e com habilidades de formar solucdes claras e estaveis, mas tambéem

pelo fato da Dextrana ser derivada de recursos renovaveis e de ser biodegradavel.

1.1.Objetivos

e Otimizacdo do meio de fermentacdo para produgdo de
dextranasacarase, produzida por Leuconostoc mesenteroides FT045B;

» Caracterizacdo da dextrana produzida por Leuconostoc mesenteroides
FTO45B,;

» Desenvolvimento de metodologia de analise da atividade enzimatica

para dextranasacase.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Dextrana: caracteristicas gerais

A dextrana € um polimero sintetizado extracelularmente pela
dextranasacarase, sem que o0 polissacarideo penetre no interior da célula. A
dextranasacarase € excretada pelo micro-organismo no meio de cultura na presenca
de sacarose, usando este substrato para a producdo da dextrana pela transferéncia
das moléculas de glicose para o sitio receptor do polimero e ao mesmo tempo
liberando moléculas de frutose (PADMANABHAN e KIM, 2002; YAMAMOTO,
YOSHIKAWA e OKADA, 1993). A sacarose € o unico substrato conhecido capaz de

induzir a producéo enzimatica da dextranasacarase.
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A dextranasacarase também pode ser produzida por outras bactérias
como Streptococcus e Lactobacillus, mas a cepa mais usada em pesquisas é a
Leuconostoc mesenteroides, que pode crescer entre 5 e 30°C, sendo que a faixa
6tima é de 25 a 30°C (BARKER e AJONGWEN, 1991).

2.2. Dextrana: da descoberta até a producéo comercial

Pasteur (1861) descobriu que o aumento da viscosidade e a gelificacao
dos xaropes de cana de acucar eram devidas a um micro-organismo. Mais tarde,
Scheibler (1874) denominou a substancia responsavel pelo aumento da viscosidade
nos sucos de cana de acucar e de beterraba, como dextrana, devido a rotacdo otica
positiva de uma molécula empirica de carboidrato (Ce¢H100g). Van Tieghem (1878)
isolou 0 micro-organismo responsavel pela producdo da dextrana e o denominou
Leuconostoc mesenteroides, contudo posteriormente descobriu-se que varios outros
micro-organismos eram capazes de produzir dextrana.

Hehre, em 1941, provou que era possivel produzir dextrana com o caldo
fermentado isento de células, em presenca de sacarose. Em 1943, Hestrin, Averini-
Shapiro e Aschner descobriram que existia uma enzima extracelular que era
responsavel pela producdo da dextrana e a nomearam de dextranasacarase.

Em 1947, uma indUstria sueca encarregou Bjorn Ingelman, jovem cientista
da Universidade de Uppsala, de pesquisar uma interessante impureza presente no
acucar de caldo de beterraba. Estudos posteriores mostraram que esta impureza era
a Dextrana e que ela era produzida pelo micro-organismo Leuconostoc
mesenteroides que é capaz de crescer na presenca de sacarose contida no caldo de
beterraba. Pesquisas intensas foram conduzidas com o objetivo de descobrir
aplicacdoes da dextrana na ciéncia e na medicina. Isto levou a patente do uso da
dextrana hidrolisada como expansor do plasma sanguineo. Esta invencdo foi
licenciada pela Pharmacia (Stockholm) e logo em seguida, solu¢des de Dextran 70
foram aprovadas na Suécia para uso em aplicacées medicinais.

A Pharmacia (Suécia) se tornou, portanto o maior produtor mundial de
dextrana e solugbes de dextrana. Outros produtores sdo: Fisons (Reino Unido),
Meito (Japao), Pfeiffer & Langen e UEB Sermwerke (Alemanha) e Polfa (Polbnia).
Alguns produtores de dextrana clinica sdo: Pharmacia (EUA e Suécia), Knoll/Schiwa
(Alemanha), Abbatt (EUA), Travenol (EUA), Fisons (Reino Unido) (MAUGERI, 2001).
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2.3. Dextrana: efeitos negativos

A presenca de micro-organismos nas diversas etapas da producdo de
acucar causa ainda hoje perdas consideraveis. As bactérias da espécie Leuconostoc
mesenteroides sdo contaminantes usuais, tendo merecido especial atencao por
estarem relacionadas com a presenca de dextrana nos caldos de cana. Além da
sacarose consumida na sua sintese, a dextrana provoca aumento da viscosidade do
caldo, dificultando etapas de clarificacdo, filtracdo e bombeamento. O acucar
contendo alto teor de dextrana é considerado de baixa qualidade. Este acucar € de
dificil cristalizagdo, apresentando também maior higroscopicidade, dificultando a

secagem e armazenamento.

2.4, Estrutura da Dextrana

Dextrana € o termo usado pela literatura para descrever uma classe de
polissacarideos formados por unidades o-D-glucopiranosil, contendo em
propor¢cdes variaveis ligacbes a—(1,6), a—(1,2), o—(1,3) e o—(1,4). A maioria das
dextranas conhecidas tem uma cadeia principal linear, formada por ligacées a—(1,6),
apresentando diversidades quanto as propor¢cdes das outras ligacbes e das
ramificacdes, sendo sintetizadas a partir da sacarose (SADDFORD, 1979).

O tamanho das moléculas pode variar dependendo da temperatura,
concentracdo de sacarose e presenca de outros agucares durante a reacdo de
sintese. A dextrana nativa apresenta em média massa molar entre 40 e 50 milhdes
de Dalton nas condi¢des industriais atualmente utilizadas (SABATIE, CHOPLIN et
al., 1986).

2.5. Aplicacbes

Atualmente a dextrana tem sido empregada em diversas areas devido as
suas caracteristicas ndo ibnicas e boa estabilidade em condicbes normais de
operacdo. O potencial da dextrana se estende a industria farmacéutica, quimica,
petroquimica e na industria de alimentos. Dentre as aplicacbes que alcancaram
sucesso comercial, destacam-se as utilizagbes na industria farmacéutica para fins

clinicos.

Mais recentemente, as industrias fotograficas e oftalmolégicas tém

mostrado grande interesse na demanda de dextrana. Dextranas sao também
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utiizadas em formulagbes de cremes e lo¢bes; obtendo grande sucesso nas
formulagdes de cremes utilizados em bebés.

Viet, Beck-Candanedo e Gray (2008) estudaram a sintese e
caracterizacdo de dextranas azuis de massas molares variadas, as quais sao
polieletrdlitos devido a sua ligacdo a corantes ibnicos, que influencia fortemente suas
propriedades em solugdo aquosa.

Seto, Kawakita et al., (2008) sintetizaram um novo composto
polissacarideo, ceto-dextrana através da oxidacdo de regido-seletiva da sacarose,
utilizando a bioconversdo com piranose-2-oxidase e da subsequente reacédo de
transferéncia da sacarose oxidada.

Gil, Colarte et al.,, (2008) mostraram em seu estudo a caracterizagao
fisico-quimica de uma nova série de dextranas nativas (B110-1-2) obtida de cana-
de-aclcar, que apresenta propriedades de inovagdo quanto ao encapsulamento de
comprimidos farmacéuticos, como estabilidade na presenca de misturas em pé de
algumas substancias comerciais de encapsulamento como lactose, alcool cetilico e
na presenca de drogas (hidrocloreto de propanolol, acido acetil salicilico, dinitrato
isossorbato, loberzario dissodico e nifedipina). Essa estabilidade foi demonstrada
pela calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Os comprimidos obtidos pela
compressdo mostraram boas propriedades fisico-mecanicas e tecnoldgicas.

Seo, Nam et al. (2007) apresentaram um método de sintese de um
oligossacarideo termo-acido estavel (TASO) a partir da acdo da dextranasacarase,
obtida de Leuconostoc mesenteroides B-512FMCM, sobre solucdo de sacarose (2,5
— 4,0 M), sendo que o grau de polimerizacdo dos oligossacarideos sintetizados foi
de 2 a 11 (unidades de glicose). Aléem de inibir efetivamente a formacé&o de glucana
insolavel, o crescimento e a producéo 4cida de Streptococcus sobrinus, o composto
TASO pode ser potencialmente utilizado como adogante em alimentos e bebidas
guando propriedades termo-acido resistentes forem necessarias e, como inibidor da
carie dentaria.

Outra area em crescimento que faz uso da dextrana € em imagem de
ressonancia magnética, sendo que este uso foi recentemente aprovado pelos
Estados Unidos e pela Comunidade Européia. Além dessas aplicacfes, dextrana
também vem sendo usada na biologia molecular onde um de seus derivados, a
dextrana sulfato, € utilizada em processos de hibridizacdo. A dextrana tem

contribuido para a estabilidade de vacinas, auxiliando em bioprocessos industriais
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visando melhoramento de técnicas de floculacdo. Este crescente interesse pela
busca de novas areas de aplicacdo para as dextranas e seus derivados pode ser
parcialmente creditado pelas -caracteristicas que esses homopolissacarideos
apresentam: como hidrofobicidade, estabilidade, pureza e habilidade para formar
solugbes claras e estaveis, além de serem originarios de fontes renovaveis e
degradados por sistemas ecolégicos.

Na industria farmacéutica: A dextrana de baixa massa molar (< 75000)
apresenta duas caracteristicas importantes para os fins clinicos: é completamente
metabolizada no organismo e ndo apresenta efeitos téxicos ou alérgicos, 0os quais
aparecem com a dextrana de alta massa molar ou com alto grau de ramificagao. As
aplicacoes de maior importancia comercial na industria farmacéutica sdo as
utilizacdes como expansor de plasma sanguineo e o uso do complexo Dextrana-

ferro.

J& na Industria de alimentos, a dextrana pode ser usada como agente
estabilizante e geleificante, inibe a cristalizacdo (QUEIROZ, 1987).

A titulo de curiosidade: o polimero de Dextrana € o chamado Sephadex
(SEparation, PHArmacia DEXtran), que em 1959 teve suas propriedades filtrantes
publicadas por Jerker Porath e Per Flodin na Nature (PORATH e FLODIN, 1959), o
que gerou imediata aceitagdo dos bioquimicos de todo o mundo no uso do gel para
purificacdo de moléculas biolégicas, sendo que ainda hoje é usado no estudo de
estruturas e na funcdo de biomoléculas, especialmente de proteinas.
(PHARMACIA.BIOTECH, 1997)

Entre os anos de 1976 e 2010, somente nos Estados Unidos foram
patenteados 44.086 estudos sobre dextranas e seus derivados (US Patent, 2010).
Na Europa foram registrados 3.926 documentos sobre patentes de dextrana e
derivados (EU Patent, 2010).

2.6. Processo de producdo convencional e producéo por via enzimatica

A producédo de dextrana pode ocorrer atraves de dois processos distintos,
sendo eles o processo convencional e a produgdo por via enzimatica.

No processo convencional de producdo de dextrana, esta € produzida

durante o crescimento de Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo
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sacarose, extrato de levedura e outros nutrientes, controlando a temperatura, o pH e
a aeragao.

A Producao de dextrana por via enzimatica € conduzida em duas etapas,
producdo da enzima e sintese da dextrana. A sintese da dextrana “in vitro”
apresenta potencial econémico enorme, devido ao fato de ser extracelular e nao
necessitar de energia adicional e da reacdo ser irreversivel. Segundo (KABOLI e
REILLY, 1980), a enzima bruta e liofilizada retém a atividade por varios anos,
quando estocada a temperatura abaixo de 5°C. Em solucdo, varios fatores
influenciam a estabilidade da enzima, sendo que a temperatura e o pH sdo os mais

importantes.

2.7. Meio de Cultivo

Para avaliar qual a melhor composicdo de meio de cultura para a
producdo de dextranasacarase pela linhagem Leuconostoc mesenteroides FT045B,
Contiero, Cortezi et al. (2006) relataram fermentagdes em batelada sem controle de
pH, enfocando a influéncia de 8 diferentes meios de cultura na producédo da enzima,
a 30°C, 132 rpm, pH 7,4 e 0,5 vvm em reator de 2L contendo 1L de meio. O melhor
meio de cultivo com 2% de sacarose, 0,5% extrato levedura, 2% K;HPO,, 0,001%
NaCl, 0,001% MnSO,, 0,001% FeSO, apresentou atividade enzimética de 5,67
UDS/mL. O pH ao final de 14 horas de cultivo ficou em torno de 4,0-5,0. Foi
constatada diminuicdo na atividade enzimatica com o aumento da concentracdo de

sacarose (de 20 g/L para 40 g/L).

2.8. Estabilidade enziméatica

Véarios autores estudaram condicdoes de estabilidade da enzima
dextranasacarase para a bactéria Leuconostoc mesenteroides (YOKOYAMA,
KOBAYASHI e MATSUDA, 1985; KOBAYASHI e MATSUDA, 1980; KOBAYASHI,
MIHARA e MATSUDA, 1986; KOEPSELL e TSUCHIYA, 1952; TSUCHIYA,
KOEPSELL et al., 1952; RHEE e LEE, 1991; KIM e ROBYT, 1996).

Girard e Legoy (1999) demonstraram em seu trabalho que a enzima
dextranasacarase € menos estavel na presenca de solventes organicos a 30°C que
em 4°C.

A sensibilidade da dextranasacarase quanto ao pH é bastante grande,
apresentando maior estabilidade entre 5,0 e 6,0, coincidindo com a faixa de



18

atividade enzimética maxima. Para preparacdes de enzima purificada alguns autores
relatam que a faixa de estabilidade pode se alterar ligeiramente. Kobayashi e
Matsuda (1980) mostram que a enzima purificada é mais estavel em pHs entre 6,0 e
9,0.

2.9. Mecanismos de acdo da enzima dextranasacarase

A Dextranasacarase (EC 2.4.1.5) € uma glicosiltransferase extracelular
que catalisa a transferéncia de residuos D-glicopiranosil da sacarose para a
dextrana, liberando moléculas de frutose (ROBYT, 1985; LEATHERS, 2002).

A atividade catalitica da dextranasacarase é uma combinacdo de reagdes
envolvendo os sitios ativos da enzima, o substrato e o aceptor. Duas atividades
distintas podem ser consideradas na sintese de dextrana a partir da sacarose: a
atividade hidrolitica e a glicosiltransferase. A primeira responsavel pela quebra da
ligacdo entre a frutose e a glicose da sacarose, formando o grupo D — glicosil e a

segunda, a transferéncia do grupo glicosil para a cadeia do polimero em formacéao.

2.10. Cepas utilizadas para producéo de dextranasacarase

A cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL 512 (F) é considerada
micro aerdfila e autores consideram que possivelmente o oxigénio afeta o
crescimento da cepa (BARKER, GANETSOS e AJONGWHEN, 1993).

Dols, Remaud-Simeon e Monsan (1997) realizaram um estudo
comparativo da producdo de dextranasacarase por duas cepas diferentes de
Leuconostoc mesenteroides. As duas cepas usadas foram NRRL B 1299 e a mais
comumente usada em pesquisas, NRRL B 512. Constataram que a regulacéo do pH
e das condicdes de aeracao teve pequeno efeito sobre a cultura e a producédo de
dextranasacarase por NRRL B 1299, ao contrario da cepa NRRL B 512, onde essas
condi¢gbes melhoraram significantemente a producgéo da enzima.

Ui-Qader, Igbal et al. (2001) estudaram a producgéo de dextranasacarase
e dextrana pela cepa de Leuconostoc mesenteroides PCSIR-3, utilizando como
referéncia a cepa NRRL B 512 F. Os autores trabalharam com a temperatura de
26°C e pH 7,5, sendo que durante a fermentacdo o pH decrescia para 5,0. Foi

observado que a cepa PCSIR-3 produziu uma dextrana diferente da produzida pela
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cepa NRRL B 512 F. Com 18 horas de fermentacéo e utilizando 2% de sacarose, foi
alcancado 0,69 g/100mL de dextrana e concentracdo celular de 0,544 g/100mL pela
cepa PCSIR-3, ja para a cepa NRRL B 512 F a producédo de dextrana foi de 0,82
g/100mL e a concentracao celular de 0,798 g/100mL.

Tabela 2.1 — Relacao das linhagens de cada micro-organismo produtor de dextrana

e as respectivas referéncias bibliogréficas.

MICRO-ORGANISMO

LINHAGEM

REFERENCIA

Lactobacillus reuteri

strain 121

(KRALJ, VAN GEEL-
SCHUTTEN et al., 2005)

Leuconostoc citreum

genes HJ-P4 and HJ-P5

(EOM, SEO e HAN, 2007)

Leuconostoc mesenteroides

(RICHARD, MOREL et al.,
2003)

(NEUBAUER, BAUCHE e
MOLLET, 2003)

(ALCALDE, PLOU et al.,
1998)

(CHAGAS, HONORATO et
al., 2007)

(NAESSENS, CERDOBBEL
et al., 2005)

(SETO, KAWAKITA et al.,
2008)

(YOKOYAMA, KOBAYASHI e

Leuconostoc mesenteroides B-1375 MATSUDA, 1985)
Leuconostoc mesenteroides B-512FM ggg;l)RISEVEN e ROBYT,
Leuconostoc mesenteroides B-512FMC (KITAOKA e ROBYT, 1999)
Leuconostoc mesenteroides B-512FMCM (KIM, ROBYT. et al., 2003)

(PARK, RYU et al., 2001)
Leuconostoc mesenteroides B-742CB

(YOON, BRUCE FULTON e
ROBYT, 2004)

Leuconostoc mesenteroides

Birmingham strain

(BAILEY, BARKER et al.,
1957)

Leuconostoc mesenteroides

fragment

(MALTEN, HOLLMANN et al.,
2005)

(WANG, HOLLMANN e
DECKWER, 2006)

Leuconostoc mesenteroides

gene DSRB742

(NAM, KO et al., 2008)

Leuconostoc mesenteroides

genes HJ-S7 and HJ-S13

(EOM, SEO e HAN, 2007)

Leuconostoc mesenteroides

IAM 1046

(SUZUKI e KOBAYASHI,
1975)

Leuconostoc mesenteroides

IBT-PQ

(CHELLAPANDIAN, LARIOS
et al., 1998)

Leuconostoc mesenteroides

mutants constitutive for
glucansucrase

(KIM e ROBYT, 1996)

Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-1299

(SUZUKI e KOBAYASHI,
1975)

(KOBAYASHI e MATSUDA,
1975)

(FABRE, BOZONNET et al.,
2005)
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Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-1416

(KOBAYASHI, YOKOYAMA e
MATSUDA, 1986)

(YOKOYAMA, KOBAYASHI e
MATSUDA, 1985)

Leuconostoc mesenteroides

NRRI B-512(F)

(MILLER, EKLUND e
ROBYT, 1986)

(MILLER e ROBYT, 1986)

(MILLER e ROBYT, 1986)

(MICHIELS, WANG et al.,
1991)

(KABOLI e REILLY, 1980)

(KOBAYASHI e MATSUDA,
1980)

(KOBAYASHI, MIHARA e
MATSUDA, 1986)

(MONCHOIS, REMAUD-
SIMEON et al., 1997)

(GOYAL e KATIYAR, 1998)

Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-512F (LOPES, 1979)

(DE SEGURA, ALCALDE et
al., 2004A)

(RICHARD, YU et al., 2005)

(GOULAS, FISHER et al.,
2004)

(FUNANE, ISHII et al., 2005)

(MOULIS, ARCACHE etal.,
2006)

(PURAMA e GOYAL, 2005)

(MOULIS, JOUCLA et al.,
2006)

(GOYAL, TYAGI e KATIYAR,
2007)

Leuconostoc mesenteroides

recombinant

(KNAG, SEO et al., 2003)

Leuconostoc mesenteroides

Sikhae

(RHEE e LEE, 1991)

Leuconostoc mesenteroides

strain 0326, gene dexYG

(ZHANG, HU et al., 2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain B-1299

(DE SEGURA, ALCALDE et
al., 2006)

Leuconostoc mesenteroides

strain B-1299CB4, gene
dsrBCB4

(KANG, KIM e KIM, 2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain B-512F

(ARQUEELLO-MORALES,
SANCHEZ-GONZALEZ et al.,
2005)

(MAJUMDER, PURAMA e
GOYAL, 2007)

(LEE, CHO et al., 2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain B-512FMCM

(KIM e DAY, 2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain CGMCC 1.544, gene
dsrX

(YALIN, JIN et al., 2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain FT 045 B

(CONTIERO, CORTEZI et
al., 2006)

Leuconostoc mesenteroides

strain Lm 28

(ILIEV, VASSILEVA et al.,
2008)

Leuconostoc mesenteroides

strain NRRL B-512F

(BENTRAND, MOREL et al.,
2006)

(NIGAM, GOYAL e
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KATIYAR, 2006)
(ERHARDT, KUEGLER et al.,

2008)
(MOULIS, MEDINA et al.,
2008)
Leuconostoc mesenteroides strain NRRL B-640 (PURAMA e GOYAL, 2008)
. . i (SUWANNARANGSEE,
Leuconostoc mesenteroides strain NRRL B512-F MOULIS et al., 2007)
Leuconostoc mesenteroides strain PCSIR-4 (Z%l(‘)'??ADER’ AMAN et al.,
Leuconostoc mesenteroides strains IBT-PQ and NRRL B- (OLVERA, FERNANDEZ-
1299, gene dsrP VAZQUEZ et al., 2007)

(ERHARDT, STAMMEN e

Penicillium aculeatum strain ATCC 10409 JOERDENING, 2008)

(ONO, NUESSLE e SMITH,

Streptococcus mutans - 1981)
(RUSSEL, 1979)

(CHLUDZINSKI, GERMAINE

Streptococcus mutans 6715 e SCHACHTELE, 1974)

Streptococcus mutans E49 (TAKASHIO e OKAMI, 1983)

(FUKUI, FUKUI e

Streptococcus mutans HS6 MORIYAMA, 1974)

Streptococcus oralis ) (SEIBEL, HELLMUTH et al.,

2006)
Streptococcus oralis gene gtfR (HELLMUTH, WITTROCK et
al., 2008)
Streptococcus sanguis - (GRAHME e MAYER, 1985)
Streptococcus sanguis ATCC 10558 (1|_9|L7J'9A‘)NG LEE e MAYER,

Fonte: (BRENDA- The Comprehesive Enzyme Information System), modificado.

2.11. Aeracao

Leuconostoc mesenteroides é uma bactéria considerada microaerofila.
Barker, Ganetsos e Ajongwhen (1993) e Landon e Webb (1990) consideram que o
oxigénio afeta positivamente o crescimento da cepa (JOHNSON e MCCLESKEY,
1957; PLIHON, TAILLANDIER e STRE HAIANO, 1995; LEBRUN, JUNTER et al.,
1994).

Lazic, Veljkovic et al. (1993) mostraram que fermentac¢fes utilizando pH
controlado em 5,5 e aeracédo 0,05 vvm sdo condi¢des favoraveis para producéo de
dextrana, além de ocorrer reducdo no tempo de fermentacéo.

Santos, Teixeira e Rodrigues (2000) estudaram o efeito da aeracdo na
producdo de dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides, a temperatura
usada na fermentacdo foi de 25°C e concentracdo de sacarose 20g/L. Foi

constatado que a aeracdo de 0,05 vwm nao teve efeito importante na produgéao da
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enzima, porém efeito positivo sobre o crescimento. A atividade enzimatica foi
praticamente a mesma quando comparada aquela sem aeragéao.

Os experimentos foram realizados com pH inicial 7,0-7,2 (que se
reduziram a 4,3 ao final da fermentacéo), temperatura 25C e o pré-indculo foi
desenvolvido em frascos sem agitacdo por 16 horas. Verificou-se que a maior
atividade foi alcancada utilizando agitacdo de 150 rpm e aeragéao de 0,05 vwm (10
UDS/mL) com 14 h de cultivo.

Foi demonstrado que a producdo de dextranasacarase esta
proximamente relacionada ao crescimento da bactéria. A maior producdo de
dextranasacarase e seu melhor rendimento séo alcangados quando a maior taxa de
oxigénio é oferecida ao mesmo tempo em que o maximo de oxigénio € consumido
pelo organismo, fase que corresponde ao crescimento exponencial do micro-
organismo.

A fermentacdo da dextrana por Leuconostoc mesenteroides foi estudada
sob ambas as condi¢cdes (aerdbica e anaerdbica) com e sem o controle de pH. O
maximo rendimento de dextrana foi obtido com o maximo rendimento, estabilidade e
atividade da dextranasacarase quando a taxa de transferéncia de oxigénio no
biorreator foi igual ao maximo de oxigénio consumido pelo organismo, quando o pH
do meio era de 5,5.

Em condicbes anaerobicas, parte de glicose e da frutose obtida pela
hidrolise da sacarose, é utilizada pelo organismo como fonte de energia, diminuindo
a gquantidade de dextrana e de frutose, sendo que o consumo de frutose é sempre
maior porque ela serve também como receptora de elétrons para a reoxidagdo do
NADH.

Em niveis de aeracdo acima do ponto 6timo, a glicose proveniente de
sacarose é rapidamente utilizada pelo organismo, fazendo com que a formacéo de
dextrana diminua enquanto a quantidade de frutose ndo consumida (LAZIC,
VELJKOVIC et al., 1993).

Alsop (1983) constatou que o rendimento da enzima dextranasacarase foi
maior sob condi¢cdes de aeracdo quando comparado sem aeragao ou com aeragao
de oxigénio puro. A regulacao do pH e as condi¢cbes de aeracgao tiveram pouco efeito
no desempenho da cultura e na producdo da enzima pela cepa B-1299, quando
comparado com outras linhagens. A aeracao foi de 0,5 vwm. A fermentacdo nao

aerada apresentou a producdo mais baixa de dextranasacarase. O melhor
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rendimento da enzima foi obtido com a fermentacdo aerada com atmosfera de N,.
Este experimento também apresentou o menor crescimento de biomassa.

Ajongwen e Barker (1993) estudaram a aeracao utilizando diferentes
gases indicando que a presenca de dioxido de carbono no meio favoreceu a alta

producdo da enzima.

2.12. Agitacéo

Koepsell e Tsuchiya (1952) comprovaram que o rendimento da enzima €&
invariavelmente mais alto quando a fermentagédo é conduzida em frascos agitados,
guando comparados a frascos em repouso, contudo Ajongwen e Barker (1993)
demonstraram que as diferentes velocidades de agitacdo ndao apresentaram efeitos

significantes na concentragao celular ou na producéo da enzima.

2.13. Uso de Sacarose como substrato

Véarios autores tém descrito os efeitos da concentracdo de sacarose,
temperatura e extrato de levedura na producdo de dextranasacarase, dextrana e
frutose por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F) utilizando sacarose como
substrato. O efeito da concentracédo de sacarose na producao de dextranasacarase
também €& mostrado por Tsuchiya, Koepsell et al., (1952). Esses autores
constataram que concentracdes maiores que 2 % m/v induzem a melhor producao
da enzima, no entanto essas culturas contém altas quantidades de dextrana, o que
dificulta a remocao das células.

Santos, Teixeira e Rodrigues (2000) trabalharam com a temperatura de
25 °C e pH 5,5 variando a concentragao de sacarose entre 10 — 120 g/L. A atividade
enzimatica aumentou com a concentracdo de sacarose, porém para concentracoes
acima de 80 g/L houve dificuldade para determinar a atividade, pois parte da enzima
e quase toda dextrana e frutose produzidos foram centrifugados juntamente com as
células.

Ribeiro, Coutinho Filho e Ceribelli (1998) estudaram a producdo de
dextranasacarase por fermentagdo com Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512
em diferentes formulacbes de meio, a temperatura usada foi 27°C, pH 6,7, aeracao
0,5 vwm e agitacdo 250 rpm. Dentre os meios utilizados o que apresentou melhores

resultados em termos de producdo de enzima foi aquele contendo melaco (40g/L)
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em substituicAo a sacarose, atingindo atividade de 240 UDS/mL ap6s 7 h de
fermentacéao.

Jeanes (1965) trabalhou com a temperatura de 27°C e adi¢do continua de
sacarose na razao de 20 g/L/h, alcancando a atividade de 180 UDS/mL com 10
horas de fermentacéo.

Queirdéz (1987) trabalhou com pH 7,0 e temperatura 27°C para
fermentagcdes com Leuconostoc mesenteroides, sendo que a atividade enzimética
oscilou entre 15 e 30 UDS/mL. Em condi¢cbes semelhantes, Lopes (1979) relatou
qgue a atividade enzimatica oscilou entre 25 — 50 UDS/mL, enquanto Tsuchiya,
Koepsell et al., (1952) relataram atividades pouco maiores trabalhando com 25°C.

O unico significado para o decréscimo do rendimento da dextrana e a
melhora do rendimento da enzima (UDS/g sacarose consumida) foi a manutencao
da concentracdo de sacarose em niveis baixos na cultura da linhagem B01299.
Baixa concentragdo de sacarose demonstrou ser necesséria para a 6tima producéo
de dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.

Assis, Bilch et al. (2003) mostraram que a concentracdo de sacarose no
meio de fermentacdo desempenha um papel fundamental na velocidade de sintese
da enzima, bem como na sua atividade final. Concentracdes iniciais de sacarose da
ordem de 15 a 45 g/L, associadas a adi¢do posterior desse carboidrato em periodos
de 1 até 3 horas de fermentacdo com taxa de 0,5 a 0,8 g/min, levou a maior
consumo de acucar e maior atividade enzimatica final, da ordem de 146,5 UDS/mL.

Neely e Nott (1962) demonstraram que a dextranasacarase produzida por
Leuconostoc mesenteroides € induzida na presenca de sacarose. Além disso, 0s
resultados demonstram que a porcdo frutofuranose da molécula de sacarose é o
gatlho que causa a inducdo do mecanismo. Nenhum outro indutor da
dextranasacarase foi encontrado.

Lawford, Kligerman et al. (1979) cultivaram Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F em fermentacdo continua sob condi¢cdes energéticas limitadas. A
enzima extracelular dextranasacarase néo foi detectada em culturas com sacarose
ou maltose limitadas. Sob condi¢Ges de baixa concentracdo de sacarose, a atividade
enzimatica do sobrenadante sem as células, aumentou com o aumento da diluicdo
somente apds atingir a concentracdo Otima de sacarose para inducdo. O surgimento

de frutose no meio com sacarose limitante indicou que a mesma foi desviada para a



25

producdo de dextrana. A competicdo entre a bactéria e a enzima extracelular pelo
substrato comum representa deficiéncia no sistema produtor de enzima. A
dextranasacarase foi isolada da cultura celular pela precipitacdo com sulfato de
amoénio e cromatografia DEAE-celulose. A enzima apresentou desta forma, a

atividade biossintética da dextrana e a atividade do tipo invertase.

2.14. Relacao carbono/nitrogénio

Lopretti e Martinez (1999) estudaram o efeito da raz&o nitrogénio/ carbono
e acucares complementares na producdo de dextranasacarase por Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512. A temperatura usada durante a fermentacéo foi 35°C
agitacdo 150 rpm e pH 5,5. Foi verificado que a taxa de produgcdo da enzima
decresce com a diminui¢cao da raz&o nitrogénio/carbono.

Pirollo e contiero (2001) estudaram a razdo carbono/nitrogénio na
producdo da enzima dextranasacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides
NRRL B 512 (F), trabalhando com a temperatura de 26°C, agitacdo 132 rpm,
aeracédo 0,5 vwm e pH 6,7. Foi constatado que a razao carbono/nitrogénio igual a
50/20 promoveu a maior producdo de biomassa e melhor atividade enzimatica em 7
horas de fermentacdo. Concentracbes de sacarose acima de 60g/L inibiram a

concentracdo celular e a producéo da enzima.

2.15. Efeito da temperatura na producao de dextranasacarase

Cortezi, Monti e Contiero (2005) estudando diferentes temperaturas
(23°C, 25°C, 27°C, 29°C e 31°C) na producédo de dextranasacarase utilizando
Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F). Observaram que a pH 6,0 e aeragao
0,5 vwm, a temperatura de 29°C favoreceu maior producdo da enzima (53,52
UDS/mL) em 8 horas de fermentacdo e a temperatura de 31°C promoveu
decréscimo na producdo da mesma.

Tsuchiya, Koepsell et al. (1952) demonstraram que o aumento da
temperatura (acima de 25°C) acentua significativamente o efeito do pH sobre a
deterioracdo da enzima. Um experimento que continha sacarose e agua de
maceracgao e que foi mantido a pH 6,7 em temperaturas controladas de 20, 23, 26 ou
29 °C, o maximo de atividade enzimatica atingido foi de 47, 51, 43 e 6,0 UDS/mL em
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12, 9, 7 e 5 h de fermentagé&o, respectivamente. Mesmo que a enzima tenha sido
formada a 29 °C, a degradacdo da mesma explica o baixo rendimento.

Chellapandian, Larios et al. (1998) comprovaram o efeito da temperatura
na estabilidade da enzima dextranasacarase produzida por Leuconostoc
mesenteroides IBT-PQ. Os autores relataram que a enzima permanece estavel a
30C, desnaturando a 40<C, e nesta temperatura mant ém somente 11% da atividade
original.

Cortezi, Monti e Contiero (2005) estudaram o efeito da temperatura (23,
25, 27, 29, 31 °C) na producdo da enzima dextranasacarase por Leuconostoc
mesenteroides FT045B, empregando 132 rpm, 0,5 vvm, pH 6,0 (controle de pH
utilizando NaOH 2M) e 2L de volume de meio, durante 8 horas de fermentacdo em
reator de 5L. As melhores temperaturas para a producédo da enzima foram 23 e 25
°C (3,2 UDS/mL) com 8 horas de fermentagéo.

A producdo da enzima dextranasacarase diminuiu com o aumento da
temperatura, enquanto que a concentracao celular aumentou com a temperatura até

29°C, decrescendo quando da utilizacdo da temperatura de 31<C.

2.16. Efeito do pH na produc¢ao de dextranasacarase

Santos, Teixeira e Rodrigues (2000) verificaram o efeito do pH na
producdo da enzima, constatando que pH 6,7 favorece o crescimento da cepa,
porém a atividade enzimatica é maior em pH 5,5. Em pH 4,0 o crescimento da cepa
nao ocorre e a pH 5,0 o crescimento da cepa é similar aquele obtido com pH 5,5,
com atividade enzimatica decrescendo em 30%. Os autores observaram ainda, que
0 crescimento é similar nas temperaturas entre 20 — 30 °C, sendo significantemente
maior & 35°C. A 40 °C nZo foi observado crescimento da cepa.

Veljkivic, Lazic et al. (1992) mostraram que o pH do meio de cultura,
inicialmente a 7,0 decrescia para 4,2 ou 4,3, mas que a melhor faixa para o
crescimento era de 6,0 a 6,9.

Lazic, Veljkovic et al. (1993) demonstraram que a producdo de dextrana
depende do pH em que se esta realizando a fermentagdo e que esta producgéo é
maior a pH 5,5 que a pH 6,7 ou quando o pH nao é controlado. Isto pode ocorrer
devido ao fato da enzima dextranasacarase ser mais ativa e estavel a pH 5,5. Em
pH 6,7 0 organismo utiliza tanto a glicose quanto a frutose, diminuindo a quantidade
de dextrana e de frutose. O mesmo efeito é esperado em valores maiores de pH no
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inicio da fermentacdo sem controle de pH. Em pH 5,5 a sacarose é eficientemente
convertida em dextrana pela dextranasacarase nas primeiras fases da fermentacao.
Foi realizada a fermentacdo com controle de pH a 6,7 e a 5,5, apresentando o0s
mesmos resultados. Descobriu-se que a pH 5,5 e aeracdo a 0,05 vwm a producéo da
dextrana é favorecida e o tempo de fermentacgédo é diminuido.

Tsuchiya, Koepsell et al. (1952) realizaram fermentacdo sem controle de
pH, iniciando com pH 7,0 e embora houvesse alta concentracdo de tampéao fosfato,
o pH decresceu de 7,0 para 5,0 em 17 horas de fermentacdo. A maior producao da
enzima ocorreu quando o pH atingiu 6,9 e continuou até pH 6,0. Realizaram-se,
também experimentos com controle de pH, sendo que foram testadas fermentacdes
com pH de 6,1; 6,3; 6,7 e 7,0 £ 0,1. O maximo rendimento ocorreu em pH 6,7. O pH
do meio de cultura, inicialmente a 7,0 decresce para 4,2 ou 4,3. A melhor faixa de
pH para o crescimento € de 6,0 a 6,9.

A dextranasacarase é mais estavel e mais ativa na faixa de pH de 5,0 a
5,5. A enzima responsavel pela sintese da dextrana, a dextrana-sacarase, € uma
enzima extracelular induzida, ou seja, é necessaria a presenca da sacarose como
substrato para induzir a sua producéo.

Fermentacdes foram realizadas por Lazic, Veljkovic et al. (1991) com o pH
controlado em 6,7 e 5,5 apresentando resultados similares. Eles descobriram que
pH 55 e 0,05 vwm de aeracdo sdo condicbes favoraveis para a producdo de
dextrana e reducao do tempo de fermentacéo.

Para avaliar o efeito do pH (5,0) na producao da enzima, Cortezi, Monti e
Contiero (2005) utilizaram em suas fermentacdes 30°C, 132 rpm, 0,5 vvm e volume
de meio de 2L, durante 8h de fermentacdo e considerando que nos experimentos
conduzidos sem controle de pH, as maximas atividades enzimaticas observadas
ocorreram quando o pH estava em torno de 5,0, optou-se por realizar uma
fermentacdo com controle de pH em 5,0, porém constatou-se que com o pH
controlado neste valor, houve efeito negativo tanto no crescimento do micro-
organismo, como na producdo da enzima. Em algumas fermentacdes, o aumento da
producdo de dextranasacarase é proporcional ao crescimento da cepa, pH do meio
controlado em 5,0 pode ter inibido a concentracdo celular, levando entdo a baixa
producdo enzimatica; outro fato que pode ter ocasionado este resultado é que em
meio acido a enzima sofreu desnaturacdo, impedindo seu acumulo no meio de

cultura.
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Dols, Remaud-Simeon e Monsan (1997) mostraram que a regulacéo do
pH e as condi¢cbes de aeragéo tiveram pouco efeito no desempenho da cultura e na
producdo da enzima pela cepa B-1299 quando comparado com outras linhagens. O
pH foi ajustado a 6,9 com acido ortofosférico e mantido a 6,7 com NaOH 4N. A
dextranasacarase da linhagem B-512F é mais sensivel a inibicdo por pH que a
enzima da linhagem B-1299, portanto a regulacdo do pH a 6,7 (0 pH mais
compativel como crescimento e com a estabilidade da enzima) diminui o rendimento
da dextrana e dobra o a producdo de enzima por quantidade de sacarose
consumida. As culturas da linhagem B-1299 néo tiveram seu perfil modificado pela
regulacdo do pH a 6,7, contudo a producdo da dextranasacarase é controlada pela

fisiologia das células quando elas consomem sacarose.

2.17. Andlise da Atividade Enzimética da Dextranasacarase

Um método comumente utilizado para a determinacdo da atividade
enzimatica da dextranasacarase foi a medicdo periddica do valor redutor do meio
reacional, resultante do aumento da D-frutose a partir da quebra da sacarose,
guando a metade glicosidica é incorporada a molécula de dextrana (MILLER, 1959;
LOPEZ e MONSAN, 1980; MARTINEZ-ESPINDOLA e LOPEZ-MUNGUIA, 1985;
SABATIE, CHOPLIN et al., 1986).

Estes estudos foram realizados utilizando os métodos alcalinos de cobre
descritos por Shaffer e Somogyi (1933) e Nelson (1944). Miller (1959) introduziu o
método alcalino 3,5-dinitrosalicilato para determinagdo dos valores redutores dos
carboidratos, e em 1980, Lopez e Monsan (1980) introduziram o método de
determinacao dos valores redutores usando o reagente alcalino 3,5-dinitrosalicilato
(DNS) para a determinacdo da atividade enzimatica da dextranasacarase. Outros
autores tém usado o método alcalino DNS para analisar a atividade da
dextranasacarase e enzimas relacionadas desde 1980 até os dias atuais (JEANES,
HAYNES et al., 1954; TSUCHIYA, HELLMAN et al., 1955; ITAYA e YAMAMOTO,
1975; NELSON, 1944; MILLER, 1959; LOPEZ e MONSAN, 1980; MARTINEZ-
ESPINDOLA e LOPEZ-MUNGUIA, 1985; SABATIE, CHOPLIN et al., 1986;
MONSON, PAUL et al., 1987; VALDIVIA, MONSAN et al., 1987; OTTS e DAY, 1988;
WILLEMONT, MONSAN e DURAND, 1988; LOPEZ-MUNGUIA, PELENC et al.,
1990; PRADINES, KLAEBE et al., 1991; REMAUD, PAUL et al.,, 1992; LOPEZ-
MUNGUIA, PELENC et al.,, 1993; REMAUD-SIMEON, LOPEZ-MUNGUIA et al.,
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1994; DOLS, REMAUD-SIMEON e MONSAN, 1997; RAEMAEKERS e VANDAMME,
1997; GOYAL e KATIYAR, 1997; MONCHOIS, REVERTE et al.,, 1998; DOLS,
REMAUD-SIMEON et al., 1998; QUIRASCO, LOPEZ-MUNGUIA et al., 1999; DOLS,
REMAUD-SIMEON et al., 1999; GIRARD e LEGOY, 1999; DOLS-LAFARGUE,
WILLEMOT et al.,, 2001; BOZONNET, DOLS-LAFFARGUE et al., 2002; DE
SEGURA, ALCALDE et al., 2003; DE SEGURA, ALCALDE et al., 2004B; KUBIC,
SIKORA e BIELECKI, 2004; FABRE, BOZONNET et al., 2005; MOULIS, JOUCLA et
al., 2006; MOULIS, MEDINA et al., 2008; CHAMPION, ANDRE et al., 2009).

O método que utiliza papel de filtro, usando marcadores radioativos (**C)
como substratos foi originalmente descritos por Bullum (1959) para determinagéo da
sintese do DNA. Este método foi adaptado por Thomas, Schlenoer e Larner (1968)
para a analise da UDPGlc glicogénio sintase [EC 2.4.1.11]. Germaine, Chludzinski e
Schachtele (1974) adaptaram o0 método para andlise da atividade da
dextranasacarase e outras enzimas relacionadas, envolvendo '“C-sacarose. Tal
método tem sido utilizado por Robyt e seus colegas de trabalho (COTE e ROBYT,
1982; MILLER e ROBYT, 1984; FU e ROBYT, 1990; TANRISEVEN e ROBYT, 1992;
KIM e ROBYT, 1994; KIM e ROBYT, 1994; KITAOKA e ROBYT, 1998; MUKERJEA,
KIM e ROBYT, 1996).

2.18. Estrutura da dextrana

A dextrana € um homopolissacarideo extracellular (SIDEBOTHAM, 1974;
MONSAN, BOZONNET et al., 2001) de D-glicose composto predominantemente de
(a0 menos 50%) ligagbes a-(1,6) na cadeia principal (DOLS, REMAUD-SIMEON et
al., 1998; BUCHHOLZ e MONSAN, 2001; SEYMOUR e KNAPP, 1980).

Os diferentes tipos de a-D-glucanas apresentam ramificacdes
principalmente a-(1,3) e ocasionalmente a-(1,4) ou a-(1,2). A estrutura exata de cada
tipo de dextrana e da quantidade de ramificagfes depende da linhagem produtora e,
portanto da dextranasacarase(s) envolvida(s) (SEYMOUR e KNAPP, 1980; JEANES,
HAYNES et al., 1954).

A producdo da dextrana é influenciada por varios fatores. Propriedades
fisicas e quimicas tais como solubilidade, viscosidade, rotagdo especifica, contetdo
de nitrogénio e fosforo podem variar dependendo dos diferentes tipos de micro-
organismos usados na sua producdo (JEANES, 1965; JEANES, HAYNES et al.,

1954). Uma enzima simples pode catalisar a sintese de inUmeros tipos de ligacdes
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na dextrana, permitindo desta forma, a formacéo de polimeros ramificados (NEELY
e NOTT, 1962; SMITH, SAHNLEY e GOODMAN, 1994). Por outro lado, certas
linhagens de bactérias tém produzido dextranas de varias estruturas, 0 que mostra a
producdo de diferentes dextranasacarases pelo mesmo micro-organismo. (COTE e
ROBYT, 1982; FIGURES e EDWARDS, 1981; ZAHLEY e SMITH, 1995). Em outras
palavras, cada dextrana tem sua estrutura definida por uma dextranasacarase
definida (JEANES, HAYNES et al., 1954).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Estudo comparativo de 11 diferentes métodos para Andalise da Atividade da

Dextranasacarase e enzimas relacionadas

3.1.1. Método (I) de precipitacdo / *C-Sacarose

Este procedimento foi baseado no procedimento descrito por Germaine,
Schachtele e Chludzinski (1974).

A reacdo enzimatica foi preparada pela adicdo de 75 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 167 pL 300mM **C-sacarose, pré-aquecido a 30
°C por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 8uL de
dextranasacarase e foi incubada a 30 °C.

Aliguotas de 50 pL da mistura reacional foram retiradas a cada 5 minutos
e adicionadas a 100 pL de etanol, misturado e centrifugado por 15 minutos a 13300
g, usando tubo de centrifuga de 0,75 mL de volume. O sobrenadante foi descartado
e a dextrana precipitada foi dissolvida a 90 °C e 50 uL de &gua.

ApoOs a completa solubilizacdo, a solucdo foi resfriada em gelo por 5
minutos. A dextrana foi precipitada novamente com a adicdo de 100 pyL de etanol,
agitada e centrifugada por 15 minutos a 13300 g. A solubilizagéo e a precipitacao
foram repetidas mais uma vez.

A dextrana precipitada foi tratada com 500 pL de etanol, 500 pL de
acetona e 500 pL de etanol, sucessivamente, centrifugando apos cada tratamento e
entdo seco sob o calor de uma lampada vermelha por 10 minutos.

A dextrana seca foi dissolvida em 500 pL de agua e uma aliquota de 50
uL foi adicionada em papel Whatman 3MM de 15x15 mm. Os papeis foram secos

sob o calor de lampada vermelha por 20 minutos e entéo inseridos no interior de vial
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contendo 10 mL de coquetel tolueno. Cada vial foi medido durante 7 minutos usando
espectrometro de cintilagao.

3.1.2. Método (Il) *C-Sacarose

Este procedimento foi desenvolvido como descrito previamente por
Germaine, Schachtele e Chludzinski (1974).

A reacdo enzimatica foi preparada pela adicdo de 75 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 167 uL 300mM sacarose, e pré-aquecido a 30
°C por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 8uL de
dextranasacarase e foi incubada a 30 °C.

Aliguotas de 15 pL da mistura reacional foram coletadas a cada 5 minutos
e adicionadas em papel Whatman 3MM de 15x15 mm e imediatamente lavados em
metanol com agitacdo para fixar o polissacarideo produzido e para eliminar a
sacarose que nao reagiu e a frutose que foi liberada pela reagdo enzimatica. Os
papéis foram agitados em metanol por 20 minutos e lavados 2 vezes mais com 150
mL de metanol por 5 minutos cada vez.

Os papéis foram secos sob o calor de lampada vermelha e introduzidos
no interior de vial contendo 10 mL de coquetel tolueno. Cada vial foi analisado no
espectrometro de cintilagao por 7 minutos.

3.1.3. Método (lll) Gravimétrico

A reacdo enzimética foi preparada pela adicdo de 1880 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 2000 pL 400mM sacarose pré-aquecido a 30 °C
por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 120uL de
dextranasacarase incubada a 30 °C.

Aliguotas de 500 pL da mistura reacional foram retiradas em
determinados periodos de tempo e adicionadas a 1000 pL de etanol, misturadas e
centrifugadas por 15 minutos a 13300 g, usando tubo de centrifuga de 1,5 mL de
volume. O sobrenadante foi descartado e a dextrana precipitada foi dissolvida a ~90
°C e 500 pL de agua.

Apds a completa solubilizacdo, a solugédo foi resfriada em gelo por 5
minutos. A dextrana foi precipitada novamente com a adicdo de 1000 pL de etanol,
agitada e centrifugada por 15 minutos a 13300 g. A solubilizacéo e a precipitacao

foram repetidas mais uma vez.
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A dextrana precipitada foi tratada com 1000 pL de etanol, 1000 pL de
acetona e 1000 pL de etanol, sucessivamente, centrifugando ap6s cada tratamento
e entdo seca sob o calor de lampada vermelha por 20 minutos. A dextrana seca foi

pesada.

3.1.4. Método (IV) Medicao da dextrana em CCD por densitometria quantitativa
Este procedimento foi baseado no método descrito por Robyt e Mukerjea
(1994).

Curva padrao de Dextrana (10-100 ng/mL de dextrana)

A solucéo concentrada de dextrana foi preparada pela dissolugcéo de 0,29
de dextrana em 100 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 2,5; 6,5;
15,0 e 25,0 uL foram transferidas para outro tubo de ensaio e o volume completado
para 500 puL com agua. Uma segunda aliquota de 100 pL de cada solugéo foi
adicionada em 900 pL de agua, para obter diluicdo de 10 vezes.

Uma aliquota de 10 pL de cada solucéo (ja diluida 10 vezes) foi aplicada
a 15 mm da base da placa de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (Whatman
6K), com micro seringa Hamilton 25- pL). O ponto da aplicagdo da amostra foi
mantido entre 2 e 3 mm pela adicdo de 1 pL de cada vez, com secagens nos
intervalos. A placa foi irrigada até o topo a 20-22°C, usando acetonitrila/agua 85:15
(v/v) em duas ascensoes.

Apés a separacédo, os carboidratos foram visualizados pelo mergulho da
placa de CCD em uma solucao de etanol contendo a-naphthol 0,5% (w/v) e 5% (v/v)
de H,SO,4. ApOs secar a placa naturalmente, ela foi colocada em forno por 10
minutos a 120°C. As bandas dos carboidratos foram medidas usando Densitometro
de Imagem (Bio-Rad densitometer, Model GS-670).

Amostras

A reacao enzimatica foi preparada pela adicdo de 1880 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 2000 uL 400mM sacarose, e pré-aquecido a 30
°C por 5 minutos. A reagdo enzimética comegou com a adicdo de 120uL de

dextranasacarase e foi incubada a 30 °C.
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Aliguotas de 500 pL da mistura reacional foram retiradas em
determinados periodos de tempo e adicionadas a 50 uL de NaOH 3M para
interromper a reacao enzimatica.

Uma aliquota de 25 pL da solucdo da reacéo foi diluida 40 vezes pela
adicdo de 975 pL de agua, e diluida de novo 25 vezes pela adi¢cdo de 40 uL em 960
uL de agua.

10 pL de cada solucdo foram analisados em placa de CCD (Whatman

6K), seguindo o0 mesmo procedimento descrito para a curva padrao de dextrana.

3.1.5. Método (V) Medicao de fructose em CCD por densitometria quantitativa
Este procedimento foi baseado no método descrito por Robyt e Mukerjea
(1994).

Curva padrao de Frutose (60-2000 ng/mL de frutose)

A solucédo concentrada de frutose foi preparada pela dissolucdo de 0,29
de frutose em 100 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 15, 25, 65,
150, 250, 350, 450, 500 L foram transferidas para outro tubo de ensaio e o volume
completado para 500 uL com &gua. Uma segunda aliquota de 100 pL de cada
solucéo foi adicionada em 900 pL de agua, para obter diluicdo de 10 vezes.

Uma aliquota de 1 pL de cada solucéo (ja diluida 10 vezes) foi aplicada a
15 mm da base da placa de CCD (Whatman 6K) com micro seringa Hamilton 25-
pL). O ponto da aplicagdo da amostra foi mantido entre 2 e 3 mm pela adicdo de 1
uL de cada vez, com secagens nos intervalos. A placa foi irrigada até o topo a 20-
22°C, usando acetonitrila/agua 85:15 (v/v) em trés ascensdes e acetonitrila/agua
95:5 (v/v) uma vez.

Apés a separacédo, os carboidratos foram visualizados pelo mergulho da
placa de CCD em uma solucao de etanol contendo a-naphthol 0,5% (w/v) e 5% (v/v)
de H,SO,4. ApOs secar a placa naturalmente, ela foi colocada em forno por 10
minutos a 120°C. As bandas dos carboidratos foram medidas usando um

Densitometro de Imagem (Bio-Rad densitometer, Model GS-670).

Amostras
A reacdo enzimatica foi preparada pela adicdo de 470 pL de solucéo

(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 500 pL 400mM sacarose pré-aquecido a 30 °C
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por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 30uL de
dextranasacarase e foi incubada a 30 °C.

Aliguotas de 200 pL da mistura reacional foram retiradas em
determinados periodos de tempo, adicionadas a 600 pL de etanol, agitadas e
centrifugadas por 15 minutos a 13300 g usando um tubo de centrifuga de 1,5 mL.

Uma aliquota de 100 pL da solucdo da reacao foi diluida 10 vezes pela
adicdo de 900 pL de agua. 1 pL de cada solucéo foi analisada em placa de CCD
(Whatman 6K), seguindo o mesmo procedimento descrito para a curva padrao de

dextrana.

3.1.6. Método (VI) DNS coletando amostras diretamente do meio reacional
Este procedimento foi baseado como descrito previamente por Miller,
(1959).

Curva padrao de Frutose (0,5-5,0 pmol/mL)

A solucao concentrada de frutose foi preparada pela dissolucdo de 0,059
de frutose em 10 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 10, 30, 50, 70
e 90 pL foram transferidas para novo tubo de ensaio e o volume completado para
500 pL com agua.

Uma aliquota de 50 pL de cada solucéo foi adicionada a 50 uL de DNS e
colocada em agua fervente por 5 minutos. Apds resfriada imediatamente em gelo, 30
uL da solucédo foram adicionados a 100 pL de &gua, colocados nos pocos de uma
micro placa de leitura e a absorbancia foi medida em 540 nm.

O ELX 800 Universal Microplate Reader (Bio-Teck Instruments, Inc.), com
filtros de interferéncia, foi usado para medir a absorbancia de cada solucdo de
frutose contida na micro placa de leitura. O branco foi obtido com os reagentes, o
mesmo volume de 4gua no lugar da solucéo de frutose e analisado da mesma forma

que as solucoes.

Amostras

A reacdo enzimética foi preparada pela adicdo de 117 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 125 uL 400mM sacarose, e pré-aquecido a 30
°C por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 8uL de

dextranasacarase e foi incubada a 30 °C. Aliquotas de 50 pL da reacdo foram
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retiradas do meio reacional a cada 5 minutos, durante 20 minutos e adicionadas
diretamente em 50 pL de DNS e fervidas por 5 minutos. Apds resfriadas em gelo, as
amostras fora diluidas 60 vezes pela adicdo de 50 pL em 100 pL de agua e entéo
pela adicdo de 50 pL em 950 pL de agua.

Aliquotas de 30 pL das amostras diluidas foram adicionadas a 100 pL de
agua e inseridas nos poc¢os da micro placa de leitura, onde a absorbancia foi obtida
a 540 nm.

3.1.7. Método (VII) Precipitagdo da dextrana, seguido da medi¢do dos agucares
redutores (considerados como frutose) usando DNS

Este procedimento foi baseado como descrito previamente por Miller,
(1959).

Curva padrao de Frutose (0,5-5,0 pmol/mL)

A solucao concentrada de frutose foi preparada pela dissolucdo de 0,059
de frutose em 10 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 10, 30, 50, 70
e 90 uL foram transferidas para tubo de ensaio e o volume completado para 500 pL
com agua.

Uma aliquota de 50 pL de cada solucao foi adicionada a 50 pL de DNS e
fervida em banho-maria por 5 minutos. Apos resfriada imediatamente em gelo, 30 pL
foram adicionados a 100 uL de agua, colocados nos poc¢os de micro placa de leitura
e a absorbéancia foi medida em 540 nm.

O ELX 800 Universal Microplate Reader (Bio-Teck Instruments, Inc.), com
filtros de interferéncia, foi usado para medir a absorbancia de cada solucdo de
frutose contida na micro placa de leitura. O branco foi obtido com os reagentes, o
mesmo volume de 4gua no lugar da solucéo de frutose e analisado da mesma forma

que as solugoes.

Amostras

A reacdo enzimética foi preparada pela adicdo de 117 pL de solucéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 125 uL 400mM sacarose, e pré-aquecida a 30
°C por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 8uL de
dextranasacarase e foi incubada a 30 °C. Aliquotas de 50 pL da reacédo foram

retiradas do meio reacional a cada 5 minutos, durante 20 minutos e adicionadas
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diretamente em 100 uL de etanol, homogeneizadas e centrifugadas por 15 minutos a
13300 g.

Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante (ja diluido 3 vezes com 2
volumes de etanol) foi diluida mais 20 vezes pela adi¢do de 950 yL de agua.

Uma aliquota de 50 pL de cada solucédo diluida foi adicionada a 50 pL de
DNS e fervida por 5 minutos. Apés o resfriamento em gelo, 30 pL foram misturados
com 100 pL de agua e adicionados aos pocos de uma micro placa de leitura, onde

as absorbancias foram obtidas a 540 nm.

3.1.8. Método (VIII) Precipitacdo da dextrana, seguido da medicdo dos agucares
redutores (considerados como frutose) por Cu-bicincroninato de cobre

Este procedimento foi baseado como descrito previamente por Fox e
Robyt (1991).

Curva padrao de Frutose (6-50 nmol/mL)

A solucao concentrada de frutose foi preparada pela dissolucdo de 0,059
de frutose em 10 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 10, 30, 50, 70
e 90 puL foram transferidas para um novo tubo de ensaio e o volume completado
para 500 pL com agua. Todas as solu¢des foram diluidas 100 vezes, pela adicédo de
15 pL em 1485 pL de agua.

O procedimento consistiu na adicdo de 100 pL de cada solucéo de frutose
a 100 pL do reagente de trabalho, nos pocos de micro placa de leitura. A placa foi
coberta com filme plastico Saran, homogeneizada usando adaptador de Vortex e
incubada em banho-maria por 35 minutos a 80°C. A micro placa foi entdo resfriada
por 15 minutos e a medicdo da absorbancia medida a 570 nm.

O ELX 800 Universal Microplate Reader (Bio-Teck Instruments, Inc.), com
filtros de interferéncia, foi usado para medir a absorbancia de cada solugéo de
frutose contida na micro placa de leitura. O branco foi obtido com os reagentes, o
mesmo volume de agua no lugar da solucéo de frutose e analisado da mesma forma

que as solugoes.

Amostras
A reacdo enzimatica foi preparada pela adicdo de 470 pL de solucéo

(piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) em 500 uL 400mM sacarose, e pré-aquecido a 30
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°C por 5 minutos. A reacdo enzimatica comecou com a adicdo de 30uL de
dextranasacarase e foi incubada a 30 °C. Aliquotas de 200 pyL da reacdo foram
retiradas do meio reacional a cada 5 minutos, durante 20 minutos e adicionadas
diretamente em 600 pL de etanol, homogenizadas e centrifugadas por 15 minutos a
13300 g.

Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante (jA diluido 3 vezes com 2
volumes de etanol) foi diluida mais 6,25 vezes pela adicdo de 420 pL de agua, e
diluida novamente, mais duas vezes, pela adicdo de 500 pL em 500 pyL de agua. E
pela dltima vez pela adicdo de 30 pL em 970 pyL de agua. (fator total de diluicdo =
1250)

Apos todas as diluicbes, as amostras foram analisadas da mesma forma

que a curva padréo.

3.1.9. Método (IX) Precipitagdo da dextrana, seguido da medicao dos agUcares
redutores (considerados como frutose) por ferricianeto + arsenomolibdato
alcalino.

Este procedimento foi baseado como descrito previamente por Ting
(1956).

Curva padrao de Frutose (0,3-3,0 pmol/mL)

A solucéo concentrada de frutose foi preparada pela dissolucdo de 0,0545
g de frutose em 10 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 50, 100,
200, 300, 400 e 500 pL foram transferidas para novo tubo de ensaio e o volume
completado para 500 uL com agua

O procedimento consistiu na adicdo de 100 pL de cada solucéo de frutose
a 50 pL do reagente de ferricianeto e aquecido a 55°C por 30 minutos. Apds 0
aquecimento, os tubos foram resfriados rapidamente em agua corrente e a solugcéo
foi parcialmente neutralizada com 100 pL de acido sulfurico 2N.

Os tubos foram agitados até ndo desprender mais gases e 40 pL da
solucdo de arsenomolibidato foram adicionados. Os tubos foram entdo
homogeneizados, e 90 yuL de cada solucdo foram adicionados a 90 pL de agua e
adicionados aos pocos de microplaca de leitura para medicédo da absorbancia a 515

nm.
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O ELX 800 Universal Microplate Reader (Bio-Teck Instruments, Inc.), com
filtros de interferéncia, foi usado para medir a absorbancia de cada solugédo de
frutose contida na micro placa de leitura. O branco foi obtido com os reagentes, o
mesmo volume de agua no lugar da solucéo de frutose e analisado da mesma forma

que as solugoes.

Amostras

A reacao enzimatica foi preparada pela adicdo de 1880 pL de solucéo
tampao (piridina/acetato 20 mM, pH 5,20 a 2000 puL de sacarose 400 mM, e pré-
aquecidos a 30°C por 5 minutos. A reagdo enzimatica teve inicio pela adicdo de 120
uL de dextranasacarase. A mistura reacional foi entdo incubado a 30°C. Aliquotas de
500 pL da mistura reacional foram retiradas a cada 5 minutos, durante 30 minutos, e
adicionados a 1000 pL de etanol, homogeneizados e centrifugados por 15 minutos a
13300 g usando tubo de centrifuga de 1,5 mL de volume.

Diluicdo das amostras

Uma aliquota de 15 pL do sobrenadante (ja diluido 3 vezes pela adi¢cao de
2 volumes de etanol) foi diluido mais 100 vezes pela adicdo de 1485 uL de agua.
Todas as amostras foram analisadas da mesma forma que a curva padrdo de

frutose.

3.1.10. Método (X) Medicdo direta da fructose e da glucose na reacdo de
digestdo por D-frutose e D-glicose Megazyme Kit

Este procedimento foi conduzido como descrito no manual
(Procedimentos de analise Megazyme, D-frutose e D-glicose, K-FRU 11/05)
disponivel no site www. Megazyme.com.

A reacdo enzimética foi preparada pela adicdo de 470 pL de solucéo
tampdao (piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) a 500 uL de sacarose 400 mM, e pré-
aguecidos a 30 °C5 por 5 minutos. A reacao enzimatica teve inicio com a adicéo de
30 uL de dextranasacarase, e foi incubada a 30°C. Aliguotas de 200 pL da mistura
reacional foram retiradas a cada 5 minutos, durante 20 minutos, e adicionados a 10
pL de solucdo Carrez | e 10 pL de solucéo Carrez Il, para que a reacao parasse.

Uma aliquota de 11 pL do sobrenadante (ja diluido 1,1 vezes pelas

solucdes de Carrez | e Il) foi diluida novamente pela adi¢cdo de 989 pL de agua (fator
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total de diluicdo = 100). A solucdo diluida foi analisada pelo kit Megazyme D-glicose
e D-frutose (®Megazyme International Ireland Limited 2005, Bray Business Park,
Bray, Co. Wicklow, Ireland).

3.1.11. Método (XI) de andlise da dextrana, precipitada 3 vezes e seca, por
fenol-acido sulfarico para determinacao dos carboidratos totais.

Este procedimento foi conduzido como descrito previamente por Fox e
Robyt (1991).

Curva padrao de glicose (0,2-1,6 umol/mL de glicose)

A solucdo de glicose concentrada foi preparada pela dissolugcdo de
0,0142g de glicose em 10 mL de agua usando frasco volumétrico. Aliquotas de 10,
50, 75 e 100 pL foram retiradas e o volume completado para 500 uL com agua.

O procedimento consistiu na adicdo de 25 pL de cada solugéo e 25 pL de
fenol 5% (m/v) aos pocos de micro placa de leitura. A placa foi homogeneizada a
velocidade baixa em agitador Vortex adaptado durante 30 segundos. A placa foi
entdo colocada em banho de gelo e 125 pL de &cido sulfrico concentrado foi
adicionado a cada poco da micro placa, que contivesse amostra e fenol. A placa foi
homogeneizada novamente a baixa velocidade por 30 segundos, incubada em
banho de agua a 80°C por 30 minutos e resfriada. A absorbancia a 492nm foi
medida.

Um leitor de micro placas ELX 800 Universal (Bio-Teck Instruments, Inc.),
foi usado para medir a absorbéancia de cada solugéo de glicose. O branco foi obtido
com a mesma reacdo, utilizando agua no lugar das solu¢cbes de glicose. Cada

solucéo foi lida em triplicata.

Amostras

A reacao enzimatica foi preparada pela adicdo de 1880 pL de solucéo
tampdao (piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) a 2000 pL de sacarose 400 mM, e pré-
aquecidos a 30 °C5 por 5 minutos. A reacdo enzimatica teve inicio com a adi¢do de
120 uL de dextranasacarase, e foi incubada a 30°C. Aliguotas de 500 pL da mistura
reacional foram retiradas a cada 5 minutos, durante 20 minutos, e adicionados a

1000 puL de etanol, homogeneizados e centrifugados por 15 minutos a 13300 g. O
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sobrenadante foi descartado e a dextrana precipitada foi dissolvida a ~90°C em 500
uL de agua.

ApoOs completa solubilizacdo, a solucdo foi resfriada em gelo por 5
minutos. A dextrana foi precipitada novamente pela adicdo de 1000 pL de etanol,
agitada e centrifugada por 15 minutos a 13300 g. A solubilizacdo e a precipitacao
foram repetidas mais uma vez.

A dextrana precipitada foi tratada com 1000 pL de etanol, 1000 pL
acetona e 1000 pL etanol sucessivamente, centrifugando apds cada tratamento e
entdo seca sob o calor de uma lampada vermelha por 10 minutos.

A dextrana precipitada foi dissolvida a ~90°C em 500 pL. Apds completa
dissolucéo, 20 pL de cada amostra foram diluidos 75 vezes pela adicdo de 1480 pL
de agua. As amostras diluidas foram analisadas assim como a curva padrdo de

glicose.

3.1.12. Determinacado dos terminais redutores de maltodextrinas

Uma série de solucdes de maltodextrinas (maltose até maltohexose) na
mesma base molar (8 umol/mL) foi preparada. O valor redutor (ug maltose/mL) foi
medido para cada solugdo, usando trés diferentes métodos (Ferricianeto /
arsenomolibidato alcalinos, DNS e bicincroninato de cobre) calibrados com curvas
padrdao de maltose.

Um grafico dos valores redutores obtidos versus o grau de polimerizacao

(GP) foi preparado para cada maltodextrina.

3.2. Caracterizacdo da nova dextrana produzida por Leuconostoc
mesenteroides FT045B
3.2.1. Organismo

Leuconostoc mesenteroides FT 045 B foi isolada de usina de acucar e
alcool pela Divisdo de Controle Microbiolégico de Processo Industrial da Fermentec
(Brasil).

3.2.2. Enzimas

(a) Leuconostoc mesenteroides B-512FMC dextranasacarase (portanto B-
512FMC dextransucrase) foi obtida do mutante constitutivo Leuconostoc
mesenteroides B-512FMC (Kim & Robyt, 1994a; Kim & Robyt, 1994b). O
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sobrenadante da cultura foi concentrado e dializado em tampao piridina acetato (pH
5,2) através de cartucho “hollow fiber” (10 cm x 1m, H5P100-43, Amicon, Inc.,
Beverly, MA) (KITAOKA e ROBYT, 1998). A atividade da dextranasacarase
B512FMC foi de 89 IU/mL pelo método **C-sacarose, no qual 1.0 IU = 1,0 pmol de
D-glicose incorporada na dextrana por minuto;

(b) Leuconostoc mesenteroides FT045B dextranasacarase (portanto
FTO45B dextranasacarase) foi obtida a partir da Leuconostoc mesenteroides
FT045B. O meio de crescimento para a bactéria Leuconostoc mesenteroides FT 045
B foi composto por sacarose (40 g/L), extrato de levedura (20 g/L), K,HPO,4 (20 g/L),
CaCl, (0,02 g/L), MgSO, (0,2 g/L), NaCL (0,01 g/L), FeSO,4 (0,01 g/L) and MnSQO4
(0,01 g/L). Esta linhagem foi estocada a -20° C em solugdes criogénicas até a
preparacdo do inoculo (5% v/v) para a fermentacdo. O micro-organismo foi
transferido a partir da cultura estoque para meio similar e foi incubado a 25°C por
18h. O meio de cultura foi centrifugado por 30 minutos a 13.300g pelo método **C-
sacarose, no qual 1,0 IU = 1,0 umol de b-glicose incorporada na dextrana por
minuto;

(c) A Dextranase de Penicillium sp foi obtida da Sigma (po liofilizado, 10-
25 unidades/mg sélidas, uma unidade libera 1,0 umol de isomaltose (quantificado
como maltose) por minuto em pH 6,0 a 37°C, usando dextrana como substrato. O
po foi dissolvido em solucéo tampéo (piridina/acetato 20 mM, pH 5,5) para obtencéo
de 5 IU/mL.

3.2.3. Dextrana referéncia

Dextrana B512F adquirido da Sigma Company.

3.2.4. Producgéao de Dextrana

A reacdo enzimatica foi preparada pela adicdo de 40 mL de solucéo
tampéao (piridina/acetato 20 mM, pH 5,2) a 50 mL de solucdo sacarose 400 mM e
aguecimento a 30 °C por 10 minutos. A reacdo enzimatica teve inicio pela adicdo de
10 mL da enzima dextranasacarase (2 Ul/mL) produzida por Leuconostoc
mesenteroides FT045B a 30 °C por 33 horas (2 periodos de conversédo). No final do
tempo reacional, 200 mL de etanol gelado foi adicionado a reacdo para precipitar a

dextrana produzida, sendo posteriormente mantida a 4 °C por 24 horas.



42

A dextrana precipitada foi centrifugada a 13300 g por 30 minutos e
dissolvidas em agua. Apos completa solubilizacdo, a solucéo foi resfriada em gelo
por 10 minutos. A dextrana foi precipitada novamente pela adicdo de 200 mL de
etanol, agitada e centrifugada por 30 minutos a 13300 g. A solubilizacdo e a
precipitagdo foram repetidas mais uma vez para garantir que nao havia frutose nem
sacarose presentes. A dextrana foi tratada de cinco a sete vezes com acetona e

uma vez com etanol anidro e seca em forno a vacuo a 40 °C por 18 horas.

3.2.5. A massa molar media e o grau de polimerizacao

A massa molar media e o grau de polimerizagédo (DPn) (JANE e ROBYT,
1984) da dextrana foi determinada pela medicdo do valor de reducdo usando o
meétodo bicincroninato de cobre e a quantificacdo dos carboidratos pelo método
fenol-acido sulfurico (FOX e ROBYT, 1991). Grau de polimerizagdo = DPn =
[(carboidratos totais em pg de D-glicose)+(valor redutor em pug de maltose)] x 1,9;

massa molar média = Mn = [(DPn) x 162] + 18.

3.2.6. Hidrdlise da dextrana por endodextranase

A dextrana produzida (10 mg) foi dissolvida em 960 pL de solugcao tampéo
(piridina/acetato 20 mM, pH 5,5). Uma aliquota de 40 pL de endodextranase (5
IU/mL) foi adicionada e incubada a 37 °C por 14 horas. Aliquotas de 100 pL foram
retiradas em 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 840 minutos.

5 uL de acido trifluoracético foram adicionados a cada uma das aliquotas,
que foram aquecidas a 50 °C por 10 minutos para parar a reacao.

3.2.7. Analise dos produtos da hidrdlise, usando cromatografia em camada
delgada

Uma aliquota de 1 pL de cada amostra da hidrélise com endodextranase
e padrdes de isomaltodextrina e maltodextrina foram aplicados a 15 mm a partir da
base da placa de CCD (Whatman 5K), com micro seringa Hamilton.

Os tamanhos das aplicagées foram mantidos entre 2 e 3 mm pela adicéo
de 1 uL por vez, secando nos intervalos. A placa foi irrigada até o topo de 20 a 22 °C
usando acetonitrila/acetato de acetato de etila/1-propanol/agua 85:20:50:70 (v/viviv)
em trés ascensdes. Ap0Os a separacdo, os carboidratos puderam ser visualizados

pelo mergulho da placa de CCD em solugédo de etanol contendo 0,5% (m/v) a-
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naphthol e 5% (v/v) H,SO4 Apds a secagem, a placa de CCD foi colocada em forno
por 10 minutos a 120 °C. As manchas dos carboidratos tiveram sua densidade
mensurada pela utilizacdo de Densitdmetro de Imagem (Bio-Rad densitometer,
Model GS-670).

3.2.8. Valores redutores dos produtos da hidrolise da dextrana

Os valores redutores dos produtos da hidrolise da dextrana foram
quantificados pelo método bicincroninato de cobre (FOX e ROBYT, 1991). Os
valores obtidos foram plotados versus tempo de reacao.

3.2.9. Reacdao do aceptor com maltose e sacarose (1:1)

A reacado enzimatica foi preparada pela adicdo de 5 mL de sacarose 400
mM e maltose 400 mM preparados em solucdo tampéo (piridina/acetato 20 mM, pH
52) a 5 mL da enzima dextranasacarase (2 IU/mL) produzida por Leuconostoc
mesenteroides FT045B e incubada a 30 °C por 10 horas. Aliquotas de 200 pL foram
retiradas em 5, 10, 30, 60, 120, 180, 300 e 600 minutos.

10 pL de acido trifluoracético foram adicionados a cada aliquota, que foi
aquecida a 50 °C por 10 minutos para parar a reacdo. A mesma reacao foi
conduzida com a dextranasacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides
B512FMC.

3.2.10. Analise dos produtos da reagdo do aceptor da dextranasacarase
usando CCD

Uma aliquota de 1 pL de cada amostra e padrdes de isomaltodextrinas foi
aplicada a 15 mm da base da placa de CCD (Whatman 5K), com micro seringa
Hamilton. O tamanho das aplicagdes foram mantidos entre 2 e 3 mm pela adi¢cao de
1 pL por vez, secando nos intervalos. A placa foi irrigada até o topo de 20 a 22 °C
usando acetonitrila/acetato de acetato de etila/1-propanol/agua 85:20:50:70 (v/viviv)
em trés ascensdes. Ap0Os a separacdo, os carboidratos puderam ser visualizados
pelo mergulho da placa de CCD em solugédo de etanol contendo 0,5% (m/v) a-
naphthol e 5% (v/v) H,SO4 Apds a secagem, a placa de CCD foi colocada em forno
por 10 minutos a 120 °C. As manchas dos carboidrados tiveram sua densidade
mensurada pela utilizacdo de Densitdmetro de Imagem (Bio-Rad densitometer,
Model GS-670).
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3.2.11. Espectroscopia de 1H NMR
Os espectros de *H NMR da dextran B512-F e FT045B foram obtidos em

D,0O usando um Bruker spectrometer a 500 MHz (Germany).

3.2.12. Andlise de espectrofotometria de infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)
O espectro FT-IR para as dextranas B512-F e FT045B foram obtidos pelo

preparo de pastilha com 150 mg de KBr e 5 mg de dextrana sob pressao.

3.3. Otimizacéao do meio de cultura para producéo de dextranasacarase
3.3.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a bactéria Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, isolada da producdo de alcool em destilaria, cedido
gentilmente pela FERMENTEC S/C LTDA Assessoria em agucar e Alcool.

Cortezi, Monti e Contiero (2005) trabalharam com esta mesma cepa para a

determinacao do efeito da temperatura na producéo de dextranasacarase.

3.3.2. Fonte de Carbono

O melaco utilizado neste trabalho € proveniente de um unico fornecedor,
armazenado em 1 galdo de 20 litros, sob refrigeracdo a 8°C, durante todo o periodo
experimental, para garantir a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas e organolépticas de sua composicgao.

Com o proposito de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, durante
todo o trabalho, utilizou-se uma Unica amostra de melacgo, evitando desta forma, a
variagdo do produto, uma vez que amostras diferentes de melagco apresentam
composicao diversificada, pois dependem da sazonalidade de cada safra da cana-

de-acucar.

3.3.3. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Visando otimizar o processo em relacdo as seguintes varidveis operacionais:
concentracbes de MCA, AMM e K;HPO,, fez-se necessario realizar um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (Tabela 3.1) composto por um

planejamento fatorial a dois niveis com trés variaveis acrescido de tréplicas no ponto
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central e ainda 6 experimentos nos pontos axiais (o de ortogonalidade igual a

1,682), totalizando 17 experimentos.

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimencionalizada) na matriz de planejamento.

Tabela 3.1 - Matriz de planejamento experimental (DCCR) com trés variaveis

Variaveis
Experimento

X1 Xz X3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1
9 -a 0
10 a 0
11 0 -a 0
12 0 a 0
13 0 0 -a
14 0 0 a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

X3 — Concentragcéo de SCM (g/L);
X, — Concentracdo de AMM (g/L);

X3 — Concentracéo de K,;HPO4 (g/L).

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(admensionalizada), utilizando a seguinte equacgao geral de codificacdo (Equacao

3.1):

Equacéo geral:
Xn = [(X = Xo)[[(X+1 — X4)/2
Sendo:

X € o valor da variavel a ser calculado;

Xo € 0 valor da variavel no ponto central;
X+1 € 0 valor da variavel no nivel superior;
X.1 € o valor da variavel no nivel inferior.

(3.1)
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As equacdes codificadas utilizadas no experimento sdo demonstradas
pelas Equacdes 3.2, 3.3 e 3.4.

Concentracao de MCA:
X1 =[MCA (g/L) — 40] / 10 (g/L) (3.2)

Concentracdo de AMM:
X2 =[AMM (g/L) — 10,11 (g/L)] / 7 (g/L) (3.3)

Concentracao de K;HPOy:
X3 = [KoHPO, (g/L) — 20] / 5 (g/L) (3.4)

O valor de a adotado foi de 1,682, determinado pela Equacao 3.5, e que
conduz a um DCC Rotacional, ou seja, um planejamento onde a matriz da variancia
e covariancia é diagonal e os parametros nao séo correlacionados (BOX, HUNTER e
HUNTER, 1978).

a = (QG/4)Y (3.5)

Sendo,

Q =[(G + T)*2 = G¥2

G = nimero de pontos fatoriais (G = 2, se completo);
T = nimero de pontos adicionais no DCCR, assim,

T = 2+ ntmero de réplicas centrais.

3.3.4. Meios de cultura

Cortezi, Monti e Contiero (2005) estudaram a producdo de
dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides FT 045B, utilizando o meio de
cultura composto por sacarose (40 g/L), extrato de levedura (20 g/L), K;HPO,4 (20
g/L), CacCl;, (0,02 g/L), MgSO, (0,2 g/L), NaCl (0,01 g/L), FeSO4 (0,01 g/L), MnSO,4
(0,01 g/L).
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O presente estudo utilizou a mesma composicdo do meio que Cortezi,
Monti e Contiero (2005), contudo as fontes de nitrogénio e carbono foram
substituidas por AMM e MCA, respectivamente.

Trés variaveis foram escolhidas para a determinacéao do efeito da relagcéao
destas variaveis sobre a producdo da dextranasacarase: fonte de nitrogénio (AMM);
fonte de carbono (MCA); e reagente tamponante (K:HPO,).

Foram utilizadas 15 diferentes composi¢cdes de meio de cultivo para a
producdo da enzima dextranasacarase, sendo que o0 ponto central, representado
pelo experimento 15 foi repetido mais duas vezes, experimento 16 e 17 como podem

ser observados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Composicao dos meios de cultivo utilizados nos ensaios fermentativos.

EXP MCA | AMM [ K,HPO, | MgSO, | MnSO, | NaCl | FeSO, | CaCl,
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 30,00 3,11 15,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
2 30,00 311 25,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
3 30,00 | 1500 | 15,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
4 30,00 | 1500 | 25,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
5 50,00 3,11 15,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
6 50,00 3,11 25,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
7 50,00 | 15,00 | 15,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
8 50,00 | 1500 | 25,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
9 2320 | 10,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
10 56,80 | 10,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
11 40,00 0,00 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
12 40,00 | 20,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
13 40,00 | 10,00 | 11,59 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
14 40,00 | 10,00 | 2841 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
15 40,00 | 10,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
16 40,00 | 10,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
17 40,00 | 10,00 | 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02

O meio de cultivo utilizado para a preservagdo do micro-organismo esta

descrito na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Meio de cultura estoque para preservagao do micro-organismo.

MEIO MCA AMM KzHPO4 MgSO4 MnSO4 NaCl FeSO4 CaC|2
CULTIVO | (g/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
Estoque 40,00 20,00 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02

O meio de cultivo utilizado no preparo do pré-inoculo ndo deveria conter
AMM, para que néo fossem alteradas as condi¢Ges de cultivo do meio n°11, que
apresenta concentracdo 0,00 g/L deste componente, além de que a sacarose
deveria ser substituida pelo melagco para que a composicdo do meio utilizado para
cultivo do pré-inoculo fosse condizente com as composicdes dos meios a serem
estudados. Desta forma, a composicdo empregada para o cultivo do pré-inoculo
encontra-se descrita na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Meio de cultivo para preparo do pré-inoculo.

MEIO Me AMM KoHPO, MgSO4 MnSO, NaCl FeSO, CaC|2
CULTIVO | (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
. I?re— 40,00 0,00 20,00 0,20 0,01 0,01 0,01 0,02
inéculo

3.3.5. Preparo da cultura estoque e preservacao do micro-organismo.

O meio de cultura estoque utilizado para a preservacdo do micro-
organismo foi descrito na Tabela 3.3. O cultivo foi interrompido com 8 horas de
incubacdo, a 30°C e 150 rpm, e aliquotas de 2,0 mL foram retiradas para
conservacao em presenca de 2,0 mL de glicerol 20% e estocadas em freezer a
-15°C.

3.3.6. Producéo de dextranasacarase por fermentagdo em batelada sem
controle de pH, enfocando a influéncia de 15 diferentes meios de cultura na
producdo da enzima.

As condicbes de cultivo empregadas foram: 24°C, 150 rpm, pH 7,4 e

volume de 150,0 mL de meio em erlenmeyer de 250,0 mL.

3.3.7. Preparo do pré-inoculo
Foram preparados 7,5 mL de pré-inoculo para todas as fermentacdes. O

melaco, o fosfato bibasico de potassio e as solugbes A (MgSO,4, MnSO4, NaCl e
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FeSO,) e B (CaCl,) foram autoclavados separadamente e o pH ajustado para 7,4
antes da esterilizacdo em autoclave.

O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Apds resfriamento, 100
mL da solucdo de sacarose foram adicionados a 142,5 mL da solucédo de fosfato
monobasico de potassio, totalizando 242,5 mL, aos quais foram adicionados 2,5 mL
da solucédo A e 2,5 mL da solucdo B (100 vezes concentradas) e logo apos 2,5 mL
de cultura estoque (correspondente a 1%) foram inoculados no meio. O meio

inoculado foi incubado a 24 °C, sob agitagdo de 150 rpm por 36 horas.

3.3.8. Preparo do meio de cultivo

Foram preparados 150 mL de meio de cultivo para todas as
fermentacdes. O melaco, a agua de maceracao de milho, o fosfato monobasico de
potdssio e as solugbes A (MgSO,4, MnSO, NaCl e FeSO,) e B (CaCly) foram
esterilizados separadamente e o pH ajustado para 7,4 antes da esterilizacao.

O meio foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Apos resfriamento 30 mL
da solucdo de sacarose foram adicionados a 50 mL da solucdo de fosfato
monobasico de potassio e a 39,5 mL da solucéo de dgua de maceracéo, totalizando
139,5 mL, aos quais foram adicionados 1,5 mL da solugéo A e 1,5 mL da solucéo B
(100 vezes concentradas) e logo apés, 7,5 mL de cultura estoque (correspondente a
5%) foram inoculados no meio. O meio inoculado foi incubado a 24 °C, sob agitac&o

de 150 rpm por 48 horas.

3.3.9. Determinagé&o da concentragao celular

A concentracdo de células no meio de cultivo foi determinada por meio da
leitura em espectrofotbmetro a 650 nm. A relacdo da densidade otica (DO) com a
massa celular foi determinada com a construcdo de curva padrédo DO versus massa
seca. Foram preparados 45 mL de meio de cultivo e este foi inoculado com 5 mL de
cultura estoque.

Amostras de 20 mL desta cultura com 8 horas de incubacédo foram
retiradas e centrifugadas por 10 minutos a 13300 g. O sobrenadante foi descartado.
As células foram lavadas com agua destilada e centrifugadas novamente. O
sobrenadante foi novamente descartado. A seguir, as células foram ressuspensas
em aproximadamente 2 mL de agua destilada e colocada em forminhas de aluminio

previamente tarada e em seguida levadas a estufa a 90°C para secagem durante 12
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horas. Apds o periodo de secagem, as forminhas foram pesadas para obtencédo da
biomassa.

Para se obter a curva de biomassa versus absorbancia, 20 mL desta
cultura de 8 horas foi centrifugada seguindo-se os mesmos procedimentos citados
anteriormente. Em seguida, as células foram resuspensas em 20 mL de agua
destilada. Para a leitura da absorbancia (A = 650nm) a suspensdo de células foi
diluida 10, 30, 60, 100, 150 e 210 vezes.

Durante o decorrer da fermentacéo, foram retiradas aliquotas de 1,0 mL
da cultura, a cada 12 horas e centrifugadas por 10 minutos a 13300 g para a
determinacao da concentragao celular. O sobrenadante foi guardado para posterior
analise da atividade enzimatica e ART (acucar redutor total). As células foram
lavadas novamente com 1,0 mL de agua destilada e centrifugadas novamente, o
sobrenadante descartado e as células ressuspensas ao volume inicial (1,0 mL) com
agua destilada e agitados em agitador de tubos.

Em seguida foi realizada a leitura dessas suspensdes em

espectrofotometro a A=650nm.

3.3.10. Determinagdo de ART (agucar redutor total)

Para determinacdo do consumo de substrato pelo micro-organismo, foi
utilizado o método do acido dinitrosalicilico (DNS), segundo Miller (1959). Para tanto
foi necessario fazer a conversdo da sacarose em acucares redutores através da
hidrolise acida.

Para realizacdo do método, adicionou-se 0,06 mL da amostra, 0,06 mL de
acido cloridrico 2 M, em seguida levou-se ao “banho-maria” a 100°C por 10 minutos.
Resfriou-se imediatamente em banho de gelo (0°C), adicionou-se 1 mL de hidréxido
de sédio 2 M. Uma aliquota de 0,05 mL da amostra ja neutralizada foi retirada e
adicionada a 0,05 mL de DNS, a mistura foi levada ao aquecimento em banho-
maria” a 100°C por 5 minutos e posteriormente resfriada em banho de gelo. Apds o
resfriamento, adicionou-se 1,4 mL de agua destilada e fez-se a leitura em
espectrofotometro a 540 nm.

A reacdo de DNS com acgucares redutores produz coloracdo que vai
desde amarelo claro a marrom escuro, coloracdo proporcional a concentracao de
acucares redutores contidos na amostra. Quanto maior a concentracédo de acucares

redutores, mais intensa é a coloragdo marrom.
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Para converter absorbancia em concentracdo de acucares redutores

construiu-se uma curva padrdo de sacarose (concentragao/absorbéancia).

3.3.11. Determinacao da Atividade Enziméatica
A atividade enzimatica foi conduzida conforme procedimento

anteriormente desenvolvido: Item 3.1.3. Método (Ill) Gravimétrico

3.3.12. Producao de dextranasacarase em biorreator

De posse das melhores condi¢cdes experimentais encontradas na etapa
anterior, foi realizado um estudo da aeracdo e da agitacdo durante a fermentacao
para obtencdo de maiores rendimentos da enzima dextranasacarase. Assim, foi feito
planejamento fatorial completo com nove experimentos com variacdes nos valores
da aeracédo e agitacdo (Tabela 3.5), sendo avaliadas as respostas de atividade
enzimatica, concentragdo celular e consumo de substrato durante a producdo da

enzima dextranasacarase.

Tabela 3.5 - Matriz de planejamento experimental Fatorial Completo com duas
variaveis.

Experimento Variaveis
X1 X1
A -1 -1
B -1
C -1 1
D 0 -1
E 0 0
F 0 1
G 1 -1
H 1
I 1

X1 = VA (rpm); X, — VA (vvm)

Foi feito planejamento fatorial completo com nove experimentos com
variacdes nos valores de aeracdo em vvm (0,0; 0,5 e 1,0) e agitacdo em rpm (100;
150 e 200), com o intuito de estudar o efeito da relacdo entre a vazdo de ar e a
velocidade de agitacdo sobre a produgéo da enzima dextranasacarase, durante a

fermentacdo em biorreator com a cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B. Para
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esta avaliacdo foram consideradas como variaveis de resposta a atividade
enzimatica da enzima dextranasacarase produzida, o crescimento microbioldgico e o
consumo de substrato.

O biorreator utilizado possui capacidade total para 2 L, contendo 1,2L de
volume de trabalho, equipado com sistema de controle de agitacdo, temperatura,
aeracao e pH. As condi¢cbes de pH e temperatura foram mantidas constantes em 6,7
e 26T respectivamente.

As condicdes de agitacdo e aeracdo foram mantidas de acordo com
valores determinados pelo planejamento, através de um agitador e de um aerador,
ambos com controladores. Nao foi necessario o uso de coletores de espuma devido

a natureza do caldo formado.

Tabela 3.6 - Matriz do planejamento fatorial completo a trés niveis

EXP. VA (rpm) TA (vwm)

A 100 0,0

B 100 0,5

Cc 100 1,0

D 150 0,0

E 150 0,5

F 150 1,0

G 200 0,0

H 200 0,5

[ 200 1,0

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), utilizando a equacéo geral de codificacdo (Equacdo 3.6). As
equacgdes codificadas utilizadas no experimento sdo demonstradas pelas Equagdes
3.6e3.7.

Taxa de Aeracao (TA): X 1 =[TA-0,5]/0,5 (3.6)
Velocidade de Agitacao (VA): X ,=[VA-150]/50 (3.7)

Assim como no DCCR, os experimentos referentes ao planejamento

fatorial completo também foram avaliados quanto a atividade enzimatica,
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concentracdo celular e consumo de substrato. As amostras foram retiradas em

intervalos de 2 horas, totalizando 10 horas de fermentacdo em cada ensaio.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudo comparativo de 11 diferentes métodos para Andlise da Atividade da

Dextranasacarase e enzimas relacionadas

Onze diferentes métodos, para analisar a atividade da dextranasacarase
foram comparados e avaliados quanto sua eficiéncia. Eles podem ser divididos em
dois distintos tipos; (A) métodos diretos, no qual a dextrana sintetizada é isolada e
quantificada, e (B) métodos indiretos, que quantificam a D-frutose, que € liberada da
sacarose enquanto a D-glicose é incorporada a dextrana. O primeiro grupo consiste
em cinco métodos que quantificam a dextrana produzida; o segundo grupo consiste
em cinco diferentes métodos colorimétricos de quantificacdo da D-frutose produzida,
pela leitura do valor redutor e um sexto meétodo que quantifica a D-frutose
enzimaticamente.

a) Grupo A, medic¢Oes diretas da quantidade de dextrana sintetizada:

No método |, **C-dextrana produzida pela acéo da dextranasacarase em
4C-sacarose é precipitada pela adicdo de etanol. Esta precipitacdo é repetida mais
duas vezes para remocdo da *C-frutose liberada, sacarose ndo reagida e da
leucrose e da D-glicose possivelmente formadas. A quantidade de dextrana
produzida é determinada por contagem em espectrémetro de cintilagéao.

O método Il foi descrito por Germaine, Schachtele e Chludzinski (1974) e
envolve a adicdo direta da solucéo de reacdo da dextranasacaras em *C-sacarose
em papel Whatman de 3mm?, e lavagem imediata em metanol (3 vezes) para
remover a D-frutose liberada, a sacarose nao reagida e alguma D-glicose formada.
O papel filtro é colocado em coquetel de tolueno e a dextrana é quantificada em
espectrometro de cintilacao.

O método Ill envolve a precipitacdo da dextrana diretamente da solucao
reacional com 2 volumes de etanol. A precipitacdo é repetida mais duas vezes,
seguida pela desidratacdo da dextrana por trés tratamentos consecutivos com
acetona, tratamento com etanol anidro e aquecimento para secagem sob lampada

infravermelha. A quantidade de dextrana é entdo pesada.
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O método IV envolve o0 uso de CCD no qual uma aliquota da reacéo
dextrana/sacarose é adicionada a placa de CCD, para a separacdo da D-frutose, da
sacarose (ndo reagida) e da leucrose e da D-glicose. A dextrana permanece na
origem da aplicacdo e € determinada por escaneamento densitométrico do
cromatograma (MUKERJEA, KIM e ROBYT, 1996).

A média dos resultados de atividade enzimatica para a dextranasacarase
B512FMC dos quatro métodos e seus desvios padrdes da analise em triplicata estéo
dispostos na tabela 4.1.1 Os métodos | e Ill apresentaram o mesmo valor de 168 U
(International Units). O método Il proporcionou valor significativamente mais baixo de
105 IU, devido as lavagens com metanol removerem parte da dextrana formada.
Este método também apresentou alto desvio padrdo. O método IV também
apresentou baixo valor de atividade 151 IU, que se acredita ser devido certas
dificuldades de medicao da densidade no ponto de origem do cromatograma.

O quinto método, envolvendo a andlise em placa de CCD da D-frutose
formada por escaneamento densitométrico, foi executada apenas uma vez e
mostrou ser um procedimento longo e trabalhoso, envolvendo quantidade
consideravel de tempo. Esta analise requer trés ascensfes com conjunto de
solventes e mais duas ascensdes com um segundo conjunto de solventes para
conseguir separar completamente a D-frutose da D-glicose. Este método, contudo
deu resultado de 167 1U, muito proximo dos resultados obtidos pelos métodos | e I,
168 IU.

A tabela 4.1.1 mostra que todos os métodos usados para quantificar a
frutose liberada durante a acdo da dextranasacarase em presenca da sacarose
proporcionam resultados de atividade muito altos ou muito baixos, exceto o método
V. Contudo o extensivo tempo necessario para a irrigacao das placas quatro vezes,
torna este método impraticavel.

O menor resultado, obtido pelo método X provavelmente pode ser
explicado pela reacdo de aceptacdo com a frutose liberada, durante a incubacédo ou
pela ineficiéncia do método utilizado. A atividade mais alta, obtida pelos métodos VI,
VIl e IX podem ser explicados pela oxidacdo das dextrinas (BEMILLER, 1965).
Pode-se entender, analisando a figura 4.1.1, que ilustra o efeito do comprimento das
cadeias de maltodextrinas na determinacdo dos valores redutores. O valor redutor
(ug maltose/mL) de cada maltodextrina foi plotado contra o grau de polimerizacéo

das dextrinas. Os resultados foram obtidos por analise dos valores redutores pelos



55

métodos do acido dinitrosalicilico (DNS), ferricianeto/arsenomolibidato alcalinos e

bicincroninato de cobre.

Tabela 4.1.1 A atividade da dextranasacarase B512FMC analisada por 11 métodos
diferentes, considerando que 1 unidade de dextranasacarase corresponde a
guantidade de enzima que incorpora umol de glicose na dextrana por minuto.

Método | Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3 | Média Desvio Padréo
I 169 169 168 168 1
Il 105 116 95 105 10
1 168 170 165 168
v 151 151 151 151
\Y 167 - - 167 -

\ 606 622 59 606 16
Wil 308 327 288 308 20

VI 179 188 183 183 4
IX 332 359 369 353 19
X 149 149 149 149

Xl 114 114 114 114

O método II, no qual a dextrana produzida com *C-sucarose é precipitada
imediatamente em papel filtro e lavada em metanol, seca e a quantidade de glicose
incorporada na dextrana € calculada imediatamente usando um espectrofotdmetro
de cintilacdo, provavelmente causa perda de pequenas moléculas de dextrinas
durante a lavagem com metanol, pois sua fixagdo em papel possivelmente ndo é
eficaz. A solucdo proposta para este problema deve ser o método I, no qual a
dextrana produzida é precipitada em etanol, seguida de trés lavagens em agua e
precipitacdes, usando tubo de centrifuga de 0,75 pL de volume. Neste caso, toda
dextrina produzida é mantida junto a dextrana produzida para que sejam contadas
em espectrofotdmetro de cintilagao.

b) Grupo B, analise da D-frutose em meio reacional
sacarose/dextranasacarase por quarto métodos de valores redutores e por um
método enzimético:

O método V consistiu ha medi¢cao do valor redutor pelo reagente alcalino
DNS (DNS método) diretamente de aliquotas retiradas da reacao
dextranasacarase/sacarose. Este método proporciona valor extremamente alto para
a atividade enzimatica, 606 IU, o mais alto entre todos os métodos testados. Este
resultado ndo é realmente inesperado, uma vez que Robyt e Whelan (1965 e 1972)
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haviam reportado que o método DNS alcalino produzia uma oxidagcdo dos
carboidratos, monossacarideos e especialmente oligossacarideos e polissacarideos,
causando reacdo oxidativa que quebra a cadeia de sacarideos, gerando resultados
de valores redutores extremamente altos.

Este comportamento foi confirmado por Breuil e Saddler (1985). A super
oxidacdo de quantidades equimolares de maltodextrinas (maltotriose até malto
hexaose) pelo método DNS e pelo método por ferricianeto estdo dispostos na Fig.
4.4.1. Com o aumento do tamanho da cadeia do oligossacarideo, a oxidacéo
aumenta. Consequentemente, o0 resultado obtido para a atividade da
dextranasacarase, utilizando este método sofre aumento de 168 para 606 IU devido
a oxidacdo de ambos D-frutose e dextrana. Este método consequiientemente
proporciona valores inapropriados para a analise da atividade enzimatica e para
estudos cinéticos da dextranasacarase e de enzimas relacionadas.

O método VI mensura o valor redutor por DNS apdés a remocdo da
dextrana por precipitacdo com etanol. Este método também proporcionou resultado
alto de atividade enzimatica, 308 1U, devido a oxidacdo da D-frutose e da leucrose,
presentes na aliquota da reagdo enzimatica. Este valor obtido foi alto, mas bem
menor que o meétodo anterior, devido a remocdo da dextrana, confirmando a
oxidacao da dextrana no método V.

O método VII também mede o valor redutor presente na solucdo da
reacao sacarose/dextranasacarase, ap0s a remocdo da dextrana por precipitacao
com etanol. O método empregado para a determinacdo do valor redutor, neste caso
foi o ferricianeto/arsenomolibidato (TING, 1956), que também gerou resultado de
atividade bastante alto de 353 IU, com desvio padrdo relativamente alto. Este
comportamento também é devido as condi¢cGes altamente alcalinas requeridas para
a reducgédo, dando uma super oxidagao, incorrendo em erros no estudo da atividade
enziméatica e para estudos cinéticos.

O método VIII € mensurado pelo valor redutor do bicincroninato de sodio
(ROBYT e WHELAN, 1972), apds remocao da dextrana por precipitacdo com etanol.
Este método proporcionou atividade de 183 IU, valor bem abaixo daqueles valores
obtidos pelos métodos DNS e ferricianeto/arsenomolibidato alcalinos. O método por
bicincroninato de cobre é mais sensivel de todos os métodos conhecidos para
quantificacdo de valores redutores e proporcionou valor de 15 IU acima dos valores

encontrados pelos métodos diretos | e Ill. Isto deve ser explicado por oxidagédo
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pouco intensa da D-frutose, apesar deste método ndo oxidar os oligossacarideos e
os polissacarideos, como pode ser visualizado na Fig. 4.1.1, sendo este método
sensivel o suficiente para quantificar o valor redutor dos polissacarideos e também
podendo ser usado para a determinacdo da massa molar média de polissacarideos
(BREUIL e SADDLER, 1985; ROBYT e WHELAN, 1972; ROBYT e WHELAN, 1965).

O método X utilizou um kit enzimatico obtido da Megazyme, que
determina ambos D-glicose e D-frutose. Este método proporciona resultado
relativamente baixo de atividade enzimatica de 149 |U. Este método é bastante
similar ao método IV que deu resultado de 151 IU. Ambos deram valores 19 e 17

unidades respectivamente, abaixo dos valores encontrados nos métodos | e lll.
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Figura 4.1.1 Valores redutores versus o grau de polimerizacdo (DP) de cada
maltodextrina (maltose até maltohexaose) usando a base molar, empregando trés
diferentes métodos padronizados com maltose.

A figura 4.1.1 mostra o resultado dos métodos DNS e
ferricianeto/arsenomolibidato alcalino frente ao aumento do tamanho molecular das
cadeias de maltodextrinas, mesmo utilizando valores equimolares de cada
isomaltose. A mesma figura mostra que 0 reagente bicincroninato de cobre
proporciona resultados iguais de valores redutores para diferentes tamanhos de
cadeias. O método ferricianeto/arsenomolibidato alcalino proporciona menor valor
redutor quando se compara com os resultados obtidos pelo método DNS, devido as
condicbes de reacdo (temperatura de 55 °C durante 30 minutos), sendo que as

amostras nao séo colocadas em ebulicdo como no método DNS.
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4.1.2. Atividade da dextranasacarase produzida pela linhagem de L.
mesenteroides obtida no Brasil.

Devido aos resultados de atividade enzimatica obtidos para a
dextranasacarase produzida pro Leuconostoc mesenteroides B-512FMC, também se
utilizou os métodos | e Ill para analisar a enzima produzida pela linhagem
Leuconostoc mesenteroides FT045B. Os resultados estdo apresentados na Tabela
4.1.2, mostrando os mesmos valores relativos de 1.98 IU obtidos pelo método | e Il
para esta enzima, e valores mais baixos de 1.10 IU pelo método Il, consistentes

como os resultados obtidos para a dextranasacarase B-512FMC.

Tabela 4.1.2: A atividade da dextranasacarase FT045B analisada por 3 métodos
diferentes, considerando que 1 unidade de dextranasacarase corresponde a
guantidade de enzima que incorpora pumol de glicose na dextrana por minuto

Método | Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3 Média Desvio Padréo
I 1,9 2,0 2,0 2,0 0,1
Il 11 1,1 11 1,1 0,0
1 1,9 2,0 2,0 2,0 0,0

As tabelas 4.1.1 e 4.1.2 mostraram que o método gravimétrico e 0 método
de precipitacdo por *C-sacarose proporcionaram os mesmos resultados de
atividade da dextranasacarase, independentemente da origem da enzima e da

atividade da mesma.

4.2. Caracterizacdo da nova dextrana produzida por Leuconostoc
mesenteroides FT045B

A dextrana produzida por Leuconostoc mesenteroides FT045B
apresentou massa molar média de 91.535,56 Da e grau de polimerizagdo 564,92.
Estes dados foram obtidos pela quantificacdo dos grupos redutores e dos
carboidratos totais.

A hidrolise da dextrana pela endodextranase requer um minimo de seis
ou sete unidades de glicose ligadas por a-(1,6), sem substituicbes (BOUNE,
HUSTON e WEIGEL, 1962; RICHARDS e STREAMER, 1978; COTE e ROBYT,
1984). Desta forma a dextrana FT045B foi submetida a esta hidrdlise para garantir
que se tratava de dextrana real, com predominancia de ligacdes a-(1,6) formando a
cadeia principal e ndo de outro tipo de glucana (DOLS, REMAUD-SIMEON et al.,
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1998; BUCHHOLZ e MONSAN, 2001; SEYMOUR e KNAPP, 1980). Os produtos da
hidrolise aplicados a placa de CCD estéo ilustrados na Figura 4.2.1.

Figura 4.2.1: Analise em CCD dos produtos da hidrélise da dextrana FT045B com
endodextranase (0.2 IU/mL) a 37° C por 840 min; Coluna 1 — amostras retiradas em
10 min; Coluna 2 — amostras retiradas em 20 min; Coluna 3 — amostras retiradas em
30 min; Coluna — amostras retiradas em 60 min; Coluna 5 — amostras retiradas em
90 min; Coluna 6 — amostras retiradas em 120 min; Coluna 7 — amostras retiradas
em 840 min; IS = padrbes de isomaltodextrinas; MS = padrdes de maltodextrinas

A concentracdo dos acucares redutores foi determinada em cada
amostra. O limite da hidrolise por endodextranase foi expressa como conversao
aparente em isomaltose e calculada como conversdo em maltose. A figura 4.2.2
ilustra o comportamento dos grupos redutores dos produtos da hidrolise com relagao

ao tempo.
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Figura 4.2.2: Concentragao dos grupos redutores (expressos em pg/mL de maltose)
dos produtos da hidrolise da dextrana FT45B com endodextranase em funcao do
tempo (min).

Os principais produtos da hidrélise com dextranase de Penicillium sp
foram isomaltose e isomaltotriose. Estes produtos sdo caracteristicos de hidrolise na
regido a-(1,6) da cadeia das glucanas. A figura 4.2.3 mostra a porcentagem destes

dois principais produtos com relacdo ao tempo.
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Figura 4.2.3. Porcentagem dos principais produtos (isomaltotriose e isomaose)
resultantes da hidrdlise da dextrana FT045B com endodextranase em funcédo do
tempo

A acdo das endodextranases na maioria das dextranas é limitada devido
a sua inabilidade de hidrolisar liga¢cdées secundarias, tais como a-(1,3), a-(1,4) ou a-
(1,2). Mesmo a dextrana B-512F, com menos de 5% de ramificacdes a-(1-3), ndo

pode ser hidrolisada mais que 20 a 30 %. A dextrana FT045B foi suscetivel a
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degradacgéo pela endodextranase e foi quase completamente degradada. Isto indica
que a dextrana FT045B é composta de menos que 5% de ramificacdes a-(1-3).

Outros carboidratos, além da glicose na reacdo com a dextranasacarase,
também podem ser incorporados a dextrana (KOEPSELL, TSUCHIYA et al., 1953;
TSUCHIYA, HELLMAN et al., 1955). Este tipo de reacdo € denominado reacao do
aceptor, pois o carboidrato incorporado funciona como aceptor na reagdo enzimatica
(ROBYT e EKLUND, 1983). Quando a maltose € o aceptor, a glicose a partir da
sacarose € transferida tanto para o grupo 6-hidroxila do monossacarideo ou para o
grupo 6-hidroxila do final ndo redutor do residuo da glicose para aumentar o
comprimento dos isomalto-oligosscarideos de 2 a 7 graus de polimerizacdo ligados
ao aceptor (ROBYT e EKLUND, 1983; ROBYT e WALSETH, 1979). O primeiro
produto na série com maltose é a panose [6%-O-a-D-glucopyranosylmaltose]
(KILLEY, DIMLER e CLUSKEY, 1955). O proximo produto da série das maltoses é
um tetrassacarideo, [6%-O-a-D-isomaltosylmaltose], e 0s outros membros da série
com o aumento do grau de polimerizagdo com a maltose ligada ao grupo néo redutor
do residuo de glicose (KILLEY, DIMLER e CLUSKEY, 1955).

Os produtos da reagdo aceptacdo da maltose com a dextranasacarase
estdo ilustrados na Figura 4.2.4 e as respectivas porcentagens dos principais
produtos, na Figura 4.2.5. A panose correspondeu a mais de 20% para a
dextranasacarase FT045B e B512FMC e o oligossacarideo ramificado DP4, a 13%

para a dextranasacarase B512FMC e 19% para a dextranasacarase FT045B.
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Figura 4.2.4. Analise em CCD dos produtos resultantes da Reac&o do aceptor com
da dextranasacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides FT045B (A) e
B512FMC (B) com maltose 200 mM e sacarose 200 mM a 30° C. Colunas de 1 a 8
(A e B), amostras retiradas em 5, 10, 30, 60, 120, 180, 300, e 600 min; Coluna 1 (C),
frutose; Coluna 2 (C), sacarose; Coluna 3 (C), maltose; Coluna 4 (C), lucrose,
Coluna 5 (C), panose, Coluna 6 (C), amostra da reacdo com a dextranasacarase
B512F; Coluna 7 (C), amostra da reacdo com a dextranasacarase FT045B. ; IM =
padrdes de isomaltodextrinas; MS = padrdes de maltodextrinas
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Figura 4.2.5: Porcentagem dos produtos resultantes da Reacdo do aceptor da
dextranasacarase FT045B e B512FMC com maltose 200 mM e sacarose 200 mM a
30° C por 600 min; B4 = oligossacarideo ramificado 4, DP 4; B5 = oligossacarideo
ramificado, DP 5

O espectro de Infravermelho foi usado para investigar 0s grupos
funcionais da dextrana comercial B512F e FT045B e sua natureza em termos de
unidades monoméricas e ligacdes. A figura 4.2.6 mostra o espectro de infravermelho

FT-IR da dextrana comercial e da dextrana FT045B.
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Figura 4.2.6: Espectro de FTIR para a dextrana comercial B512F da Sigma e para a
dextrana FT045B

Ambas as dextranas apresentaram espectros similares. As dextranas
FT045B e B512F contém ligagcdes a-(1,6), como demonstrado pelo pico em
1010 cm™, o qual caracteriza a flexibilidade da cadeia da dextrana (SHINGEL, 2002).
As ligacBes a-glicosidicas também foram confirmadas pelo pico em 916 cm™ e pela
banda em 1159 cm™, causados pelas vibragdes covalentes das ligacdes C-O-C e da
ponte glicosidica. As ligacbes a(1,6) foram também confirmadas pela analise de
'H-RMN. O pico em 1111 cm™ foi devido & vibrac&o da ligacdo C-O na posicdo C-4
no residuo de glicose (SHINGEL, 2002). A vibracdo do grupo hidroxila do
polissacarideo causou a banda na regido em 3410 cm™ e a vibracado das ligacdes C-
H causaram a banda na regido 2926 cm™ (LIU, LIN et al., 2007). A banda na regido
1639 cm™ foi devido ao grupo carboxilico (CAO, LI et al., 2006) (LIU, LIN et al.,
2007).

Resultados de 'H NMR obtidos experimentalmente e reportados pela

literatura estédo dispostos na Tabela 4.2.1.
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Tabela 4.2.1. Valores individuais da *H NMR ( B512-F e FT045B) reportados na
literatura e evidenciados experimentalmente

B512-F B512-F FT045B
(valores reportados) (experimental) | (experimental)

"H (ppm)a "H (ppm) "H (ppm)
C1-H 4,99 4,91 4,90
C2-H 3,60 3,50 3,51
C3-H 3,76 3,65 3,63
C4-H 3,52 4,45 3,42
C5-H 3,88-4,04 3,85 3,85
C6-H 3,88-4,04 3,93 3,95
C6™-H 3,81-3,86 3,70 3,70

a (GIL, COLARTE et al., 2008)

A Fig. 4.2.7 mostra o espectro de *H RMN da dextrana nativa B512F e da
dextrana FT045B em D,O. Ambos 0s espectros se mostraram similares (Fig. 7).
Baseado nos resultados, as dextranas B512-F e FT045B tém estruturas muito
parecidas. Este fato também pode ser confirmado na Tabela 4.2.2, que mostra

diferentes estruturas de dextranas reportadas na literatura.
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Figura 4.2.7: Espectro de 'H NMR das dextrinas produzidas por Leuconostoc
mesenteroides B512-F e FT045B em D,0O
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Os espectros de ressonancia magnética com préton anomérico a 500
MHz das ligacdes a(1,6) da dextrana estdo dispostos na Fig. 8 (a) e (b). Os sinais
que aparecem centralizados proximos a 5,25 ppm representam caracteristicas
estruturais importantes das ligacdes a-(1,3). O pico em 4,90 ppm é devido ao H-1
das ligacdes a(1,6) na cadeia principal (SEYMOUR, 1979). A integragdo dos sinais
525 e ~4,90 da a porcentagem de ligagbes a-(1,3) e a-(1,6), respectivamente
(Tabela 4.2.2).
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Figura 4.2.8: Regi6es anoméricas de 500 mHz do préton no espectro de RMN (a)
dextrana FT045B (b) dextrana B512F

Tabela 4.2.2. Diferentes ligacOes estruturais encontradas em series de dextrinas
reportadas na literatura,

Ligacdes osidicas (%)
a- a- a-1,3 a-1,4 a-1,2
1,6 | 1,3 | ramificacdes | ramificacbes ramificacbes
FT 045B Sy | 95 2,1
B512 F S | 95 5
B-742 L. | 87 13
B-742 S | 50 50
Leuconostoc B-1355 L | 95 5
mesenteroides B-1355 S 54 | 35 11
B-1299 L 66 7 27
B-1299 S | 65 35
B-1498 S | 50 | 50
B-1501 S | 50 | 50
Streptococcus Mfe28 12 | 88
downei Mfe28 90 | 10
GS5 13 | 87
GS5 15 | 85
Stremptuot;ggcus GS5 70 | 30
6715 S | 64 36
6715 lq 4 94 2

<Adaptado de (MONSAN, BOZONNET, et al., 2001)
(S = solavel)

«(P = Pouco soluvel)

4(I = insolavel)
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Foi reportado que vérias dextranas apresentam as ressonancias (C-2, C-
3, C-4, C-5 e C-6) na regido de 3 a 4 ppm e a ressonancia do hemiacetal C-1 na
regido de 3 a 6 ppm (SIDEBOTHAM, 1974; SEYMOUR, 1979). A ressonancia dos
prétons anoméricos do final redutor também foram detectaveis na dextrana B512F:
pico a centralizado em 5,18 ppm e pico B em 4,60 ppm. A integracéo e a correlacao
das &reas a + B-livre com a ressonancia total dos anoméricos (pico centralizado em
4,90 ppm) da o grau de ramificacdo (385) ou a massa molar média (62,308 Da).
Para a dextrana FT045B, os picos a e B ndo puderem ser vistos, devido a alta

massa molar da dextrana.

4.3. Otimizacao da producéo de dextranasacarase

4.3.1. Otimizacao do meio de cultura por DCCR - Atividade Enzimatica

Os efeitos das concentracoes de AMM, MCA e K;HPO4 no rendimento da
enzima dextranasacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides FT 045B foram
testados. Os experimentos foram conduzidos conforme DCCR, planejamento que
permite calcular com a melhor precisdo possivel os efeitos e interacdes de cada
variavel selecionada, utilizando numero minimo de experimentos. A tabela 4.3.1
mostra os resultados de atividade enzimética da dextranasacarase para cada um

dos experimentos, em 24 horas de fermentacéo.
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Tabela 4.3.1. Resultados da atividade da dextranasacarase em 24 horas de

fermentacdo com Leuconostoc mesenteroides FT 045B.

EXP. [X4] [XJ] [Xs] Atividade da
MCA (g/L) AMM (g/L) K,HPO, (g/L) | Dextranasacarase
(IU/mL)
1 30,00 3,11 15,00 1,23
2 30,00 3,11 25,00 1,52
3 30,00 17,11 15,00 2,62
4 30,00 17,11 25,00 3,25
5 50,00 3,11 15,00 1,43
6 50,00 3,11 25,00 1,81
7 50,00 17,11 15,00 2,29
8 50,00 17,11 25,00 2,50
9 23,20 10,11 20,00 0,41
10 56,80 10,11 20,00 0,23
11 40,00 0,00 20,00 1,79
12 40,00 21,77 20,00 4,03
13 40,00 10,11 11,59 3,25
14 40,00 10,11 28,41 3,38
15 40,00 10,11 20,00 2,96
16 40,00 10,11 20,00 2,96
17 40,00 10,11 20,00 2,96

O maior valor de atividade da dextranasacarase foi obtido com a maior
concentracdo de AMM. Considerando MCA como fonte de carbono e AMM como
fonte de nitrogénio. Os experimentos conduzidos com concentragdes constantes de
K,HPO4 mostraram que o aumento da raz&o nitrogénio/carbono induz o aumento da
atividade enzimatica. Lopretti e Martinez (1999) também mostraram a mesma
relacdo entre a razao nitrogénio/carbono e o rendimento de dextranasacarase.

O delineamento composto central rotacional utilizado neste processo foi
muito interessante para avaliar os fatores que afetam a producdo enzimética da
dextranasacarase.

Apos a realizacdo da regressdo mdultipla no programa Statistica 7.1,

obteve-se a seguinte equagéo:
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Atividade da Dextranasacarase = 2,926204 - 0,065402 X ; + 0,618052 X, +
0,126671 X 3-0,196250 X1 X,-0,041250 X1 X3+ 0,021250 X, X3-0,946852 X 1 X
1-0,029193 X5 X2+ 0,114302 X3 X3 (4.1)

A tabela 4.3.2 apresenta os resultados obtidos para a regressao multipla e
a tabela 4.3.3, a ANOVA, para os resultados de atividade enzimatica da

dextranasacarase.

Tabela 4.3.2 — Resultados da regressao multipla para a atividade enzimatica

Fatores Parametros Nivel de
significancia (p)

Constante (Bo) 2,963429 0,000000

X1 (MCA) -0,065402 0,130810

X (AMM) 0,618052 0,000001

X3 (K.HPO,) 0,126671 0,012871

X1X, (MCA.AMM) -0,196250 0,005666

X1X3 (MCA.K,HPO,) -0,041250 0,435872

X>X3 (AMM. K,HPO,) 0,021250 0,683118

X.” (MCA)* -0,946852 0,000000

X5~ (AMM)? -0,029193 0,510492

X3” (KoHPO,)? 0,114302 0,030009

R” = 0,98769836 Fc=101,04 F(9,7)=3,68
Tabela 4.3.3 — ANOVA para a atividade enzimatica
SS df MS F p
(1)MCA (g/L)(L) 0,0376 1,0000 0,0376 1,7762 0,2244
MCA (g/L)(Q) 9,5744 1,0000 9,5744 451,7634 0,0000
(2)AMM (g/L)(L) 5,1574 1,0000 5,1574 243,3473 0,0000
AMM (g/L)(Q) 0,0000 1,0000 0,0000 0,0001 0,9943
(3) K,HPO,
(g/L)(L) 0,2147 1,0000 0,2147 10,1287 0,0154
K,HPO, (9/L)(Q) 0,2154 1,0000 0,2154 10,1621 0,0153
1L por 2L 0,3008 1,0000 0,3008 14,1938 0,0070
1L por 3L 0,0136 1,0000 0,0136 0,6423 0,4492
2L por 3L 0,0010 1,0000 0,0010 0,0483 0,8324
Erro 0,1484 7,0000 0,0212
Total SS 18,2675 | 16,0000
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Nesta regressdo foram eliminados os parametros com nivel de
significancia do teste t de Student superiores a 5%, sendo as variaveis relacionadas
a estes, consideradas nao relevantes. Assim, foram desprezados o termo isolado da
concentracdo de MCA (X;), o termo quadratico da concentracdo de AMM (X,)?, as
interagbes das concentragcdes de AMM e K;HPO, (X2X3) e das concentragcbes de
MCA e KoHPO, (X1X3).

A Tabela 4.3.1 mostra as variaveis que influenciam a atividade
enzimatica. Analisando esta tabela verifica-se que a combinacdo de maiores
concentracbes de AMM e K;HPO, e concentragbes em torno de 40 g/L de MCA
resultaram em maior rendimento enzimatico.

O coeficiente de correlacdo (R?) de 0,988 indica um ajuste adequado dos
dados experimentais na resposta de atividade enziméatica, mostrando que 98,8% da
variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo empirica proposta.

O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Ft) para nivel
de significancia de 5%, ou seja, tem-se confianca de 95% que o modelo é
significativo. A figura 4.3.1 mostra a representacado dos resultados preditos versus

observados.
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Figura 4.3.1 — Resultados preditos em funcdo dos observados relativos a atividade
enzimatica da dextranasacarase.
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Observando a Figura 4.3.1, vé-se que a distribuicdo dos residuos
comportou-se aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma
tendéncia quanto a distribuicdo. Nota-se também que as respostas experimentais
para a atividade enzimatica apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela
equacao empirica.

Apés a eliminagdo dos parametros nao significativos, conforme

apresentado na Tabela 4.3.2, obteve-se a seguinte equacéo (Eq. 4.2):

Atividade enzimatica = 2,926204 + 0,618052 X, + 0,126671 X3 - 0,196250 X; X, -
0,946852 X1 X1+ 0,114302 X3 X3 (42)

Analisando esta equacdo, pode-se observar pelos coeficientes das
variaveis X, e X3 que a concentragdo de AMM influenciou significativamente a
atividade enzimatica. Este fato pode ser confirmado pela comparacao dos resultados
dos experimentos 1 e 3; 5e 3; 5e 7; 6 e 8, em que as concentracbes de AMM
aumentam de 3,11 para 17,11 g/L mantendo a concentracédo de K;HPO, constante,
houve aumento da atividade enzimética de 23,58%; 24,05%; 26,57%; e 9,17%
respectivamente. Ja a comparacao dos experimentos 1 e 2;3e 4;5e6;6e 7, em
gue as concentracbes de AMM séo constantes, mas as concentragdes de K;HPO,
aumentam de 15 para 25 g/L, houve aumento da atividade enzimatica de 113,01%;
45,42%; 60,14%; 38,12%, respectivamente.

Pirollo e Contiero (2001) relataram que concentracdes de sacarose acima
de 60 g/L inibem a concentracao celular e a producao da enzima dextranasacarase
produzida por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F) a 26°C, 132 rpm, 0,5
vvm e pH 6,7.

Chellapandian, Larios et al. (1998) ao estudarem o efeito da concentracao
da sacarose na taxa de reacado inicial observaram que a enzima exibe um
comportamento cinético do tipo Michaelis-Menten com inibicdo em concentracbes
em concentracdes altas de sacarose (acima de 50 g/L).

Rodrigues, Lona e Franco (2003) relataram em seu estudo com
Leuconostoc mesenteroides F 512 F que o aumento da concentracdo de fosfato
além de manter o pH evitando a desnaturacdo da enzima, favoreceu a producdo da

enzima na ordem de 3 vezes a obtida com meio padréo.
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Stacey (1942), Hehre, (1941) e Tsuchiya, Koepsell et al. (1952)
estudaram os efeitos da concentracdo de sacarose, AMM e K;HPO,4 na producao de
dextrana por culturas usando altas concentracfes de sacarose. Eles otimizaram a
composicao dos ingredientes e recomendaram concentracdo de 2% de cada um dos

trés componentes para a producéo da dextranasacarase.

O modelo utilizado no presente estudo foi altamente significativo, sendo
possivel construir as superficies de respostas (Figura 4.3.2) e definir as regides de
interesse, como forma de ilustrar os efeitos das variaveis na atividade enzimatica da
dextranasacarase. As varidveis duas a duas foram relacionadas com a producédo de
enzima.

O mais interessante num estudo deste tipo, usando DCCR é a qualidade
da informacdo que o pesquisador pode obter do processo, sendo possivel definir

guais séo as faixas mais adequadas para cada resposta desejada.
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Figura 4.3.2 — Superficies de resposta para a atividade enzimatica como funcéo da
concentragao de (A) AMM e MCA,; (B) K;HPO4 e MCA; (C) K;HPO4 e AMM

A figura 4.3.2(A) mostra que para valores de concentracdo de AMM acima
do ponto central (16-21,77 g/L) e para valores de concentracdo de MCA proximo ao
ponto central (32-44 g/L), ha aumento da atividade enzimatica.
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A figura 4.3.2(B) mostra que para valores de concentracdo de K;HPO,
acima do ponto central (26-30 g/L) e para valores de concentracdo de MCA proximo
ao ponto central (32-44 g/L), hd aumento da atividade enzimatica.

A figura 4.3.2(C) confirma as tendéncias observadas nas figuras A e B,
nas quais a atividade enzimatica € aumentada quando valores de concentracdes de
K:HPO, e AMM estdo acima do ponto central e quando a concentracdo de MCA esta

proximo ao ponto central.

4.3.2. Otimizag&o do meio de cultura por DCCR - Concentracao celular

A tabela 4.3.3 apresenta a média das respostas obtidas, em cada tempo
de fermentacdo, e seus respectivos desvios padrdes, que representam a
variabilidade estatistica da concentracdo celular da cepa Leuconostoc
mesenteroides FT045B, para cada DCCR.

Tabela 4.3.3 — Resultados médios e desvios padrées da concentracdo celular da
cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B, em mg/mL, obtidos durante a realizacao
dos experimentos, segundo as concentra¢gfes das variaveis (MCA, AMM e K,;HPO,)
estabelecidos pelo planejamento experimental.

EXP. Concentracéo Celular (mg/mL)
0 hora 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas

1 0,041 + 0,015 1,322 + 0,159 2,097 * 0,365 2,485 + 0,497 3,169 + 0,525
2 0,106 = 0,021 1,065 =+ 0,204 2,045 + 0,312 2,932 + 0,466 3,032 + 0,542
3 0,342 + 0,082 2,263 + 0,422 3,327 + 0,909 5,067 + 2,163 5423 + 0,670
4 0,305 = 0,107 1,835 + 0,355 2,990 + 0,507 4,729 + 0,700 5,058 = 0,749
5 0,139 + 0,024 1,354 + 0,224 | 3,167 + 0,357 3,671 + 0,469 4,757 + 0,669
6 0,038 = 0,006 1,200 + 0,178 3,024 + 0,565 3,461 = 0,572 3,799 + 1,149
7 0,311 + 0,045 2,400 + 05514 | 3,971 * 1,404 5450 + 1,107 6,089 + 2,368
8 0,184 + 0,041 1,794 <+ 0,260 3,652 + 0,480 5,012 + 0,974 5,468 = 1,020
9 0,221 + 0,077 1,726 + 0,286 2,083 + 1,051 3,671 + 0,606 4,182 + 1,119
10 0,310 = 0,055 2,119 + 0,366 3,674 + 0,573 4,903 + 0,845 5,468 *= 0,715
11 0,102 + 0,018 0,380 + 0,052 1,131 + 0,133 1,846 + 0,223 1,855 + 0,343
12 0,467 = 0,087 1,982 <+ 0,376 3,515 + 0,548 5,386 + 1,247 6,162 = 2,260
13 0,192 + 0,040 2,184 + 0,590 3,161 + 1,740 | 4,766 + 0,842 4,875 + 0,966
14 0,182 + 0,028 1,674 + 0,336 2,996 + 0,573 4,127 + 0,542 4,428 + 0,682
15 0,239 + 0,092 1,534 + 0,338 3,087 + 1,041 | 4593 + 1,260 4,638 + 1,704
16 0,295 = 0,043 1,825 + 0,302 3,098 + 0,514 4,291 + 0,741 4,374 + 0,749
17 0,309 + 0,045 1,909 + 0,313 3,243 + 0,537 | 4,416 + 0,737 4,436 £ 0,274
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Pode-se verificar, observando a tabela 4.3.3, que as diferentes
concentragdes de MCA, de AMM e de K;HPO, resultou em diferenga do resultado de
0,038 a 6,16 mg/mL de concentragéo celular [experimento 6 (Oh) e experimento 12
(48h)].

Verifica-se, ap0s a andlise da Tabela 4.3.3 que o melhor resultado de
concentracdo celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B, em comparacao
com todas as respostas relatadas, foi obtido no experimento, cujo meio tinha maior
concentracdo de AMM, ou seja, maior concentracdo da fonte de nitrogénio
(Experimento 12, com 48 horas de fermentacao).

Comparando o ensaio 11 com o 12, com 48 horas de fermentacao, feitos
com a menor e a maior concentracdo de AMM, 0 g/L e 21,77 g/L respectivamente e
iguais concentracdes de MCA (40 g/L) e de K;HPO, (20 g/L), fica evidente que a
concentracdo celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B foi diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de AMM, tendo sido alcancado valor
minimo em 1,86 mg/mL (exp.11) e valor maximo de 6,16 mg/mL (exp. 12).

O grafico abaixo (Figura 4.3.3) ilustra os resultados de concentracéo

celular em funcao do tempo para cada experimento.

Concentragao Celular (mg/mL)

10 20 30 40 50

Tempo de Fermentacgdo (horas) 17

Figura 4.3.3 — Concentracdo celular média de triplicata dos 17 ensaios com
Leuconostoc mesenteroides FT045B.
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A Figura 4.3.3 mostra que a concentracdo celular da cepa Leuconostoc
mesenteroides FT045 B aumenta de O para 48 horas caracterizando a fase lag
seguida da fase log de crescimento da cepa, apesar de que em alguns experimentos
(11, 15, 16 e 17) houve menor crescimento entre 36 e 48 horas, caracterizando o
inicio da fase estacionaria da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B, fase
caracterizada pelo esgotamento dos nutrientes e aumento da quantidade de
produtos téxicos produzidos pelas proprias células, que ndo apresentam, neste
momento, um aumento populacional.

Os resultados obtidos para o melhor tempo de fermentacdo (48 horas)
foram analisados por regressdo mudltipla, utilizando o programa Statistica 7.1 e
considerando como fatores os termos isolados, as interacdes e 0s quadraticos das
variaveis estudadas. As concentracdes celulares preditas e os observades estédo

relatadas na tabela 4.3.4.

Tabela 4.3.4 — Concentracfes preditas e observadas relativos a concentracao
celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B em cada ensaio do
planejamento composto central

Concentracdo Celular (mg/mL)
EXP. (g/llﬁ) ?é\;lli\;l KE:/E)O ! Valores observados Valores preditos
(mg/mL) (mg/mL)
1 30,00 311 15,00 3,17 3,04
2 30,00 | 311 25,00 3,03 2,87
3 30,00 | 17,11 15,00 542 5,46
4 30,00 | 17,11 25,00 5,06 5,34
5 50,00 311 15,00 476 431
6 50,00 311 25,00 3.80 3,60
7 50,00 | 17,11 15,00 6,09 6,09
8 50,00 | 17,11 25,00 5,47 544
9 23,20 | 10,11 20,00 418 4,09
10 56,80 | 10,11 20,00 4,90 5,23
11 40,00 0,00 20,00 1,85 2,33
12 40,00 | 21,77 20,00 6,16 5,91
13 40,00 | 1011 11,59 4,88 5,12
14 40,00 | 1011 28,41 4,43 4,42
15 40,00 | 10,11 20,00 4,59 4,45
16 40,00 | 1011 20,00 4,37 4,45
17 40,00 | 10,11 20,00 4,44 4.45
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Os resultados apresentados na Tabela 4.3.4 mostram que a massa
celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B foi maximo no ensaio 12 em
que a concentracdo de AMM foi maxima. O ponto central do planejamento,
experimentos 15, 16 e 17, ndo apresenta a maior concentracao celular, portanto o
ponto maximo na otimizacdo dessa variavel ndo foi proximo as condi¢gbes centrais
do planejamento.

A Figura 4.3.4 mostra o grafico de concentracdes celulares preditas em
funcdo das observadas. Observa-se que os valores observados ficaram distribuidos
proximos dos preditos (r = 98359), levando a uma tendéncia constante e a

distribuicdo normal dos mesmos.

Valores Preditos

1,5 : : : : : : . .
15 2.0 25 3.0 35 40 45 5,0 5.5 6.0

Valores Observados

Figura 4.3.6 — Concentracées celulares preditas da cepa Leuconostoc
mesenteroides FT045B, em mg/mL, versus obtidas através do Planejamento

composto Central.

A partir da regressdo multiplam, a seguinte equacéo geral (4.3) foi obtida

para a concentracao celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B:

Concentracdo Celular = 4.433057 + 00.326175 X;+ 1.000884 X, - 0.118086 Xj -
0.131155 X1X, - 0.094659 X1X3 - 0.126593 X,X5 - 0.050932 (X1)? -0.288531 (X)* +
0.005640 (X3)? (4.3)
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A Tabela 4.3.5 apresenta a regressdo multipla, com o coeficiente de
determinacdo (R?), os resultados obtidos dos efeitos significativos das variaveis
estudadas, e o valor de F da distribuicdo de Fisher como resposta a concentracao
celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FTO45B para a equacdo geral. J4 a

tabela 4.3.6 apresenta a ANOVA para a resposta concentragao celular.

Tabela 4.3.5 - Resultados da regressao para concentracdo celular da cepa
Leuconostoc mesenteroides FT045B

Fator Codificado Variavel Parametro |t de student sigﬁii;i/ce;gc?ia
Constante f3, Bo 4,4331 48,4010 0,0000
X1 MCA 0,3262 7,5790 0,0001
X, AMM 1,0009 23,2565 0,0000
Xs K,HPO, -0,1181 -2,7439 0,0288
X1Xo MCA/AMM -0,1312 -2,3335 0,0523
X1Xs MCA/K ,HPO, -0,0947 -1,6842 0,1360
XoXs AMM/K ,HPO, -0,1266 -2,2523 0,0590
X1X1 MCA/MCA -0,0509 -1,0742 0,3184
XoXo AMM/AMM -0,2885 -6,0855 0,0005
XsXa K,HPOL/K,HPO, 0,0056 0,1190 0,9087
R= 0,994; R2= 0,989; F(9,7)=73,368; Ft = 3,68
Tabela 4.3.6 — ANOVA para a resposta atividade enzimatica
SS df MS F P

(JMCA (g/L)(L) 15149 | 1,0000 | 1,5149 | 33,1371 | 0,0007

MCA (g/L)(Q) 0,0015 | 1,0000 | 0,0015 | 0,0330 | 0,8610

(2)AMM (g/L)(L) 14,3040 | 1,0000 | 14,3040 | 312,8902 | 0,0000

AMM (g/L)(Q) 0,6559 | 1,0000 | 0,6559 | 14,3481 | 0,0068

(3)KHPO, (g/L)(L) 0,1619 | 1,0000 | 0,619 | 3,5424 | 0,1018

KHPO, (g/L)(Q) 0,0227 | 1,0000 | 0,0227 | 04960 | 0,5040

1L por 2L 0,1269 | 1,0000 | 0,1269 | 2,7767 | 0,1396

1L por 3L 0,0717 | 1,0000 | 0,0717 | 1,5680 | 0,2507

2L por 3L 0,1436 | 1,0000 | 0,1436 | 3,1405 | 0,1197

Erro 0,3200 | 7,0000 | 0,0457
Total SS

16,8645 | 16,0000

Foram eliminadas as varidveis com nivel de significancia superior a 5%,
sendo desprezadas as interagbes XiX; (MCA/AMM), X1X3 (MCA/K:HPO,) e XoX3
(AMM/K,HPO,) e as interacdes quadraticas (X1)? e (X3)*(K:HPOL/K,HPO,).
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A Tabela 4.3.7 apresenta o coeficiente de determinacdo (R?, os
resultados obtidos dos efeitos significativos das variaveis estudadas, e o valor de F
da distribuicio de Fisher como resposta a concentracdo celular da cepa

Leuconostoc mesenteroides FT045B para a equacéo ajustada.

Tabela 4.3.7 - Resultados da regressdo para a concentracdo celular da cepa
Leuconostoc mesenteroides FT045B para a equacdo ajustada.

-~ ] Nivel de

Fator Codificado Variavel Parametro  t|de student o
significancia

Constante f8o Bo 0,0785 55,8871 0,0000

X1 MCA 0,0645 5,0531 0,0002

Xz AMM 0,0645 15,5058 0,0000

XoX2 AMM/AMM 0,0662 -4,2041 0,0010

R= 0,978 R2= 0,956; F(3,13)= 94,546; Ft = 3,41

A tabela 4.3.7 mostra que as variaveis concentracdo de MCA e AMM
influenciam no rendimento celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B.

O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Ft) para um
nivel de significancia de 5%. Pode-se entdo rejeitar Ho no nivel de significancia de
5%, o que significa 95% de confianca que o modelo é significativo.

O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,95 indica ajuste adequado dos
dados experimentais para a resposta de atividade enzimatica, frente a equacao
empirica proposta, ou seja, 95% da variabilidade dos dados foram explicados pela
equacao do modelo ajustado.

Para visualizar com maior facilidade o efeito das variaveis independentes
(concentracdo de MCA, AMM e de K;HPO, sobre a concentracao celular da bactéria
Leuconostoc mesenteroides FT045B, foram construidas as superficies de resposta e

as curvas de contorno (Figura 4.3.6).
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Figura 4.3.6 - Superficie de resposta e curvas de contorno para a concentracao
celular da bactéria Leuconostoc mesenteroides FT045B (A) em funcdo da

concentracdo de MCA e da concentracdo de AMM, (B) em fungcédo da concentracao
de K;HPO,4 e MCA, (C) em fungéo da concentracdo de AMM e K;HPO,.

Analisando-se as superficies de resposta e as curvas de contorno (Figura
4.3.6), verifica-se uma tendéncia ao aumento da concentracdo celular com o
aumento da concentracdo de AMM, com maiores resultados obtidos na faixa de 11 a
21,77 g/L; observa-se também que para menores concentragdes de K,HPO, (faixa

de 20 a 10 g/L), ha aumento da concentracdo celular. Quando analisamos o efeito
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da concentragdo de MCA, verificamos uma tendéncia de aumento da concentracao
celular com concentracbes maiores desta variavel, geralmente quando a
concentracéo desta esta acima de 50 g/L.

O aumento da concentracdo de AMM e de MCA a diminuicdo da
concentracdo de K;HPO,4; promoveu o aumento da concentracdo celular da cepa
Leuconostoc mesenteroides FT045B. Este comportamento pode ser visualizado
pelos gréaficos e pela analise da equacéo 4.3.4.

Comparando as concentracbes das variaveis para obtencdo das
respostas (atividade enzimética e concentracdo celular) pode-se verificar que existe
relacbes inversas entre as condicdes e as diferentes respostas, ou seja, para
concentracbes maiores de K;HPO,, obtemos melhores resultados de atividade
enzimatica, contudo para menores concentracées de K,HPO,, obtém as maiores
concentracdes celulares. Esta divergéncia das condi¢cdes com relagédo as respostas
também foi observada por Cortezi, Monti e Contiero (2005), que ao estudarem o
efeito de diferentes temperaturas na producdo de dextranasacarase utilizando
Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F), observaram que a temperatura de
31°C, a qual promovia um decréscimo na producdo enzimatica, proporcionava

aumento da concentracao celular.

4.3.3. Consumo de Substrato e pH

Assim como a atividade enzimatica e a concentracdo celular foram
medidos durante cada experimento, o consumo de substrato e o pH também foram
obtidos em cada tempo de fermentacdo. As Tabelas 4.3.8 e 4.3.9 mostram o0s
resultados médios e seus respectivos desvios padrbes obtidos pela analise de

quantificacdo de sacarose (em g/L) e da medicdo do pH, ambas em triplicata.
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Tabela 4.3.8 — Concentracdes meédias e desvios padroes de sacarose (em g/L),
obtidos durante a realizacdo dos experimentos, segundo as concentracdes das
variaveis MCA, AMM e K;HPO, estabelecidas pelo planejamento experimental.

Sacarose (g/L)
EXP
0 hora 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas
1 | 167,759 + 27,936 | 104,487 + 19,819 | 4,726 + 3,212 2,931 + 1235| 1,775 + 1164
2 | 123,974 + 26,170 | 89,424 + 15177 | 1,717 * 1,164 0,921 * 0970 | 0,573 + 0,534
3 | 164,811 * 28,919 | 41672 + 9,592 3,071 + 1,361 1,799 + 1210| 0,744 + 0,847
4 | 166,262 * 24,720 | 68,146 + 12,663 | 4,041 + 1,666 2,443 + 1,139 | 1,560 + 0,774
5 | 194,939 + 28,276 | 98258 + 16,184 | 6,775 + 1,897 4,275 + 1125| 4,356 * 1,014
6 | 162,634 + 23,714 | 104,066 + 17,917 | 3,812 + 2,680 2,181 + 1,245| 1,463 + 1,086
7| 172,114 + 16,023 | 124,064 + 19523 | 7,009 + 2,034 4,751 + 1,538 | 1,763 + 0,842
8 | 195905 * 12665 | 115973 + 18,672 | 10,119 + 2494 6,135 + 1439 | 3538 + 0,920
9 | 144,509 + 25315 | 18,469 + 6,017 0,852 + 0,827 0,414 + 0522 | 0,272 + 0,363
10 | 193544 + 29,156 | 125774 + 18566 | 3,979 + 1245 1,483 + 1577 | 0,996 + 1052
11 | 177,100 + 29,622 | 105,232 + 20,535 | 79,182 + 16,097 | 52,165 * 8,368 | 37,732 + 6,281
12 | 173475 + 32647 | 61,395 + 10,238 | 5428 + 1561 4,004 + 1279 | 1664 + 0,819
13 | 142545 + 26,401 | 71,201 + 15537 | 7,835 + 1,854 4,982 + 0841 | 3,120 + 0,952
14 | 152557 + 29,975 | 103,345 + 20,855 | 15,147 + 4,207 | 12,761 * 2,529 | 3,005 + 1,292
15 | 155602 + 14,265 | 88,757 + 18,303 | 6,010 + 1,793 4,510 * 1,705 | 3,144 + 0,837
16 | 144,224 + 24,823 | 106,775 + 19,290 | 4,804 + 1,545 5,022 + 1,239 | 2437 + 1,267
17 | 131,222 + 0,318 95,110 + 0,318 1,415 + 0,360 2,803 + 1,142 | 2,838 + 0,300
200
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Figura 4.3.7 — Efeito do tempo de fermentacdo 0, 12, 24, 36 e 48 horas na
concentracéo de sacarose, em g/L, média em triplicata dos 17 ensaios.
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Observando a Figura 4.3.7 fica nitido o decréscimo acentuado da
concentracédo de sacarose entre os tempos de fermentagao de 0 e 24 horas (houve
queda de cerca de 45% da concentracédo inicial de sacarose entre 0 e 12 horas de
fermentacdo, seguido de queda de 96,7% em média, de 0 a 24 horas), apos 24
horas, como restavam, em média apenas 3,3% da concentracgédo inicial de sacarose,
o decréscimo foi menos proeminente nos tempos seguintes até o final da
fermentacao (concentracdo média final de sacarose 1,3%).

Destes valores médios de porcentagem da concentracdo de sacarose
apresentados estdo excluidos os resultados referentes ao experimento 11, que se
mostrou bastante discrepante dos demais (em 12 horas apresentou 59,4% da
concentracédo inicial de sacarose; em 24 horas 44,71%; em 36 horas 29,46% e em
48 horas 21,30%). Isto pode ser explicado pelo fato de que este mesmo ensaio
apresentou a menor concentracdo celular e a menor atividade enzimatica,
consumindo, portanto, menor quantidade de substrato.

Como foi relatado anteriormente, em 24 horas a bactéria foi capaz de
atingir sua maior producdo de enzima como o mecanismo de acdo da enzima
dextranasacarase para a producdo da dextrana, requer moléculas de sacarose, fica

claro o consumo bastante expressivo deste substrato.
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Tabela 4.3.10 — Resultados médios e desvios padrdes do pH do meio de cultivo
obtidos durante a realizagdo dos experimentos, em fungdo das concentragbes de

MCA, AMM e K;HPO, estabelecidas no planejamento experimental.

pH

EXP. 0 hora 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas

1 7,53 £ 0,03 6,79 = 0,26 6,94 <+ 0,13 6,85 + 0,11 6,87 + 0,17
2 7,82 £ 0,05 7,12 £ 0,24 691 + 0,30 7,16 + 0,06 7,10 = 0,10
3 7,26 = 0,05 6,56 * 0,08 6,84 + 0,30 6,79 + 0,32 6,69 + 0,33
4 7,46 + 0,08 6,82 + 0,24 6,73 + 0,55 6,96 + 0,24 6,93 = 0,29
5 7,49 + 0,06 7,08 = 0,52 6,55 + 0,33 7,01 = 0,05 6,78 + 0,18
6 7,73 £ 0,04 6,72 + 0,07 6,56 + 0,40 7,01 + 0,15 7,05 = 0,15
7 7,20 = 0,03 6,71 + 0,32 6,24 + 0,74 6,44 + 0,48 6,43 + 0,49
8 746 £ 0,04 6,95 + 0,36 6,69 + 049 6,85 + 0,28 6,80 = 0,37
9 7,52 £ 0,04 7,24 + 0,32 6,92 + 0,36 7,11 + 0,19 7,11 = 0,19
10 741 £ 0,02 6,66 + 0,11 6,65 + 0,46 6,72 + 0,30 6,71 = 0,34
11 7,85 = 0,08 7,19 + 0,06 6,76 + 0,31 7,09 £ 0,10 6,95 + 0,09
12 7,28 £ 0,04 6,75 + 0,24 6,61 + 049 6,73 + 0,36 6,64 = 0,40
13 7,15 = 0,61 6,79 + 0,63 6,05 + 0,97 6,20 = 0,76 6,25 + 0,71
14 7,66 £ 0,01 7,06 £ 0,33 682 + 0,46 6,91 + 0,31 7,056 = 0,20
15 7,44 + 0,02 6,82 = 0,02 6,69 + 0,46 6,92 + 0,17 6,84 + 0,24
16 7,47 = 0,03 6,94 + 0,66 6,98 + 0,33 6,92 + 0,26 6,80 + 0,33
17 7,60 + 0,11 6,94 + 0,16 480 + 3,63 7,14 + 0,18 7,06 + 0,24
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Figura 4.3.8 — Média de triplicatas do pH dos meios de cultura dos 17 ensaios
usando Leuconostoc mesenteroides FT045B
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Observando a Tabela 4.3.10, pode-se concluir que todas as
fermentacdes, apos 12 horas de cultivo apresentaram pH entre 7,14 e 6,05, com
excecdo do experimento 2, que com 36 horas de fermentacéo apresentou pH 7,16, o
experimento 11 com 12 horas de fermentacéo (pH 7,19) e o experimento 9 também
com 12 horas de fermentacao (pH 7,24).

Este decréscimo do pH (7,85 a 6,05) do meio de cultivo pode ser
explicado pela producdo de acidos e outros subprodutos que sao excretados pelo
micro-organismo durante a fermentacdo. Este fato também foi observado por
Contiero, Cortezi et al. (2006).

Veljkivic, Lazic et al. (1992) relataram que o pH do meio de cultura,
inicialmente em 7,0 decrescia para 4,2 ou 4,3 durante a fermentacdo. A fermentacao
foi feita sem controle de pH e iniciando com pH 7,0. Embora houvesse alta
fermentacdo. A maior produgdo da enzima ocorreu quando o pH atingiu 6,9 e
continuou até pH 6,0.

Tsuchiya, Koepsell et al. (1952) fizeram experimentos com controle de pH,
sendo que foram testadas fermentacées com pH de 6,1, 6,3, 6,7 e 7,0 £ 0,1. O
méximo rendimento ocorreu em pH 6,7. O pH do meio de cultura, inicialmente em
7,0 decresceu para 4,2 ou 4,3. Quando o pH decresce de 5,0 a 5,5, a enzima é mais

ativa e transforma sacarose em dextrana e frutose.

4.4. Otimizacao da relacao taxa de aeracao/velocidade de agitacéao

Os ensaios de determinacdo das melhores condigcbes de fermentagéo
qguanto velocidade de agitacao (VA) e taxa de aeracao (TA) foram feitos com meio
de cultura contendo MCA (23,18 g/L), AMM (20,00 g/L), K;HPO,4 (20,00 g/L), CaCl,
(0,02 g/L), MgSO4 (0,2 g/L), NaCl (0,01 g/L), FeSO,4 (0,01 g/L) e MnSO4 (0,01 g/L)
em biorreator e tiveram por objetivo estabelecer diferentes condi¢des de aeracéo, a
serem utilizadas no processo fermentativo para producdo de dextranasacarase por
Leuconostoc  mesenteroides FT045B. Além disso, proporcionar maior
reprodutibilidade dos dados experimentais em reatores com outras geometrias e

outros sistemas de distribuicao de ar.

4.4.1. Otimizacao das condi¢des de cultura por PFC - Atividade Enzimatica
Observa-se que 8 horas de fermentacdo foram necessarias para que

fosse obtida a maior atividade enzimatica em todas as fermentages realizadas.



85

. 300
—
E
= 250 ——A
. B
E 200 v
A —tr—C
7]
g 15.0 \ —<D
£ ¥
E 10,0 —+—E
= F
T 50
= i G
2 B
E I:I.l:l 1 T T T T 1 H
T 0 2 4 5 g 10 12 |
Tempo de Fermentagdo (horas)
Figura 4.3.9 — Atividade enzimatica de dextranasacarase de Leuconostoc

mesenteroides FT045B.

A maior atividade enzimatica obtida foi referente ao experimento C, que
foi feita com agitacdo de 100 rpm e aeracdo de 1 vwm. Nesta etapa foi realizada a
otimizacao das variaveis TA e VA no processo de producéo de dextranasacarase.

Os resultados obtidos para o melhor tempo de fermentacédo (8 horas)
foram analisados por regressdo mudltipla, utilizando o programa Statistica 7.1 e
considerando como fatores os termos isolados, as interagbes e os quadraticos das
variaveis estudadas.

A determinacéo dos parametros significativos foi feita através de teste de
hipétese utilizando t de Student com nivel de significancia de 5%, sendo
desconsiderados, para os resultados obtidos: atividade enzimética e concentracdo
celular, os parametros que apresentam nivel de significancia maior que este valor. O
coeficiente de correlacdo quadratico R?* também foi utilizado para todas as
respostas, a fim de constatar a significancia ou ndo do modelo ajustado.

A tabela abaixo (Tabela 4.3.12) mostra as atividades preditas e as obtidas

de dextranasacarase.
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Tabela 4.3.12 — Resultados preditos e observados relativos a atividade enzimatica
da dextranasacarase produzida em cada ensaio do planejamento composto central

Atividade Enzimatica ( IU/mL)
EXP. | VA(rpm) | TA(vvm)

Observados Preditos
A 100,0 0,0 3,7 3,7
B 100,0 05 3,5 3,6
C 100,0 1,0 4,0 4,0
D 150,0 0,0 2,0 2,0
E 150,0 05 2,0 1,9
F 150,0 1,0 25 2.4
G 200,0 0,0 14 14
H 200,0 05 14 14
! 200,0 1,0 1,9 2,0

A Figura 4.3.10 mostra o grafico de atividades preditas em funcédo das

observadas. Observa-se que as atividades observadas ficaram distribuidas préximas

das preditas (0,99948), levando a uma tendéncia constante e a distribuicdo normal

das mesmas.
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Figura 4.3.10 —Atividade Enzimatica (UDS/mL) preditas versus obtidas.
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A partir da regressao multipla feita com base nos resultados relatados e

dados do planejamento fatorial completo, a seguinte Equacao geral 4.4 foi obtida

para a atividade enzimatica da dextranasacarase (AE):

Atividade Enzimética =

X2

1,94222-1,08167 X1+ 0,21500 X+ 0,53167 X;°+ 0,28167

(4.4)

As Tabelas 4.3.13 e 4.3.14 apresentam a regressao multipla e a ANOVA,

coeficientes de determinacdo (R? e os resultados obtidos dos efeitos significativos

das variaveis estudadas como resposta a atividade enzimética da dextranasacarase.

Tabela 4.3.13 — ANOVA para a resposta atividade enzimatica.

SS df MS F P
(VA (rpm)(L) 7,02002 | 1,00000 | 7,02002 | 2493,95300 | 0,00002
VA (rPm)(Q) 0,56534 | 1,00000 | 0,56534 | 200,84400 | 0,00076
(2) TA (wm)(L) 0,27735 | 1,00000 | 0,27735 | 98,53200 | 0,00218
TA (Wm)Q 0,15867 | 1,00000 | 0,15867 | 56,37000 | 0,00490
1L por 2L 0,02560 | 1,00000 | 0,02560 | 9,09500 | 0,05695
Erro 0,00844 | 3,00000 | 0,00282
Total SS 8,05542 | 8,00000

da

Tabela 4.3.14 - Resultados da regressdo para atividade enzimatica
dextranasacarase
CodFi?i::Oar do Variavel Parametro t de student Sig’;‘}:}:{%gga
Constante o Bo 1,9422 28,2450 0,0000
X1 VA -1,0817 -28,7194 0,0000
Xz TA 0,2150 5,7085 0,0047
X1Xa VAITA 0,5317 8,1501 0,0012
XiXq VAIVA 0,2817 4,3177 0,0125
XXz TAITA 1,9422 28,2450 0,0000

R=0,99788462; R?=0,99577372 F(4,4)= 235,61; Ft =6,39

As tabelas 4.3.13 e 4.3.14 mostram também que as variaveis que

influenciam a atividade enzimatica sédo: a TA, além da interacdo TA/TA, sendo que

quanto menor a TA e a interacdo TA/TA, melhor é a producéo de dextranasacarase.



88

Comparando o F calculado (Fc) e o F tabelado (Ft) para nivel de
significancia de 5% (Tabelas 4.3.14), verifica-se que o primeiro apresentou seu

resultado maior que segundo, desta forma, podemos interpretar esta comparacao

pelo teste de hipotese e rejeitar Hp e considerar que o modelo é significativo com

confianca de 95%.

Logo abaixo (Figura 4.3.11) é possivel visualizar a superficie de resposta

e a curva de contorno para o efeito das variaveis VA e TA sobre a atividade

enzimatica da dextranasacarase produzida

pela bactéria Leuconostoc
mesenteroides FT045B.
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Figura 4.3.11 -

Superficie de resposta para a atividade enzimatica de
dextranasacarase produzida em funcéo da TA e da VA.

A figura 4.3.11 mostra que a maxima producdo de dextranasacarase foi
obtida com a velocidade de agitacdo a 100 rpm e taxa de aeracao a 1,0 vvm.
Também ¢é possivel verificar que existe uma regido O6tima com o aumento da
aeracdo e com a diminuicdo da agitacdo. Fica bastante evidente esta regido quando
se observa a mesma figura, referente a curva de contorno para a atividade

enzimatica em funcédo da variacdo da VA e da TA, onde se encontra uma faixa de
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combinacdes de TA (0,8 a 1,0 vwm) e VA (80 a 100 rpm). A partir desta andlise,
sabe-se qual a variacdo de VA (x10 rpm) que pode ser admitida ao redor de 90 rpm
(valores otimos) e TA 1,0 vwm (20,2 vvm) que mantera o processo na condicéo
otimizada.

Barker, Ganetsos e Ajongwhen (1993) avaliaram o efeito da TA (0,17; 2,0;
4,0 e 0 vwm) sobre a producgéo de dextranasacarase com a cepa NRRL B 512 (F) a
23°C e pH 6,7. Eles constataram que a maior atividade foi atingida com a auséncia
de TA (23,3 UDS/mL) e a segunda maior atividade com a TA de 1L/minuto (20,1
uUDS/mL).

Alsop (1983) constatou que o rendimento da enzima dextranasacarase foi
maior sob condicbes de injecdo de ar quando comparado com condicbfes sem
aeracao ou com aeracao de oxigénio puro.

Ao comparar as cepas NRRL B-1299 e NRRL B512F, DOLS et al. (1997)
verificaram que a manutencdo do pH constante e das condi¢cbes de aeracéo tiveram
pouco efeito no desempenho da cultura e na producédo da enzima pela cepa B-1299,
guando comparado com outras linhagens. A fermentacdo ndo aerada apresentou a
producdo mais baixa de dextranasacarase. O melhor rendimento da enzima foi
obtido com a fermentagdo aerada com atmosfera de N,. Este experimento também
apresentou 0 menor crescimento de biomassa. Fermentacbes bem aeradas
apresentaram a maior biomassa e 0 maior rendimento da dextrana.

Koepsell e Tsuchiya (1952) fizeram testes em laboratorio que
comprovaram que o rendimento da enzima € invariavelmente mais alto quando a
fermentacdo é conduzida com agitacdo, quando comparados a fermentacdes sem
agitacao.

Ao se comparar os resultados de atividade enzimatica obtidos na primeira
fase deste trabalho (planejamento composto central) com os resultados obtidos
nesta etapa, pode-se constatar que existe um pequeno decréscimo dos resultados
da etapa anterior com relacdo a etapa atual. Isto pode ser explicado pelo fato de que
as condicOes obtidas para a realizacdo da fermentacdo em frascos Erlenmeyers em
shaker séo bastante diferentes das condicbes empregadas no biorreator e devido a
estas adaptacbes a cepa se desenvolve diferentemente, proporcionando
produtividade enzimatica menor. Alguns estudos demonstraram que fermentacdes
com pH controlado causam diminuicdo na producdo da enzima, como Lazic,
Veljkovic et al. (1993) e Contiero, Cortezi et al. (2006).
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Lazic, Veljkovic et al. (1993) realizaram fermentacdo com controle de pH a
6,7 e a 5,5, apresentando os mesmos resultados, mas descobriram que a pH 5,5 e
aeracao 0,05 vvm, a producao da dextrana € favorecida e o tempo de fermentacéo é
diminuido. Descobriram que a producéo da dextrana depende do pH em que se esta
realizando a fermentagcdo, e que esta producdo é maior a pH 5,5 que a 6,7 ou
guando o pH néao é controlado.

Para explicar este comportamento sugere-se que a dextranasacarase
seja mais estavel a pH 5,5 e que em pH 6,7; o organismo utiliza tanto a glicose
quanto a frutose diminuindo a quantidade de dextrana e de frutose, em comparacao
ao inicio da fermentacdo, sendo que a glicose € mais consumida que a frutose. O
mesmo efeito € esperado em pH maiores, no inicio da fermentacdo sem controle de

pH.

4.4.2. Otimizag&o das condigdes de cultura por PFC - Concentracéo celular

Nesta etapa foi feita a otimizacdo das variaveis taxa de aeracdo e
velocidade de agitacdo no processo de producdo de dextranasacarase, cOomo
relatado anteriormente, contudo os dados de concentracdo celular também foram
obtidas e analisadas neste topico.

A Tabela 4.3.15 apresenta a média das respostas obtidas, em cada
tempo de fermentacdo, e seus respectivos desvios padrfes, que representam a
variabilidade estatistica, da concentragdo celular da cepa Leuconostoc

mesenteroides FT045B, para cada experimento fatorial completo.
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Tabela 4.3.15 — Resultados médios e desvios padrbes da concentracdo celular da
cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B, obtidos pela fermentacdo meio de cultura
otimizado, em funcéo das variaveis VA e TA determinadas pelo planejamento fatorial
completo.

Concentracdo Celular (mg/mL)
EXP 0 hora 2 horas 4 horas
A 0,002 + 0,001 0,003 + 0,001|0,006 + 0,001
B |0,001 + 0,001|0,002 + 0,001|0,005 = 0,001
C |0,001 £ 0,001|0,002 + 0,001]|0,007 + 0,001
D |0,002 + 0,001|0,003 £ 0,001|0,006 = 0,001
E |0,001 + 0,001 0,002 + 0,001|0,007 + 0,001
F |0,001 + 0,001|0,004 + 0,001 0,006 + 0,001
G |0,002 + 0,001|0,003 + 0,001 0,006 + 0,001
H |0,001 + 0,001|0,004 + 0,001|0,006 + 0,001
I 10,002 + 0,001]0,003 + 0,001 0,007 + 0,001
Concentracdo Celular (mg/mL)
EXP 6 horas 8 horas 10 horas
A |0,008 + 0,001 0,014 + 0,002 |0,016 + 0,002
B |0,012 + 0,002|0,025 + 0,003|0,026 = 0,003
Cc |0,012 + 0,002|0,016 + 0,002|0,016 + 0,002
D |0,011 + 0,002|0,023 + 0,003|0,023 = 0,003
E |0,012 + 0,002 0,035 + 0,004 (0,035 + 0,004
F |0,012 + 0,002|0,025 + 0,003 0,027 + 0,003
G |0,012 + 0,002|0,018 + 0,002 |0,020 + 0,002
H |0,013 + 0,002|0,029 + 0,003|0,030 = 0,003
I 10,011 + 0,002]0,020 + 0,002 0,020 + 0,002

Observando a Tabela 4.3.15 é possivel verificar que pela combinacéo das
variaveis segundo o planejamento fatorial completo realizado com as variaveis
agitacao e aeracgao, houve variagéo de 0,0005 a 0,0350 mg/mL (experimento E com
0 e com 10 horas de fermentacdo), sendo esta a maior variagdo de concentracéo
celular relatada dentre os demais ensaios.

Observa-se também que 10 horas de fermentacdo foram necessarias
para que fosse obtido o maior concentracdo celular de todas as fermentacdes,
sendo que a concentracdo celular teve menor aumento entre 8 e 10 horas,
representando a fase estacionaria da cepa.

Com 8 horas de fermentagcdo, nenhum experimento apresentou
concentracdo menor que 0,0143 mg/mL, sendo que em O hora a média de

densidade otica era de 0,0012 mg/mL. Desta forma, comparando-se as meédias
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iniciais e as médias finais da concentracao celular, pode-se concluir que a densidade
Otica aumentou aproximadamente 19 vezes em 10 horas de fermentacao.

O ponto central do planejamento (experimento E) apresenta o melhor
resultado de concentracédo celular, portanto 0 ponto maximo na otimizacdo desta

variavel foi proximo as condi¢des centrais do planejamento.

Concentragao Celular (mg/mL)

Tempo de Fermentacgdo (horas)

Figura 4.3.12 — Concentragdo de massa celular de L. mesenteroides FT 045B em
diferentes condi¢bes de cultivo.

O melhor tempo para a producédo de massa celular pode ser considerado
8 horas de fermentacdo, que proporcionou maior aumento do niumero de células
com relacdo aos demais tempos, caracterizando o apice da fase log da curva de
crescimento. Os resultados obtidos para o melhor tempo de fermentacao (8 horas)
foram analisados por regressdo mudltipla, utilizando o programa Statistica 7.1 e
considerando como fatores os termos isolados, as interacdes e os quadraticos das
variaveis estudadas.

A determinacdo dos parametros significativos foi feita através de teste de
hipotese utilizando uma t de Student com nivel de significancia de 5%, sendo
desconsiderados, para o resultado obtido de massa celular, os parametros que
apresentam nivel de significAncia maior que este valor. O coeficiente de correlacao
quadratico R?, também foi utilizado para todas as respostas, a fim de constatar a

significancia ou ndo do modelo ajustado.
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A tabela abaixo (Tabela 4.3.16) mostra os resultados preditos e o0s
resultados observados para a concentracdo celular obtidas pelas andlises propostas

pelo planejamento fatorial completo.

Tabela 4.3.16 — Concentracdo de massa celular de L. mesenteroides FT045B em
funcdo da taxa de aeracéo e velocidade de agitacao

TA Concentragdo Celular (mg/ mL)
EXP. | VA (rpm)

(vwm) Observadas Preditas

A 100,00 0,00 0,0143 0,0141
B 100,00 0,50 0,0251 0,0252
C 100,00 1,00 0,0156 0,0158
D 150,00 0,00 0,0226 0,0231
E 150,00 0,50 0,0347 0,0344
F 150,00 1,00 0,0252 0,0250
G 200,00 0,00 0,0178 0,0175
H 200,00 0,50 0,0287 0,0289
I 200,00 1,00 0,0195 0,0196

Os experimentos que apresentaram maior discrepancia entre as
concentracbes preditas e 0s observadas foram os realizados com 0,0 vwm de
aeracao (experimentos G, A e D), ja os experimentos B, | e H demonstraram mais
coerentes com as concentracdes celulares preditas (todas com discrepancia menor
que 0,6%).

A Figura 4.3.13 mostra o grafico de resultados preditos em funcdo dos
observados. Observa-se que a distribuicdo dos resultados observados ficaram
proximos dos preditos (r = 0,9991), levando a uma tendéncia constante e a

distribuicdo normal dos mesmos.
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Figura 4.3.13 - Concentracdo de massa celular de L. mesenteroides FT045B em
funcdo da taxa de aeracéo e velocidade de agitacao.

A partir da regressdo mudltipla realizada com base nos resultados
observados e nos dados do planejamento fatorial completo, a seguinte equacao

geral 4.5 foi obtida para a concentracdo celular (CC):

Concentragao Celular = 0,034399 + 0,001815 X; + 0,000960 X, + 0,000114 X;X5 -
0,007347 X1? -0,010312 X, 2 (4.5)

As Tabelas 4.3.17 e 4.3.18 apresentam a regressao multipla e a ANOVA
para a resposta concentracdo celular, com o coeficiente de determinacdo (R?), os
resultados obtidos dos efeitos significativos das variaveis estudadas, e o valor de F
da distribuicdo de Fisher como resposta a concentracdo celular para a equacao

geral.
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Tabela 4.3.17 - Resultados da regressao para concentracao celular

Fator Nivel de
Codificado Variavel Parametro t de student significancia

Constante Bg Bo 0,0344 101,0501 0,0000
X1 Agitagao 0,0018 9,7357 0,0023

X Aeracdo 0,0009 5,1482 0,0142

X1 Xz Agitagéo/Aeracéo 0,0001 0,4994 0,6518

X1 X1 Agitagéo/Agitacdo -0,0073 -22,7484 0,0002
XoXo Aeracdo /Aeracgéo -0,0103 -31,9302 0,0001

R=0,999; R2=,998; F(5,3)=331,71; Ft = 9,01

Tabela 4.3.18 — ANOVA para a resposta concentracao celular
SS df MS F p

(DVA (rpm)(L) 0,00002 | 1,00000 | 0,00002 | 9478300 | 0,00230

VA (rpm)(Q) 0,00011 | 1,00000 | 0,00011 | 517,49000 | 0,00019
(2) TA (wm)(L) 0,00001 | 1,00000 | 0,00001 | 26,50400 | 0,01421

TA (Wm)Q 0,00021 | 1,00000 | 0,00021 | 1019,53700 | 0,00007
1L por 2L 0,00000 | 1,00000 | 0,00000 | 0,24900 | 0,65181
Erro 0,00000 | 3,00000 | 0,00000

Total SS

0,00035 | 8,00000

Foram eliminadas as varidveis com nivel de significaAncia superior a 5%,
desta forma a interacéo das variaveis aeracao e agitacao foi desprezada (X1Xz).

A Tabela 4.3.19 apresenta o coeficiente de determinacdo (R?), os
resultados obtidos dos efeitos significativos das variaveis estudadas, e o valor de F
da distribuicdo de Fisher como resposta a concentracdo celular para a equacao

ajustada.

Tabela 4.3.19 - Resultados da regressao para a concentracdo celular

Fator Nivel de
. Variavel Parametro t de student S )
Codificado significAncia

Constante Bg Bo 0,0344 112,1150 0,0000
Xy Agitagéo 0,0018 10,8017 0,0004

Xz Aeracao 0,0010 5,7119 0,0046

XXy Agitacao/Agitacdo -0,0073 -25,2393 0,0000
XoX, Aeracéo /Aeracao -0,0103 -35,4265 0,0000
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R=0,999; R?= 0,998; F(4,4)=510,34; Ft = 6,39

Pela analise da Tabela 4.3.19 pode-se observar que com o0 aumento da
agitacao e da aeracao a concentracdo celular também aumenta, contudo o inverso

ocorre com as interacdes quadraticas Xi° e X,%, ou seja, com a diminuicdo dos

valores das interagbes quadraticas (VA/VA e TA/TA), a concentracdo celular
aumenta.

O valor do F calculado (Fc) € maior que e o do F tabelado (Ft) para um
nivel de significancia de 5%, pode-se interpretar esta comparacao pelo teste de

hipotese e rejeitar Hy e considerar que o modelo é significativo, com confianca de
95%.

O coeficiente de determinacdo (R?) de 0,99 indica um ajuste adequado
dos dados experimentais para a resposta de atividade enzimatica, frente a equacao

empirica proposta, ou seja, 99% da variabilidade dos dados foram explicados pela
equacao do modelo ajustado.

Logo abaixo (Figura 4.3.14) € possivel visualizar a superficie de resposta
e a curva de contorno para o efeito das varidveis agitacdo e aeracdo sobre a
concentracéo celular da cepa Leuconostoc mesenteroides FT045B.
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Figura 4.3.14 - Superficie de resposta para a concentracdo celular da cepa
Leuconostoc mesenteroides FT045B em funcéo da agitacdo e da aeracgao.

Analisando a Figura 4.3.14 pode-se visualizar que existe uma regido de
maior concentracdo celular que foi atingida com o aumento da aeracdo e da
agitacdo. A faixa de combinacdes de agitacao (130 a 180 rpm) e aeracéo (0,3 a 0,8
vvm) refere-se aos maiores resultados encontrados para a concentragao celular,
embora estes sejam condi¢fes para resultados baixos de atividade enzimética.

Embora neste estudo tenha sido comprovado que a diminuicdo da
aeracdo induz ao aumento da concentracdo celular, Johnson e McCleskey (1957)
Plihon, Taillandier e Stre Haiano (1995) Lebrun, Junter et al. (1994) consideram que

0 oxigénio afeta positivamente o crescimento.

4.4.3. Consumo de Substrato

Assim como a atividade enzimatica e a concentragdo celular foram
medidos durante cada experimento, o0 consumo de substrato também foi mensurado
em cada tempo de fermentacédo. A tabela 4.3.20 mostra os resultados médios e seus
respectivos desvios padrdes obtidos pela realizacdo da analise de quantificacdo de

sacarose (em g/L) em triplicata.
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Tabela 4.3.20 — Resultados médios e desvios padrdes de sacarose (em g/L), obtidos
durante a realizacdo dos experimentos, em fungdo da agitacdo e aeracdo

estabelecidos por planejamento fatorial completo.
Sacarose (g/L)
EXP. 0 hora 2 horas 4 horas
A 153,15 + 14,86 | 101,53 + 9,57 99,53 + 9,38
B 154,65 + 13,91 | 114,85 + 10,89 | 112,58 * 10,67
C 153,35 + 16,34 | 128,07 + 12,22 | 125,54 + 11,97
D 154,24 + 16,41 | 129,83 + 12,66 | 127,27 + 12,40
E 154,45 + 13,03 | 114,54 + 11,04 | 112,28 + 10,82
F 156,42 + 18,47 85,81 + 8,10 84,13 + 7,93
G 153,09 + 5,52 100,49 + 9,57 98,51 + 9,38
H 152,99 + 12,00 | 103,40 + 10,01 | 101,37 + 9,81
I 155,07 + 15,67 98,93 + 9,42 96,98 + 9,23
Sacarose (g/L)
EXP. 6 horas 8 horas 10 horas
A 66,24 + 6,19 0,38 + 0,15 0,11 + 0,07
B 74,86 + 7,04 0,27 + 0,15 0,74 + 0,37
C 83,41 + 7,90 2,77 + 0,15 0,90 + 0,44
D 84,55 + 8,19 2,92 + 0,07 0,53 + 0,22
E 7466 + 7,14 3,29 + 0,00 0,11 + 0,07
F 56,08 + 5,24 3,50 + 0,15 0,48 + 0,15
G 65,57 + 6,19 3,81 + 0,15 0,69 + 0,29
H 67,45 + 6,47 0,58 + 0,44 0,32 + 0,22
I 64,56 + 6,09 4,54 + 0,29 0,69 + 0,29
160,0 —
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_ 120,0 B
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Figura 4.3.15 — Concentracao de sacarose nos meios de fermentacdo em funcdo da
taxa de aeracgéo e velocidade de agitacao
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O gréafico apresentado na Figura 4.3.15 mostra que houve decréscimo
acentuado da concentracdo de sacarose com relacdo a concentracao inicial, entre
os tempos de fermentacéo de 0 a 2 horas (média de 33,9%), de 4 a 6 horas (média
de 56,9%) e de 6 a 8 horas (média de 98,5%) sendo que os intervalos de 2 a 4 horas
(média 35,2%) e de 8 a 10 horas (média de 99,7%) apresentaram decréscimo
bastante proximo do valor encontrado para os respectivos tempos de fermentacdes
anteriores, caracterizando faixas de menor consumo. Isto fica evidente pela anélise
da Figura 4.3.15, onde é possivel ver nestas faixas de tempo, que o grafico mostra

uma linha com concentragdes basicamente constantes de sacarose.

5. CONCLUSOES

A respeito do estudo sobre os métodos de analise da atividade enzimatica
da dextranasacarase, foi concluido que a medicdo direta da dextrana apds sua
precipitacdo da solucdo reacional, seguida de reprecipitacdo (2 vezes) (Métodos | e
[Il) proporciona os resultados mais acurados da quantidade de dextrana sintetizada
pela dextranasacarase e, portanto este € o método que deve ser utilizado para obter
resultados confidveis da atividade enzimatica da dextranasacarase e para estudos
cinéticos.

Também pode-se concluir que o uso de métodos quantificadores dos
grupos redutores para determinar a atividade da dextranasacarase e de enzimas
relacionadas pela medicdo dos valores redutores da D-frutose formada, gera
resultados altos devido a oxidacdo da D-frutose e da dextrana. Este € o caso
especifico dos métodos do DNS e do ferricianeto/arsenomolibidato, ambos na
presenca ou auséncia de dextrana.

Sobre a caracterizacdo do polissacarideo produzido pelo micro-organismo
Leuconostoc mesenteroides FT045B, a massa molar média da dextrana FT045B foi
determinada como 91.535,56 Da e o grau de polimerizacdo médio foi de 564,92,
ambos determinados pela medicdo dos valores redutores e dos carboidratos totais.
Para assegurar que o polissacarideo produzido tratava-se de dextrana real, com a
cadeia principal formada principalmente de ligagbes a-1,6-glicopiranosidicas, a
dextrana foi hidrolisada com endodextranase produzida por Penicillium sp e os
produtos principais detectados foram a isomaltose e a isomaltotriose, que

representam os produtos da hidrdlise das ligacdes a-(1,6).
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Foi encontrado menos de 5% de ligagbes secundarias, tais como a-(1,3),
a-(1,4) ou a-(1,2), uma vez que a hidrélise ocorreu acima de 20-30% da estrutura da
dextrana. A reacdo do receptor com maltose e dextranasacarase FT045B rendeu
mais de 20% de panose e 19% de ligacdes ramificadas (DP4), produtos que sao
comumente encontrados neste tipo de reagéao.

A andlise dos espectros de FTIR e 'H RMN confirmou que o
polissacarideo produzido pela Leuconostoc mesenteroides FT045B é altamente
linear com ligacdes a-(1,6) e 2,1% de ramificacbes a-(1,3). A dextrana comercial
B512F adquirida da Sigma mostrou resultados muito similares aos obtidos com a
nova dextrana FT045B, demonstrando que as estruturas podem ser consideradas
idénticas. E bastante importante descobrir novos organismos capazes de produzir
dextrana altamente linear.

Conclui-se que na otimizagcédo da producdo de dextranasacarase, que 0S
resultados mostraram potencialidade na substituicdo da sacarose e do extrato de
levedura por MCA e AMM, respectivamente. As superficies de resposta
demonstraram que os melhores resultados para a atividade da dextranasacarase
(4,03 1IU/mL) foram obtidos com a faixa otimizada de 16 a 21,77 g/L de AMM, 32 a
44 g/L de MCA e 26 a 28,41 de K,;HPO, em 24h de fermentacdo em termo agitador
Leuconostoc mesenteroides FT 045B.

Foi possivel verificar que existe uma regido Otima com o aumento da
aeracdo e com a diminuicdo da agitacdo. Existe uma faixa de combinacfes de
aeracéo (0,8 a 1,0 vwm) e agitacao (80 a 100 rpm), a partir da qual, sabe-se qual a
variacdo de agitacao (10 rpm) que pode ser admitida ao redor de 90 rpm (valores
otimos) e da taxa de aeracdo 1,0 vwm (x0,2 vvm) que manterd o0 processo na
condicao otimizada.

Embora ndo tenha sido obtido um ponto 6timo de concentracdo celular
em funcdo das variaveis estudadas, verificou-se a tendéncia ao aumento da
concentracdo celular com o aumento da concentracdo de AMM, com maiores
volores obtidos na faixa de de 11 a 21,77 g/L; observou-se que para concentracdes
menores de K;HPO, (faixa de 12 a 30 g/L), também existe uma tendéncia ao
aumento da concentracdo celular; e para a concentracdo de MCA, o aumento da
concentracdo celular com concentracfes maiores desta variavel, geralmente quando

a concentracao desta esta acima de 50 g/L.
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Foi possivel visualizar que existe uma regido de maior concentracdo
celular que foi atingida com o aumento da aeracdo e da agitacdo. A faixa de
combinac¢des de agitacdo (130 a 180 rpm) e aeracédo (0,3 a 0,8 vvm) refere-se aos
maiores resultados encontrados para a concentracdo celular, embora estas sejam

condicdes para resultados baixos de atividade enzimatica .
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