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RESUMO

A levana ¢ um polissacarideo formado basicamente de unidades de frutose ligadas em
B(2—6). Este biopolimero possui diversas aplicacdes tanto na industria alimenticia quanto na
area da satde. A levana ¢ produzida pela bactéria Gram-negativa Zymomonas mobilis. Por
fermentagdo de um meio contendo sacarose, esse microrganismo lanca ao meio de cultura
duas enzimas extracelulares: a sacarase extracelular e a levanasacarase. A enzima sacarase
extracelular (SacC) tem uma alta atividade especifica de hidrélise de sacarose € a enzima
levanasacarase (SacB) é responsavel tanto pela hidrélise do dissacarideo quanto pela
formacdo de levana. Dentre os fatores que regulam as atividades enzimaticas podemos citar o
tampdo utilizado (pH), a temperatura, a concentracdo de sacarose e a presenca de ions
metélicos. O presente projeto teve por objetivos determinar os melhores parametros para a
producdo do biopolimero levana e seu extrato enzimatico, apds fermentacdo do meio de
cultura por Zymomonas mobilis CCT 4494. Além disso, foi caracterizado o extrato enzimatico
quanto a atividade de hidrolise de sacarose e de formacdo de levana. Os resultados obtidos
mostraram que a maior produgdo de levana ocorreu em 96horas de fermentacdo, num meio
contendo 200g/L de sacarose, incubado a 30°C, 200rpm e pH inicial de 6,0. Entretanto, o
extrato enzimatico bruto com maior atividade de sacarase foi obtido num meio com 200g/L de
sacarose, 200rpm, 30°C, pH inicial de 7,0 e 6 horas de incubagdo. Para a caracterizagdo deste
extrato enzimatico bruto, quanto a sua atividade de hidrdlise de sacarose, inicialmente
determinou-se o periodo ideal de reacdo com o substrato, sendo o mesmo definido como 10
minutos. Posteriormente foram determinados o pH, a temperatura e a concentracdo de
sacarose Otimos, sendo de 4,0, 40°C e 0,15M, respectivamente. O sistema enzimatico teve a
maior estabilidade em pH 4,0, mantendo 100% de sua atividade de sacarase, ¢ em valores de
pH 5,5 e 6,5 manteve praticamente 80 ¢ 65% de sua atividade, respectivamente, sendo
inativado em valores de pH acima de 7,0. Também permaneceu estdvel em temperaturas de
25 a 40°C, mantendo 100% de sua atividade de sacarase. A maior producdo da enzima
levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto, livre de células, responsavel pela
formagdo de levana, ocorreu apos 12horas de incubacdo de Zymomonas mobilis CCT 4494
num meio contendo sacarose 200g/L adicionado de sais, pH inicial de 7,0, agitacdo de
200rpm e temperatura 30°C. Antes da caracterizacdo da enzima responsavel pela formagao de

levana, foi verificada a auséncia das células bacterianas no meio reacional e producdo do



biopolimero somente pela levanasacarase. A auséncia de células foi determinada por
coloracdo de Gram. Para tanto foram realizados diferentes ensaios utilizando sacarose estéril e
nao estéril 200g/L em tampado acetato de sodio S0OmM com e sem adi¢cdo de cloranfenicol
(10png/mL) e temperatura de reacdo de 4,0°C. A maior producdo do biopolimero ocorreu no
meio reacional composto por 200g/L de sacarose ndo estéril em tampdo acetato de sodio
50mM e pH 4,0, temperatura de reacdo 30°C e adi¢do de cloranfenicol. Para caracterizag@o da
enzima levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto e conseqiiente determinagdo da
maior atividade de formacdo de levana foi utilizada a metodologia de superficie de resposta,

seguindo um planejamento fatorial do tipo 3*°

. As variaveis independentes estudadas foram:
pH do meio reacional, tempo e temperatura de reacdo e concentragdo de sacarose presente no
meio, totalizando 81 experimentos, realizados em triplicata. Os resultados obtidos nestes
experimentos mostraram que as variaveis independentes, concentragdo de sacarose e tempo de
reacdo, e as interacdes entre a concentracdo de sacarose € a temperatura de reagdo e entre a
concentracdo de sacarose e o tempo de reacdo foram estatisticamente significativas (p < 0,05)
para a atividade enzimatica de formac¢ao de levana. Também pode ser observado que os niveis
foram bem escolhidos devido ao baixo valor de p encontrado para o intercepto Y;
Posteriormente, verificou-se que a atividade enzimatica de formacdo de levana, do extrato
enzimatico bruto, ficou estdvel quando submetido ao congelamento durante 3 meses, ndo
havendo perda da mesma. A adi¢do de ions metalicos, CaCl, e KCI, teve efeito positivo na

atividade enzimadtica, ao aumentar a mesma em 20 e 10%, respectivamente. Entretanto a

adi¢do de MgSO4 ndo afetou a atividade enzimadtica da levanasacarase do extrato enzimatico.

Palavras-Chave: Zymomonas mobilis CCT 4494, Levanasacarase e Sacarase

Extracelulares.



ABSTRACT

The levan is a polysaccharide formed basically of units of fructose connected in
B(2—06). This biopolymer has many applications in both the food industry as in health. The
levan is produced by Gram-negative bacteria Zymomonas mobilis. By fermentation of a
medium containing sucrose, this microorganism launches to the middle of culture two
enzymes extracellular: the extracellular sucrase and levansucrase. The enzyme extracellular
sucrase (SacC) has a high specific activity of hydrolysis of sucrose and the enzyme
levansucrase (SacB) is responsible for hydrolysis of both disaccharides as the formation of
levan. Among the factors that regulate the enzymatic activities can cite the buffer used (pH),
the temperature, concentration of sucrose and the presence of metal ions. This project aimed
at determining the best parameters for the production of the biopolymer levan and its
enzymatic extract, after fermentation of the mean of culture by Zymomonas mobilis CCT
4494. Moreover, was characterized the enzymatic extract as the activity of hydrolysis of
sucrose and training of levan. The results showed that the majority production of levan
occurred on 96hours of fermentation, in a medium containing 200g/L of sucrose, incubated at
30°C, 200rpm and initial pH of 6.0. Meanwhile, the crude enzymatic extract with higher
activity of sucrase was achieved in a medium with 200g/L of sucrose, 200rpm, 30°C, initial
pH of 7.0 and 6 hours of incubation. For the characterization of this crude enzymatic extract,
as its activity in hydrolysis of sucrose, initially it was determined the ideal period of reaction
with the substrate, being the period defined as 10 minutes. Later were determined the pH, the
temperature and the concentration of sucrose great, being 4.0, 40°C and 0,15M respectively.
The enzymatic system was more stable at pH 4.0, keeping 100% of your activity of sucrase,
and pH values of 5,5 and 6,5 remained largely 80 and 65% of its activity, respectively, being
inactivated in values the pH above 7.0. It also remained stable at temperatures of 25 to 40°C,
maintaining 100% of your activity of sucrase. The increased production of the enzyme
levansucrase present in crude enzymatic extract, free of cells, responsible for the formation of
levan, occurred after 12hours of incubation of Zymomonas mobilis CCT 4494 in a medium
containing sucrose 200g/L added of salt, initial of pH 7,0, agitation of 200rpm and
temperature 30°C. Before the characterization of the enzyme responsible for the formation of
levan, was verified a lack of bacterial cells in the middle reaction and production of the

biopolymer only by levansucrase. The absence of cells was determined by Gram stain. For



both were performed different tests using sucrose sterile and non sterile 200g/L in 50mM
sodium acetate buffer with and without the addition of chloramphenicol (10pg/mL) and the
reaction of temperature of 4.0 °C. The increased production of biopolymer occurred in the
middle reaction composed of 200g/L of sucrose not sterile in sodium acetate buffer 50mM
and pH 4.0, reaction temperature of 30°C and addition of chloramphenicol. For
characterization of the enzyme levansucrase present in crude enzymatic extract and
consequent determination of the majority activity of training of levan was used the response
surface methodology, using a factorial design of the type 3*°. The independent variables
analyzed were: pH of the medium reaction, time and reaction temperature and concentration
of sucrose in the middle, totaling 81 experiments, conducted in triplicate. The results obtained
in these experiments showed that the independent variables, sucrose concentration and
reaction time, and the interactions between the concentration of sucrose and the temperature
of reaction and of the concentration of sucrose and the reaction time were statistically
significant (p <0,05 ) for the enzyme activity of training of levan. It can also be observed that
the levels were well chosen because of the low value of p found to the intercept Y;. Later it
was found that the enzyme activity of training of levan, of the crude enzymatic extract, was
stable when subjected to freezing during 3 months, with no loss of it. The addition of metal
ions, CaCl, and KCI, had positive effect on the enzyme activity, to increase it on 20 and 10%
respectively. However the addition of MgSO,4 did not affect the enzymatic activity of the

levansucrase of the enzymatic extract.

Keywords: Zymomonas mobilis CCT 4494, Levansucrase and extracellular sucrase.
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realizadas entre os niveis (-1) e (+1), para a resposta Y;, utilizando extrato
enzimatico bruto de Zymomonas mobilis CCT 4494, em tampdes acetato
de sodio (pH 4,0 e 5,00 e MES (pH 6,0) 50mM com diferentes
concentragdes de sacarose, tempo e temperaturas de reagdo.

Tabela ANOVA resumida referente a estimativa dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta atividade de formagédo de levana
(Y)), utilizando o extrato enzimatico bruto produzido por Zymomonas
mobilis CCT 4494 em meio contendo 200g/L. de sacarose acrescido de
sais minerais, temperatura de incubacdo de 30°C, agitacdo de 200rpm, pH
inicial de 7,0 ¢ 12 horas de fermentacéao.

Efeito do Congelamento sobre a atividade de formacdo de levana da
enzima levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto produzido por
Zymomonas mobilis CCT 4494.
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1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As enzimas isoladas ou purificadas sdo utilizadas como catalisadores de
reagdes em uma area chamada biocatalise. Elas sdo extremamente ativas, versateis e realizam

grande variedade de transformagdes sob condi¢des brandas e de maneira seletiva.

Atualmente a biocatalise concorre com a rota quimica ja otimizada para a
producdo de compostos industrialmente importantes, substituindo-a gradativamente, devido a

grande demanda de compostos naturais biodegraddveis que ndo causam danos ao meio ambiente.

O microrganismo Zymomonas mobilis possui um mecanismo enzimatico muito
simples para a producdo de levana. Estudos relacionados ao metabolismo de sacarose deste
microrganismo revelaram que estdo presentes trés enzimas que hidrolisam a sacarose, a enzima
sacarase intracelular (SacA ou InvA), a enzima levanasacarase extracelular (SacB) ¢ a enzima
sacarase extracelular (SacC ou InvB). A funcdo da enzima sacarase intracelular (SacA) ainda néo
¢ bem esclarecida. A enzima sacarase extracelular (SacC) contribui com 60% do processo de
hidrolise de sacarose, mas ndo catalisa a polimerizacdo de frutose em levana e nem a degradacio
do biopolimero. A enzima levanasacarase ¢ responsavel pela hidrolise da sacarose e pela
formacao de levana.

A levana é um polissacarideo de grande interesse comercial, muito versatil e
estd formado de unidades de frutose ligadas em B (2—6). Em alimentos pode ser usado como
fixador de cores e sabores, espessante ¢ estabilizante em géis para sobremesas, em temperos
prontos para salada, em pudins, sorvetes e derivados do leite, em bebidas e como invdlucro de
embutidos ou em medicina como substituto do plasma sanguineo, imunomodulador,
anticarcinogénico ¢ ainda como agente hipocolesterolémico. Sabendo-se que existe a
necessidade do desenvolvimento de novas pesquisas que viabilizem a produ¢do de levana, este
trabalho determinou os melhores pardmetros para a produgdo do biopolimero levana e do extrato
enzimdatico, durante a fermentagdo da sacarose pelo microrganismo Zymomonas mobilis
CCT 4494, e caracterizou o extrato enzimatico quanto a atividade de hidrdlise de sacarose e de

formacgio de levana.
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2- OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Determinar os melhores parametros para a producdo do biopolimero levana e
do extrato enzimatico, durante a fermentagdo da sacarose pela bactéria Zymomonas mobilis
CCT 4494, e caracterizar este extrato quanto suas atividades de hidrolise de sacarose e de

formagdo de levana (enzima levanasacarase).

2.2 - ESPECIFICOS

2.2.1 - Producio de levana e do extrato enzimatico por Zymomonas mobilis CCT 4494, em

meio contendo sacarose.

- Verificar o efeito de diferentes pH iniciais no meio de fermentacdo (5,0, 6,0 e
7,0) para a producdo de levana e do extrato enzimatico com atividade de sacarase e de formagao
de levana (enzima levanasacarase), durante 96horas de incubagao.

- Acompanhar o consumo de carboidratos nas diferentes condi¢des de cultivo

propostas.

2.2.2 - Caracterizac¢ao do extrato enzimatico bruto quanto a atividade de sacarase.

- Testar o efeito de diferentes tampdes na concentragdo 0,05M com valores de
pH variando de 3,52,5 até 7,0 e determinar o pH 6timo.
- Testar o efeito da variagdo da temperatura (20, 25, 30, 35, 40, 45°C) e

determinar a temperatura 6tima.
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- Testar o efeito da concentragdo de sacarose ( 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e
12,5 %).

- Testar a estabilidade do extrato enzimético bruto frente a diferentes valores de
pH (4,0 a 7,0).

- Testar a estabilidade térmica do extrato enzimatico (25, 30, 35, 40 e 45°C).

2.2.3 - Caracterizacio do extrato enzimatico bruto quanto a atividade de levanasacarase.

- Verificar a inibi¢@o do crescimento de células bacterianas durante a producéo
de levana utilizando sacarose estéril, antibidtico cloranfenicol e baixa temperatura de reagdo.

- Determinar os melhores parametros para a maior atividade de formacdo de
levana da enzima levanasacarase, presente no extrato enzimatico bruto.

- Aplicar a metodologia de superficie de resposta, utilizando o planejamento
fatorial 3*°, para testar as variaveis independentes: concentra¢io de sacarose, temperatura de
reacdo, tempo de reacdo e pH do meio reacional.

- Determinar a estabilidade ao congelamento durante 3 meses.

- Determinar o efeito de ions metalicos sobre a atividade enzimatica (CacCl,,

KCl e MgSO,).
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Biopolimero Levana

Na natureza sdo encontrados apenas dois tipos de frutana, ou seja, a inulina e a
levana. A primeira geralmente ¢ encontrada em plantas e possui centenas de unidades de frutose

ligadas em 3 (2—1) (SUZUKI e CHATTERTON, 1993; HAN, 1989).

A levana conhecida ha muitos anos é formada por reagdes de transfrutosilagio
e estd basicamente constituida de unidades de frutose ligadas em B (2—6). Pode ser linear ou
ramificada em graus variados no carbono 1, com massas moleculares entre 20kDa (Quilodaltons)

e varios Mda (Mega Daltons)(Figura 1).

HUUH O OGO~ CI—CH_, O~ O—
\/Z‘*aD-K' H:‘ "H : Hc;c-a_.::u—
HOCH, O~ —CH, /0\_‘
Ht%ln- Sl< H%H QaH
|
OH

Figura 1 — Estrutura Quimica da Levana (ERNANDES, 2006)

A levana de baixo peso molecular pode também ser encontrada em plantas.
Todavia, a levana de alto peso molecular ¢ produzida principalmente por microrganismos
quando cultivados em meio com sacarose (Tabela 1)

Quando produzido por diferentes microrganismos, o biopolimero levana nao
possui propriedades idénticas, visto que o tamanho das estruturas poliméricas e¢ o grau de
ramificagdes sdo diferentes.

Segundo Swings e De Ley (1977), este biopolimero ndo € produzido a partir da

glicose, frutose ou mistura de ambas.
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Tabela 1 - Microrganismos produtores de levana.

Microrganismos produtores de levana Pesquisadores
Acetobacter suboxydans Thachenko e Sevryugina (1989)
Acetobacter diazotrophicus Hernandez et al. (1995)
Bacillus mesentericus Dedonder e Noblesse (1953); Dedonder (1966);
Euzenat et al. (1997)
Bacillus polymyxa Tkachenko e Sevryugina (1989); Han e Clarke (1990)
Bacillus subtilis Dedonder (1966); Chambert et al. (1974)
Erwinia herbicola Keith et al. (1991)
Mycabaterium sp. Cha et al. (2001)
Pseudomonas syringae; Pseudomonas Hettwer et al. (1995); Gibbs ¢ Demoss (1954)
lindneri
Serratia sp. Kojima et al. (1993)
Streptococcus salivarius Lyness e Doelle (1983); Han e Watson (1992)

Dawes et al. (1966); Lyness e Doelle (1983); Reiss ¢
Zymomonas mobilis Hartmeier (1990);Coté e Ahlgren (1993)
Fonte: Ernandes e Garcia-Cruz (2005). Adaptada.

Este polissacarideo pode ser produzido e formar uma cépsula ou ser secretado
diretamente no meio de cultivo, sendo usado pelos microrganismos como mecanismo de defesa
ou como reserva de substrato (DADDS; MARTIN; CARR,1973).

O biopolimero levana ¢ pouco viscoso, biologicamente ativo, ndo toxico
(CALAZANS et al., 1997) e devido sua baixa viscosidade e alta solubilidade em agua pode ser
substituto da goma ardbica. Entretanto, sua aplicacdo € dificultada por sua baixa produgio
(ANANTHALAKSMY e GUNASEKARAN, 1999; SUTHERLAND, 1998).

Na industria alimenticia a levana pode ser empregada como fixador de cores e
sabores, espessante, adocante, estabilizante em géis para sobremesas, em temperos prontos para
salada, em pudins, sorvetes e derivados do leite, em bebidas, na produgdo de frutose e ainda
como involucro de embutidos. Nos alimentos funcionais serve como um aditivo de modo a
beneficiar o funcionamento do trato intestinal (UEDA et al., 1994).

Na area da saude apresenta propriedades terapéuticas, por exemplo, como
substituto de plasma sanguineo (TKACHENKO e SEVRYUGINA, 1989), imunomodulador,

anticarcinogénico (CALAZANS et al, 1997) e como agente hipocolesterolémico
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(LIEPA et al.,1993). Também foi observado que possui efeitos anti-inflamatério em peles
irritadas e de proliferagcdo celular em pele bio-artificial, indicando sua possivel aplicacdo como

agente cosmecéutico (KIM et al., 2005).

O interesse comercial no biopolimero levana tem incitado pesquisas para a
identificacdo de novos microrganismos produtores eficientes e para a otimizagdo do processo de
producdo em larga escala (KEITH et al.,, 1991; HARTMEIER et al., 1994). Estudos sobre a
sintese de levana por Zymomonas mobilis (YANASE et al., 1992), Streptococcus salivarius
(SONG e JACQUES, 1999) e Bacillus subtilis (CHAMBERT; GONZY-TREBOUL;
DEDONDER, 1974) tem sido realizados.

3.2 - Zymomonas mobilis

3.2.1 - Identificacdo do Microrganismo

Barker e Hillier (1911) foram os primeiros a estudar a bactéria Zymomonas,
responsavel pela deterioragdo do sabor e do flavour de bebidas fermentadas, porém foi atribuida
a identificagdo desta bactéria a Lindner (1924). Este, em 1928, deu o nome a seu isolado de
Termobacterium mobile (WENDT, 2001). A bactéria foi posteriormente denominada
Pseudomonas lindner por Kluyver e Hoppenbrouwers (1931). Kluyver inseriu o género na 7%
edicdo do Bergey’'s Manual (1957), propondo duas espécies: Zymomonas mobilis € Zymomonas

anaerobia (MORTATTI, 1985).

Em 1970, a bactéria gram-negativa Z. mobilis foi descoberta como a mais
rapida e eficiente produtora de etanol quando crescida em meio contendo sacarose, glicose ou

frutose.
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3.2.2 - Caracteristicas Morfologicas e Fisiologicas do Microrganismo

As colonias de Zymomonas mobilis quando crescidas em meio contendo
sacarose sdo circulares, lisas, de cor creme ou da cor do meio, com consisténcia pastosa. De
acordo com sua morfologia celular, possuem de 2 a 6um de comprimento ¢ de 1 a 4um de
diametro, geralmente agrupadas aos pares e ndo formam esporos. Na maioria das vezes sdo
moteis, tendo de um a quatro flagelos e sua motilidade pode ser perdida espontaneamente. Em
mosto de melago (1 litro de mosto de melago de cana com 15 a 20°Brix; 1g de HPO4(NHy)2;
0,2g MgS0,4.7H,0; pH 5,0) ou em melaco agar (meio contendo mosto de melago acrescido de
1,5% de agar) as células, inicialmente “normais”, podem dar origem, ao envelhecerem , a formas
pleomorficas, constituidas de filamentos longos, com 10 a 80um de comprimento, ou mesmo
mais, apresentando, geralmente, uma tipica dilatacdo nas extremidades (MORALIS, 1983).

A biomassa microbiana de Zymomonas mobilis estd composta principalmente
de carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucléicos e dgua. Na regido média do espectro de
Infravermelho (IR) mostra bandas caracteristicas de absor¢do, permitindo, dessa forma, o
monitoramento do processo fermentativo. Em 2002, Grube et al. realizaram anélises
quantitativas de amostras de biomassa de Z. mobilis 11385, através de IR, em diferentes fases do
crescimento, em meio contendo sacarose ou glicose. Nas primeiras 24horas de fermentagio,
houve o crescimento das células bacterianas. Em meio com sacarose, a concentragdo de

carboidrato total foi mais alta, enquanto o conteudo de proteina foi maior no meio com glicose.

No segundo estdgio da fermentagdo, no meio com sacarose, ocorreu a
formagdo de carboidratos extracelulares, com a diminuicdo do conteido de carboidratos
intracelulares, o que esta ligado a intensa sintese de levana. Observaram também que a produgdo
de levana excedeu em 46 vezes a concentragdo de carboidrato intracelular (biomassa).
Posteriormente, a biomassa de Z. mobilis foi estocada a 4°C. As andlises quantitativas do
espectro de absorcdo IR realizadas antes e apds a estocagem mostraram que os conteudos de
carboidratos, proteinas e lipideos mudaram ligeiramente, enquanto a concentra¢do de acidos
nucléicos diminuiu de 16,1 para 13,1% de peso seco absoluto. Houve, portanto, a manutencéo do
metabolismo nas células microbianas e um ligeiro crescimento celular durante a estocagem, visto
que as células microbianas quando jovens possuem um conteudo de 4cidos nucléicos mais alto, o

qual diminui com o crescimento (GRUBE et al., 2002).
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3.2.3 - Metabolismo dos Carboidratos

Zymomonas mobilis & classificada como um microrganismo anaerobio,
entretanto € capaz de crescer bem sob condi¢des aerdbias. Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria
conhecida por produzir etanol num rendimento superior quando comparado as leveduras usadas
tradicionalmente (ROGERS et al., 1982). Para seu crescimento pode utilizar glicose, frutose ou
sacarose. Muitas linhagens toleram altas concentragdes de acucar e etanol quando presentes no
meio de cultivo, na propor¢do de 20 a 40% e 7,7 a 10%, respectivamente. O pH e temperaturas
Otimas para o seu crescimento sdo de 7,3 e de 25 a 30°C. (SWINGS e DE LEY, 1977).
Entretanto, colonias de Zymomonas mobilis também crescem em valores baixos de pH, por

exemplo, em pH 4,0.

Quando a bactéria Zymomonas mobilis cresce em meio contendo sacarose
como fonte de carbono, o rendimento em etanol € consideravelmente reduzido devido a
formagdo de subprodutos, tais como levana, frutooligdmeros e sorbitol (VIIKARI, 1984;
DOELLE et al., 1993; KANNAN; MUKUNDAN; GUNASEKARAN, 1993; SANGILIYANDI;
RAJ; GUNASEKARAN, 1999). Por essa razdo tem sido sugerido, quando deseja-se produzir
etanol na fermentag¢do de Zymomonas mobilis, que seja feita a inversdo da sacarose previamente
para evitar a formag¢do de levana no meio.

Experimentos realizados por Viikari e Gisler em 1986 demonstraram que a
baixa propor¢do de hidrélise de sacarose foi associada a formacdo de levana e a alta proporcao

de hidrélise de sacarose a formacao de sorbitol.

Segundo Dawes et al. (1966), em meios contendo sacarose, células de
Zymomonas mobilis N.C.I.B. 8938 utilizam a glicose mais rapidamente do que a por¢do de
frutose e a sintese de levana para quando a concentra¢do de sacarose no meio de cultivo ¢ de
500ug (1,46pmols/mL). A bactéria Zymomonas mobilis dispde de mecanismos bioquimicos
reguladores da produgdo de levana, como substincia de reserva temporaria, quando ha alta

disponibilidade de frutose no caldo de fermentacdo (TANO e BUZATO, 2002).

Quando Zymomonas mobilis cresce em sacarose converte o dissacarideo em
glicose e frutose, usando trés enzimas para a quebra da sacarose: uma levanasacarase
extracelular (LevU), formadora de levana e glicose; uma sacarase extracelular (InvB), formadora

de glicose e frutose (PREZIOSI; MICHEL; BARATTI, 1990; YANASE et al., 1992); e uma
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segunda sacarase (InvA) cuja funcdo exata e localizacdo em Z. mobilis ndo € clara. As enzimas
levanasacarase e sacarase extracelulares (também conhecidas como SacB e SacC) possuem um

alto grau de residuos de aminodcidos idénticos (SPRENGER, 1996).

O metabolismo de actcares de Zymomonas mobilis, ilustrado na Figura 2,
aparece como uma ‘“via metabdlica” com algumas ramificagdes. A sacarose ¢ metabolizada a
glicose e frutose pela ag¢do das enzimas invertase (INV B) e levanasacarase (LEV U),
comprovado pela alta atividade de sacarase encontrada no meio de cultura. As duas hexoses
entram na célula via sistema de difusdo facilitada (GLF), e sdo simultaneamente catabolizados
via Entner-Doudoroff, um mecanismo até entdo conhecido somente em bactérias aerobias
estritas (KERSTERS e DE LEY, 1968). O inicio do catabolismo ocorre devido a acdo de duas
enzimas constitutivas, a glucoquinase (EC. 2.7.1.2) e a frutoquinase (EC. 2.7.1.4) as quais fazem

a fosforilagdo de ambos os monossacarideos na posicao 6.

A enzima glucoquinase esta sob controle de nucleotideo (DOELLE, 1982) ¢ a
enzima frutoquinase parece ser regulada principalmente pelo acimulo de glicose interna. Essa
ultima enzima tem a capacidade de fosforilar altas concentragdes de frutose, indicando que o
transporte de agiicar monomérico e sua subseqiiente fosforilagdo devem seguir sistemas de
controles regulatérios diferentes. Os diferentes controles de transporte e catabolismo permitem o
acumulo de um ou ambos os agucares monoméricos dentro e fora das células sob condi¢des por
meio das quais a hidrélise de sacarose ¢ mais alta quando comparada a atividade catabolica. Isso
suporta a teoria que as enzimas catabolicas ou taxas metabdlicas determinam a taxa da utilizagéo
do agucar monomérico (CROMIE e DOELLE, 1982). Consequentemente ¢ a atividade

catabolica e ndo a atividade de hidrélise de sacarose que limita a taxa de formacgdo de etanol.

Uma outra alternativa ¢ a conversdo das duas hexoses formadas pela GFOR
(glicose-frutose  oxirredutase), uma enzima contendo NADP (nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato) que existe apenas na bactéria Zymomonas mobilis. A enzima GFOR, que
estd localizada no periplasma, oxida glicose a glicanolactona e reduz frutose a sorbitol.
Glicanolactona €, entdo, convertida pela glicanolactonase (GL), outra enzima periplasmatica, em
acido gliconico (gliconato). Ambas as enzimas sdo os principais constituintes do periplasma,
formando aproximadamente 20 a 30% das proteinas deste compartimento. O acido gliconico ¢
consumido pelas células e pode ser completamente degradado (como um co-substrato) a etanol e
acido acético. O sorbitol ¢ produzido para neutralizar o efeito prejudicial de estresse osmotico
(SPRENGER, 1996). A enzima levanasacarase extracelular catalisa a reacdo de transfrutosilagao

para acumular levana, resultando em uma diminui¢@o no rendimento de etanol.
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Figura 2 - Metabolismo dos carboidratos em Zymomonas mobilis. Fonte: Sprenger (1996).



30

Segundo Doelle et al. (1993), Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria inica dentro
do mundo microbiano, com crescimento, producdo de energia e resposta as condi¢des de cultura
extremamente peculiares, causando um grande interesse no mundo cientifico, biotecnoldgico e
industrial. Os autores afirmam que a habilidade da bactéria em acoplar e desacoplar a produgao
de energia a favor da formag¢do do produto, responder a manipulagdo fisica e quimica do
ambiente, bem como sua limitada formacdo de produtos a tornam um microrganismo ideal para o

estudo e desenvolvimento de processos microbianos.

3.3 — Sacarase (E.C. 3.2.1.48) e Levanasacarase (E.C. 2.4.1.10)

Estudos relacionados ao metabolismo de sacarose em Z. mobilis revelaram que
estdo presentes trés enzimas que hidrolisam a sacarose, ou seja, a sacarase intracelular, a sacarase

e a levanasacarase extracelulares.

A enzima sacarase intracelular ainda ndo tem sua fungdo bem esclarecida
devido a auséncia de um mecanismo de transporte para sacarose, uma vez que a difusdo
facilitada ou transporte ativo da sacarose igual ao que foi descrito para outras bactérias Gram-

negativas nao foi observado em Zymomonas mobilis.

Existem estudos no qual a enzima SacA da linhagem ZM4 de Z. mobilis tem
sido purificada e caracterizada, como uma tentativa de melhor entendimento de sua fun¢do no
metabolismo de sacarose desse microrganismo. Para essa finalidade, o gene de SacA de
Zymomonas mobilis foi previamente clonado e expresso em E. coli, de acordo com a
metodologia de Gunasekaran et al. (1990). Observaram que a enzima foi ativa na faixa de
temperatura entre 5°C e 30°C e pH entre 4,5 e 8,5, com a temperatura 6tima de 25°C e pH 6timo

de 6,5 (AIT-ABDELKADER et al., 2000).

A enzima sacarase extracelular (SacC ou InvB) tem uma alta atividade
especifica de hidrélise de sacarose, entretanto ndo catalisa a polimerizag¢ao de frutose em levana
e nem a degradacdo de polifrutoses. Yanase et al. (1995) determinaram que a enzima sacarase
extracelular purificada e cristalizada, produzida por Zymomonas mobilis Z6C, um mutante
espontaneo da linhagem Zymomonas mobilis IFO, ¢ uma proteina acidica com ponto isoelétrico
em pH 3,2, peso molecular entre 58 e 68kDa possuindo especificidade estrita para o substrato

sacarose€.
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A enzima levanasacarase extracelular (SacB), relatada pela primeira vez por
Dawes et al. (1966), ¢ induzida durante as fases lag e de crescimento do microrganismo, sendo
responsavel pela hidrdlise da sacarose e também pela formacdo de levana. A habilidade de
hidrolisar a sacarose ndo ¢ comum em Zymomonas mobilis, entretanto foi descoberto que as
linhagens que possuem essa capacidade de hidrdlise possuem a enzima levanasacarase

(EC 2.4.1.10) envolvida no processo.

Kim et al. (2001) relataram que a enzima levanasacarase contém dois sitios de
ligacdo de substratos, um para levana e outro para sacarose, permitindo, dessa maneira, a
formacdo de mais de um produto pelas atividades transferase e hidrolase. Esta enzima catalisa
trés reagdes caracteristicas: 1) sintese de levana a partir da sacarose por reacdo de
transfrutosilacdo, liberando glicose, ii) hidrdlise da levana, com formag¢do de frutose e iii) troca
do [14C]glicose na reagdo frutose-2,1-glicose + [14C]glicose para fmtose—2,1—[14C]glicose +

glicose (HETTWER; GROSS; RUDOLPH, 1995).

A conversdo da sacarose em frutanas com pontes § (2 — 6) ocorre devido a
transferéncia, catalisada pela enzima levanasacarase extracelular (EC 2.4.1.10), do radical
fructosil da sacarose para o C-6 da frutose no terminal ndo redutor formando a cadeia da levana.
Segundo Ammar et al. (2002), a enzima fructosiltransferase ou levanasacarase (2,6--D-frutana-

6-B-D-fructosiltransferase, E.C. 2.4.1.10) catalisa a seguinte reagao:

levanasacarase

Sacarose + (2,6-B-D-frutosil), »D-glicose + (2,6-B-D frutosil),+

Além das moléculas de frutose, alguns compostos presentes no meio de
fermentagdo, tais como levana, sacarose, agua, alcoois, € mono ou oligossacarideos, também

podem servir como aceptores de radicais fructosil da sacarose (HESTRIN e AVIGAD, 1958).

Na presenca de alguns sacarideos como aceptores, a enzima levanasacarase
sintetiza também frutooligossacarideos. A formacdo de frutoooligossacarideos, por reagdo de
transfrutosilacdo em um meio contendo sacarose catalisada por levanasacarase, foi encontrada
em diferentes microrganismos, tais como em Aerobacter levanicum (HESTRIN; FEINGOLD;
AVIGAD, 1956; HESTRIN e AVIGAD, 1958), Bacillus subtilis (TANAKA et al., 1981) e em
Zymomonas mobilis (CRITTENDEN e DOELLE, 1993).
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Tkachenko e Sevryugina (1989) relataram que, em um meio contendo sacarose,
foi encontrada 83% da atividade enzimatica total, produzida por B. polymyxa (linhagem LU),
quando as c€lulas entram na fase logaritmica de crescimento e um nivel relativamente baixo de
atividade de levanasacarase. Quando a bactéria alcanga a fase estacionaria, ndo foi detectada a
atividade de levanasacarase associada as células, concluindo-se que a enzima produzida ¢ uma

enzima extracelular.

Dawes et al. (1966) determinaram a atividade de levanasacarase, utilizando os
extratos brutos produzido por Zymomonas mobilis, e observaram que aproximadamente 10 % da
sacarose ¢ convertida em levana e o restante ¢ hidrolisada, com a formacao de glicose e frutose.

Portanto a formagao de levana ndo ocorre em uma taxa linear.

Segundo Song et al. (1993) e Song e Rhee (1994), as enzimas levanasacarases
possuem massas molares entre 45 e 64kDa, exceto as enzimas de mutantes S. salivarius e
Streptococcus, com massas molares de 140kDa (JACQUES, 1993) e a enzima de Lactobacillus
que possui massa molar de 90kDa (VAN HIJUM et al., 2001).

A atividade da enzima levanasacarase esta envolvida em uma ampla variedade
de processos desde a sobrevivéncia de bactérias no solo (Bacillus subtilis) até fitopatogéneses
(espécies de Erwinia e Pseudomonas) ou simbiose (Bacillus polymyxa) em plantas que
interagem com bactérias (HERNANDEZ et al., 1995). As enzimas levanasacarases de diferentes
origens diferem amplamente em suas caracteristicas e propriedades (HETTWER; GROSS,

RUDOLPH, 1995).

3.3.1 - Microrganismos Produtores da Enzima Levanasacarase

A enzima levanasacarase pode ser produzida por diversas bactérias, tais como
Pseudomonas ssp, Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola (HETTWER; GROSS, RUDOLPH,
1995), Acetobacter aceti, Aerobacter levanicum, Bacillus natto’s, Bacillus polymyxa (KOJIMA
et al.,, 1993), Lactobacillus reuteri linhagem 121 (VAN HIJUM et al., 2001), Leuconostoc
mesenteroides (KANG et al., 2005), Rahnella aquatilis JCM-1683 (OHTSUKA et al. 1992),

Bacillus subtilis e Zymomonas mobilis. Entretanto, as enzimas mais estudadas s@o aquelas



33

produzidas por Bacillus subtilis € Zymomonas mobilis, devido a sua alta capacidade de produgao
de levana (COTE; AHLGREN, 1993). Além destes, muitos outros microrganismos cultivados
sob condi¢des adequadas de fermentagdo sdo produtores da enzima levanasacarase e podem ter
potencial para produzir levana em escala industrial (MATOON et al., 1955; HESTRIN;
FEINGOLD; AVIGAD, 1958; YAMAMOTO et al., 1985; [IZUKA et al., 1991).

3.3.2 - Metodologias para Determinacio da Atividade Aparente de Hidrolise de Sacarose e

Formacio de Levana.

As caracteristicas dos diferentes métodos utilizados para as determinacgdes de

atividades de hidrélise de sacarose e de levanasacarase estdo sumarizados nas Tabelas 2 e 3.

3.3.3 - Condicdes para Producio da Levanasacarase

Segundo Ananthalaksmy e Gunasekaran (1999), durante o processo
fermentativo do microrganismo Zymomonas mobilis B-4286, a produ¢do de levanasacarase foi
mais alta a 25°C (148U/mg de massa celular), entretanto, com o aumento da temperatura de
fermentacdo para 40°C, houve uma diminui¢do na produgdo de enzima (26U/mg de massa
celular). Por outro lado, a quantidade de enzima com atividade de hidrélise de sacarose
aumentou de 1,3-1,7U/mg de massa celular quando a temperatura foi aumentada de 25 para 35°C

e diminuiu para 1,3U/mg de massa celular quando se utilizou 40°C.

A manutencdo do pH do meio de fermentagdo contendo sacarose acima de
5,5 é importante, visto que o pH 6timo da levanasacarase esta entre 5,5 ¢ 7,0 e a levana pode

ser hidrolisada em valores de pH baixo (AVIGAD, 1968).
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atividade aparente de hidrdlise de

sacarosec.
Autores Composicio da Temperatura | Tempo de Metodologia Definicio da
Mistura de Reacio | de Incubacdo | Incubacio para Determi- Unidade de
o . nacio de Atividade de
0 (minutos) Acucares Sacarase (U.A.)
Redutores
0,5mL de enzima Quantidade de
+ .
Ammar ot al. })evanleis(eltcarase 50 10 Somogyi e enzima que produz
(2002) ,SmL de sacarose Nelson 1umol de glicose
) 20% (p/v) em tampao por minuto sob
universal Robinson’s condi¢des padrio.
e Britton pH 6,0.
100uL de extrato Quantidade de
Sangiliyandi e | SP4Maico T BI0KL 60 30 Somogyi ¢ enzina reduerida
Gunasekaran © Sacarose - Nelson p ,
(2001) 700uL de tampio Iumol de agticar
acetato de sodio redutor por minuto.
pH 5,0
25uL de extrato Quantidade de
Ananthalaksmy enzimatico + 250uL 30 30 Somogyi e enzima requerida
de sacarose 1M + para liberar 1pg
e Nelson .
725uL de tampao de glicose em
Gunasekaran acetato de sodio pH 5 Iminuto sob
(1999) condi¢des
experimentais.
0,5mL de sacarose Quantidade de
0, + 1
lizuka et al. 20 A) 0,5mL de 30 10 Somogyi e enzlmla dque Rroduz
(1993) enzima Nelson 1umol de agucar
levanasacarase em redutor como
tampao acetato glicose por minuto
0,02M pH 6,0. sob condi¢des
padréo.
Sacarose 0,15M em Quantidade de
tampdo acetato de . enzima que produz
Yanas.e et al, sodio 0,1M pH 5,0 + 30 10 Somogyi e agucares redutores
(1991; 1992) solugdo de enzima Nelson equival
quivalentes a
sacarase extracelular lumol de glicose
= lmL. por minuto.
Sacarose 10% + Apos Quantidade de
Ohtsuka et al. t6ampao McIlvame pH 30 30 aqugmmenlt.o a enzima que produz
(1992) 0+ enzima 1.00 Cag 1cose | 1 pmol de glicose
’ levanasacarase = liberada foi por minuto sob
2,0mL. quantificada pelo | condigdes padrio.
método glicose-
oxidase.
Sacarose 10% em Quantidade de
tampdo acetato . enzima que produz
Yazlla ;g;; al. 0,1M, pH 5,0 + 30 Is\glrslgﬁyl ¢ agucares redutores
’ solucdo de enzima equivalentes a
levanasacarase = 1umol de glicose
ImL. por minuto.
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Tabela 3 — Metodologias utilizadas para determinacdo da atividade aparente de formagdo de

levana.
Autores Composicio da | Temperatura Tempo de Metodologia para Definicao da
Mistura de de Incubacio Incubacio Determinacio da Unidade de
Reacdo o Levana Formada Atividade de
°O) (horas)
Levanasacarase
Sacarose 100mM Determinagio da Quantidade de
+ tampao acetato . | glicose liberada enzima requerida
Kang et al. de sédio 20mM Temperatura Tempos pre- pelo Kit de analise para liberar
(2005) controlada. definidos. . .
pH 6,0 + enzimatica ou por 1umol de glicose
levanasacarase cromatografia de por minuto.
(M1FT). camada delgada
(TLC) apos adigdo
de NaOH 25mM.
0,3U de solugdo Apds a adicdo de Quantidade de
Jang et al. (2001) de enzima 4 6-70 NaOH 20mM, 0s enzima que 1.1bera
levanasacarase + monossacarideos Iumol de glicose
sacarose 10% em glicose e frutose, os | por minuto.
tampdo acetato de oligossacarideos e a
sodio 50mM levana formada,
pH 5,0 =1mL foram determinados
por HPLC
(cromatografia
liquida de alta
eficiéncia).
100uL de extrato Hidrdlise da levana | Quantidade de
o . enzimatico + formada de acordo enzima requerida
Sangiliyandi e 60 0,5 N ) .
200uL de com Viikari e Gisler | para produzir
Gunasekaran
(2001) sacarose 1M + (1986) 1umol de levana,
700uL de tampao como unidades de
acetato de sodio frutose, em um
pH 5,0 minuto.
25uL de extrato A turbidez foi Quantidade de
Ananthalaksmy e enzimatico + 30 ) medida . enzima requgnda
250uL de espectrofotometrica | para produzir
Gunasekaran
(1999) sacarose 1M + mente. em 540nm. A | Ipg de levana em
' 725uL de tampdo quantidade de Iminuto sob
acetato de sédio levana formada foi | condi¢des
pH 5 calculada utilizando | experimentais.
uma curva padréo
de absorbancia x
concentragdo de
levana purificada de
Erwinia herbicola
(Sigma Co., USA).
2mL de Densidade éptica da | Quantidade de
Tkachenko preparagdo 30 2 mistura reacional. enzima que
enzimatica + 2mL mudou a

e Sevryugina
(1989)

de solugdo de
sacarose 10% em
tampao fosfato
0,2M pH 6,6 +
cloranfenicol.

densidade optica
da solugdo em
0,01 dentro de
uma hora.
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Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) determinaram as atividades de
hidrolise de sacarose e de formacdo de levana dos extratos enzimaticos, produzidos por
Zymomonas mobilis e seus mutantes ZML1 e ZML2, em diferentes tempos de fermentacdo, em
um meio contendo sacarose. Observaram que os mutantes ZML1 e ZML2 exibiram mais que o
dobro da atividade de levanasacarase, 30,6 ¢ 36U/mg, respectivamente, em relagdo a linhagem
parental, 12,6U/mg, em 24horas de fermentacdo. Também exibiram atividades de hidrdlise de
sacarose maiores, 68 e 71 U/mg, respectivamente, do que a linhagem parental, 55,7U/mg. Em
24horas de fermentacgdo, a relacdo de atividade de formacao de levana e atividade de hidrolise de
sacarose (L/S) nos mutantes ZML1 e ZML2 foram de 0,46 ¢ 0,55, respectivamente, valores que
sdo quase duas vezes maiores que o encontrado para a linhagem parental (0,22). Estes resultados
indicaram que a enzima responsavel pela atividade de formacdo de levana (levanasacarase) foi
superproduzida nos mutantes.

O actmulo de levana no meio obviamente pode ser influenciado pela
quantidade de levanasacarase secretada. Uma ampla variedade de compostos quimicos
(aromaticos, xenobidticos, alcoois, alcanos, etc.) ¢ geralmente reconhecida como fatores
ambientais essenciais para induzir mudancas estruturais e funcionais que sdo relacionados a
capacidade de um composto particionar na membrana citoplasmatica de bactérias. Essas
substancias sdo majoritariamente anfifilicas, ou seja, cada uma contém uma regido hidrofilica e
hidrofébica na molécula reproduzindo, portanto, propriedades similares da membrana
glicerofosfolipidica e proteinas (DENICH et al., 2003). A afinidade dos compostos anfifilicos

por membranas de bactérias depende de seu tamanho molecular e seu grau de hidrofobicidade.

Zikmanis et al. (2005) examinaram o efeito de alcoois aromaticos (benzil e
fenetil) e alifaticos (n-butanol e n-hexadecanol), anestésicos (procaina) e surfactantes (Tween 20
a Tween 80) na secrecdo de levanasacarase, produzida pela linhagem Zymomonas mobilis 1138S.
Durante a incubacdo das células com sacarose 10mM e com os compostos anfifilicos,
observaram um decréscimo da atividade de levanasacarase, concomitantemente com um
aumento da quantidade de proteina total no meio. Visto que nenhum dos compostos estudados
exibiu efeito sobre a atividade da enzima in vitro, pode-se verificar que os mesmos agiram
diferentemente quanto aos processos de secrecdo de levanasacarase e proteina total associados a

membrana de Zymomonas mobilis.

Cote (1988) estudou o crescimento de Erwinia herbicola e a produgdo de
levanasacarase em diferentes meios de fermentagdo. Ao comparar as densidades celulares

obtidas nos meios testados, observou uma defasagem na concentragdo celular, quando a fonte de
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carbono utilizada foi a frutose. Esta defasagem no crescimento refletiu no retardamento da
producdo de levanasacarase e na mudang¢a de pH do meio de cultura, quando o substrato era
frutose. Quando a glicose foi usada como fonte de carbono, apds a fase estaciondria obteve-se a
quantidade maxima de levanasacarase, mas depois a taxa de produgdo caiu para zero. Declinios
na atividade da levanasacarase foram também observados para as outras fontes de carbono, mas
ndo tdo marcantes quanto a do meio com glicose. Os maiores niveis de levanasacarase
extracelular foram produzidos num meio a base de dgua de maceragdo de milho e sorbitol,
alcancando uma atividade de aproximadamente 0,7U/mL. A 4gua de maceracdo de milho tem
sido utilizada ha muitos anos para aumentar a producdo de varios produtos extracelulares,
inclusive na sintese de levanasacarase. A producdo maxima de levanasacarase coincidiu com a
produ¢do maxima de massa celular e ocorreu na concentragdo de 1,2 a 1,5% de agua de

maceragdo por volume.

Varios autores tém estudado a purificagdo da enzima levanasacarase produzida
por diferentes microrganismos. Ohtsuka et al. (1992) e Hettwer et al. (1995) purificaram e
caracterizaram as enzimas levanasacarases de Rahnella aquatilis JCM-1683 e de Pseudomonas
syringae pv. Phaseolicola, respectivamente. Em 2001, Van Hijum et al. (2001) purificaram a

enzima responsavel pela sintese de levana em Lactobacillus reuteri linhagem 121.

Kang et al. (2005) purificaram a enzima levanasacarase recombinante de L.
mesenteroides (M1FT). Para a producdo da enzima, a bactéria Escherichia coli DH5a (Promega
USA) foi utilizada como linhagem hospedeira para clonagem e expressdo do gene (mlft) que
codifica a levanasacarase de L. mesenteroides B-512 FMC (KIM; ROBYT, 1994). Apds o
crescimento celular, foi feita a ruptura das células bacterianas e posterior purificacdo da enzima
por cromatografia de coluna de afinidade. Apds verificar que dentre os compostos formados,
pela reagdo da enzima purificada com sacarose 150mM, estavam a levana e alguns

frutooligossacarideos (FOS), certificaram-se que a mesma era realmente uma levanasacarase.

Rapoport et al. (1966) relataram o isolamento da enzima levanasacarase em um
estado completamente livre de acticares. Entretanto, Chambert et al. (1974) relataram que a
enzima obtida pelo método de Rapoport et al. (1966) apenas mostrava ligeira atividade de sintese

de levana, mas possuia uma alta atividade na adi¢do de levana (apud TANAKA et al., 1979).

Lyness e Doelle (1983) purificaram a enzima levanasacarase de Zymomonas
mobilis, pelo tratamento do sobrenadante com sulfato de protamina e posterior cromatografia de
troca i0nica DEAE-trisacril, obtendo-se uma purifica¢do parcial de 330 vezes e rendimento de

11%.
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Vigants et al. (2001) desenvolveram um novo e eficiente método para a
purificacdo da enzima levanasacarase produzida pelo mutante floculante de Zymomonas mobilis
ATCC 10988. O primeiro passo para a purificagdo foi a precipitacdo da enzima, presente no
sobrenadante, com MnCl, 0,IM. Em seguida, foram realizadas uma ultrafiltragdo e uma
cromatografia de troca anidnica. Apos os passos de purificagdo, a enzima levanasacarase exibiu

uma atividade de formagao de levana de 39,2mg/mL.

Sangiliyand et al. (1999) purificaram a enzima levanasacarase de Zymomonas
mobilis produzida por uma E. coli recombinante. Apds a producdo da enzima pelo
microrganismo recombinante, foi realizada a lise celular para a obten¢do de um extrato, no qual a
mesma estava presente. Em seguida, esse extrato foi inserido em uma coluna de hidroxiapatita e

apos foi realizada uma eletroforese em gel. A enzima exibiu uma massa molar de 55KDa.

3.3.4 — Propriedades Bioquimicas e Fisico-Quimicas da Levanasacarase.

A enzima levanasacarase, quando produzida pelos microrganismos
Lactobacillus mesenteroides, Bacillus sp. TH4-2, Rahnella aquatilis JCM-1683 e Pseudomonas
syringae pv. Phaseolicola, tem pH 6timo de 6,0 para a atividade de formagdo de levana (KANG
et al., 2005; AMMAR et al., 2002; OHTSUKA et al., 1992; HETTWER; GROSS; RUDOLPH,
1995). Entretanto, os valores de pH 6timo encontrados para a atividade de formacgao de levana da
enzima levanasacarase, quando produzida por diferentes linhagens de Zymomonas mobilis, sao
diferentes, segundo diversos autores. Em 1977, Swings e De Ley determinaram que o pH 6timo
para a atividade da enzima levanasacarase ¢ de 6,5, enquanto Sangiliyand et al. (1999), Yanase et
al. (1992) e Song et al. (1993) determinaram que os valores 6timos de pH sdo 5,0 para as
enzimas levanasacarases produzidas por Z. mobilis Z6C e E. coli que possui o gene de
Zymomonas mobilis, respectivamente. Entretanto, Crittenden e Doelle (1994) determinaram que
o valor de pH 5,5 ¢ 6timo para a atividade da enzima produzida por Z. mobilis UQM 2716.

Também ha divergéncias quanto aos valores de pH 6timo encontrados para a
atividade de hidrolise da sacarose pela enzima levanasacarase, quando produzidas por diferentes
linhagens de Zymomonas mobilis. Segundo Lyness e Doelle (1983), o pH 6,5 ¢ 6timo para a
atividade da enzima levanasacarase, purificada e produzida por Zymomonas mobilis NCIB

11199. Entretanto, segundo Yanase et al. (1992), o pH 6timo para a atividade de hidrodlise de
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sacarose da enzima levanasacarase, produzida por Z. mobilis 76C, esta entre 7,0 e 8,0.
Sangiliyand et al. (1999) determinaram que o pH 5,0 é 6timo para a atividade de hidrélise de

sacarose da enzima produzida pela E. coli recombinante.

Em estudos anteriores, tem sido relatado que as enzimas levanasacarases,
produzidas por diferentes microrganismos, diferem amplamente em relacdo a temperatura de
ambas as atividades. Segundo Lyness e Doelle (1983), ocorre uma rapida taxa de hidrolise de

sacarose em temperaturas mais elevadas e a formagéo de levana em temperaturas menores.

A enzima levanasacarase recombinante de Z. mobilis expressa em Escherichia
coli tem uma temperatura 6tima para produgdo de levana de 0°C (BELGHITH et al., 1996).
Hettwer et al. (1995) relataram que a levanasacarase de P. syringae possui a maior atividade de
hidrélise de sacarose em 60°C e a atividade maxima para a producdo de levana em 18°C.
Segundo Sangiliyandi e Gunasekaran (1998), a enzima levanasacarase de Z. mobilis de uma E.
coli recombinante exibiu atividade maxima de hidrélise de sacarose a 60°C, enquanto a atividade
de formacdo de levana foi observada a 30°C. A enzima levanasacarase recombinante de Z.
mobilis purificada exibiu maiores atividades de formagdo de levana e de hidrdlise de sacarose a
30 e 50°C, respectivamente (SANGILIYANDI et a., 1999). Ohtsuka et al. (1992) determinaram
que a atividade de hidrélise de sacarose, da enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JCM-
1683, foi mais alta a 60°C. Para a enzima levanasacarase termoestavel de Bacillus sp. TH4-2, a
temperatura otima para reacdo de hidrolise de sacarose foi de 60°C e a temperatura 6tima para
producdo de levana foi de 50°C (AMMAR et al., 2002). Crittenden e Doelle (1994) relataram
que a enzima levanasacarase perdeu irreversivelmente a capacidade de formar levana em 35°C
enquanto reteve a capacidade de hidrélise de sacarose. Segundo Yanase et al. (1992), a
temperatura Otima para a atividade da enzima levanasacarase purificada, produzida pelo
microrganismo Z. mobilis Z6C, foi de 50°C, sendo que a baixas temperaturas, tais como 5 e
15°C, a reagdo de transfrutosilagdo foi preferencialmente catalisada ao invés da hidrélise de
sacarose, mas o inverso ocorreu em temperaturas mais elevadas, tais como 30 e 40°C. Kang et al.
(2005) relataram que a temperatura o6tima para formacgdo de levana, pela enzima M1FT, foi de
30°C, e a 50°C levana ndo foi sintetizada. Sangiliyandi e Gunasekaran (2001), ao estudar o efeito
de diferentes temperaturas nas atividades de hidrolise de sacarose e de formacgdo de levana, da
levanasacarase selvagem purificada e das levanasacarases mutantes de E. coli (pLS3) e
(pLS3105), respectivamente, determinaram que a enzima do tipo selvagem (pLS3) exibiu uma

atividade de hidrolise maxima a 50°C, enquanto a enzima mutante (pLS3105) exibiu a mesma a
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uma temperatura menor de 40°C. Também determinaram que a temperatura dtima para formagao

de levana, da levanasacarase mutante e da enzima tipo selvagem purificada, ¢ de 30°C.

Portanto, a producdo de levana a baixas temperaturas ¢ uma caracteristica
atrativa de levanasacarase de Zymomonas mobilis, visto que uma baixa temperatura poderia
ajudar ndo apenas a aumentar a estabilidade da enzima durante uma reagdo enzimatica longa,

mas também evitar chances de contamina¢@o por microrganismos € a a¢do de outras enzimas.

Dedonder (1966), ao estudar a enzima levanasacarase produzida por B. subtilis,
observou que a mesma pode ser conservada a -20°C sem ocasionar nenhuma perda de sua
atividade. Entretanto, repetidos congelamentos e descongelamentos resultaram na destrui¢do
parcial da atividade. Cote e Imam (1989) também demonstraram que a enzima levanasacarase de
Erwinia herbicola é estavel quando submetida ao congelamento, podendo ser liofilizada e

consequentemente reconstituida com pequena perda de sua atividade.

Segundo Ammar et al. (2002), a enzima levanasacarase termoestavel,
produzida por Bacillus sp. TH4-2, foi estavel a uma faixa de pH de 5,5 a 7,0, onde a atividade
residual ndo mudou (100%), e quando a mesma foi incubada por 24 horas em valores de pH de
3,0 2 9,0, reteve mais do que 50% de sua atividade. Sangiliyandi et al. (1999) determinaram que
a enzima levanasacarase de Zymomonas mobilis produzida por E. coli recombinante foi estavel
em pH de 5,0 a 7,0, sendo inativada em pH 9,0. Yanase et al. (1992) determinaram que a enzima
levanasacarase purificada, produzida pelo microrganismo Z. mobilis Z6C, foi estavel em pH 3,5-
6,0 durante 24 horas de incubagdo a 30°C. A enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JICM-
1683 ficou estavel em valores de pH de 5,5 a 9,0 durante 2 horas de incubagdo a 30°C

(OHTSUKA et al. 1992).

Yanase et al. (1992) estabeleceram que a levanasacarase de Zymomonas
mobilis ¢ estavel a 37°C apds 30 minutos de pré-incubagdo em pH 6,0. Sangiliyandi et al. (1999)
determinaram que a enzima levanasacarase de Zymomonas mobilis produzida por E.coli
recombinante foi estdvel a 30°C e reteve mais do que 90% de sua atividade apos 6 horas de
reacdo a essa temperatura, enquanto a 50°C e 60°C perdeu rapidamente sua atividade (15 e¢ 6
minutos, respectivamente). A enzima levanasacarase de Bacillus sp. TH4-2, segundo Ammar et
al.(2002), ficou estavel a 50°C apds 1 hora de pré-incubagio, entretanto a 60°C e 30 minutos de
reacdo, a atividade residual da mesma foi de 50% em relagdo a inicial. De acordo com Ohtsuka
et al. (1992), a enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JCM-1683 ficou estavel até 40°C,

mas perdeu completamente sua atividade a 70°C.
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A agdo da levanasacarase, segundo Lyness e Doelle (1983), € controlada, ainda
que de formas distintas, pela concentragdo de sacarose, glicose e frutose presentes no meio de
fermentagdo. Segundo estes autores, quando a levanasacarase foi utilizada para a producdo de
levana de alta massa molecular, através de qualquer tipo de enzima invertase que atuava sobre a
sacarose, sua acdo foi levemente inibida pela glicose. Ainda assim, constataram que a
concentragdo de sacarose ¢ o ponto de maior influéncia sobre a enzima, uma vez que a hidrélise
ocorreu mesmo na presenca de elevadas concentragdes de glicose, bem como a sintese de levana

a partir da frutose resultante.

Lyness e Doelle (1983) observaram que tanto a glicose (5,4g/L) quanto o
etanol (73,6g/L) inibiram completamente a atividade da enzima levanasacarase purificada de
Zymomonas mobilis. Doelle et al. (1993) determinaram que a glicose inibiu a atividade das

enzimas levanasacarases de B. subtilis e Actinomyces viscosus.

Os experimentos desenvolvidos por Euzenat et al. (1997), em solu¢cdes com
altas concentragdes de sacarose, demonstraram a habilidade da enzima levanasacarase de
Bacillus subtilis C4 transformar quase todo o substrato disponivel no meio de reagdo,

catalisando, dessa maneira, a formagdo simultanea de levana e frutooligossacarideos.

Segundo Hettwer et al. (1995), a liberag@o de glicose e a formagdo de levana,
catalisada pela enzima levanasacarase purificada, produzida por Pseudomonas syringae pv.
Phaseolicola, ocorreram em meio reacional contendo até 10% de solug@o de sacarose, enquanto
em concentragdes superiores ocorreu, preferencialmente, a hidrolise da sacarose. Entretanto,
Jang et al. (2001) e Song et al. (1993) concluiram que a concentracdo de 20% de sacarose ¢
Otima para a atividade da enzima levanasacarase imobilizada e livre, respectivamente, ambas

produzidas por Zymomonas mobilis e expressa em Escherichia coli.

Segundo relatos de alguns autores, diferentes ions metalicos e agentes

quelantes afetam diretamente as atividades da enzima levanasacarase.

Vigants et al. (1998) perceberam uma ativagdo direta da levanasacarase in vitro
quando adicionado ao meio reacional os sais NaCl e KCI. J4 Kang et al. (2005) observaram que
HgCl, e AgNO; diminuiram as atividades da enzima levanasacarase M1FT em 92% e 86%,
respectivamente, quando foi pré-incubada com esses ions metalicos durante 30 minutos a 30°C, e
também que a mesma foi ligeiramente inibida por FeSO4, EDTA e SDS. Segundo Hernandez et
al. (1995), a enzima levanasacarase de A. diazotrophicus também foi ligeiramente inativada por

FeSOs.
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A enzima fructosiltransferase (FTF) de Lactobacillus reuteri linhagem 121 foi
completamente inibida por fons Cu*" e Fe*" , enquanto os ions calcio foram requeridos para sua
atividade (VAN HIJUM et al., 2001). Foram observados grandes efeitos inibitorios de Cu®*" e
Fe’" para as enzimas FTF de S. salivarius (SONG e JACQUES, 1999) e de Bacillus subtilis
(CHAMBERT et al.,1974), entretanto os mecanismos precisos pelos quais os ions de metais
pesados inibem enzimas FTF ainda ndo estdo esclarecidos. Jacques (1984) relatou que os ions

+ eqe . . .
Ca’ podem estabilizar enzimas FTF, como observado em S. salivarius.

Ammar et al. (2002) observaram que o Fe*" aumentou em 4 vezes a atividade
da enzima levanasacarase de Bacillus sp. TH4-2 quando comparada ao controle e adi¢do de Na",
enquanto todos os outros fons metalicos testados diminuiram sua atividade, especialmente Zn>",
Cu”" e Hg™". Segundo Yanase et al. (1992), a enzima levanasacarase de Z. mobilis Z6C também
foi inibida por varios metais tais como Ag®", Hg*" ¢ Cu®’, mas nenhuma inibicdo foi observada
na presen¢a de EDTA. Ohtsuka et al. (1992) também relataram que Hg*" ¢ Ag” sdo inibidores

potenciais da enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JCM 1683.

Quando a enzima levanasacarase purificada, produzida por Pseudomonas
syringae pv. Phaseolicola, foi incubada por 6 horas a temperatura ambiente com agentes
fortemente desnaturantes, tais como uréia (6M), deoxicolato (1%) e SDS (10%), houve um
ligeiro decréscimo em sua atividade, ou seja, para 60%, 96% e 73%, respectivamente.
Entretanto, a atividade aumentou para 120 e 112% na presenca dos detergentes Tween 20 (1%) e
Elugent (1%), respectivamente. A presenca, no meio reacional, dos ions Fe’*, Fe*" ¢ Ca*" nio
surtiram efeito na atividade da enzima levanasacarase, enquanto Al’* ¢ Cu®*" produziram 88 ¢

82% de inibigdo, respectivamente (HETTWER; GROSS; RUDOLPH, 1995).

Dentre os ions e detergentes testados, na atividade da enzima levanasacarase

. . - . 2+
produzida por Zymomonas mobilis e expressa em Escherichia coli, o ion Hg~" causou completa
inibi¢cdo tanto da enzima imobilizada em superficie de magnetita quanto livre, enquanto Triton

X-100, CaCl; e ZnCl, aumentaram as atividades da enzima (JANG et al., 2001).

Sangiliyandi et al. (1999) determinaram que a enzima levanasacarase de
Zymomonas mobilis produzida por E. coli recombinante foi altamente inibida quando em
presenca de CuSQOy4 (95%) e em HgCl, (100%), e moderadamente inibida quando em presenca de
ZnSOy4 (50%) e AICl; (22%). Alguns ions, tais como MgCl,, CaCl,, NaCl, KCl e CoCl, surtiram
menor efeito sobre a atividade da enzima (< 15%). Visto que EDTA nao surtiu efeito algum
sobre a atividade da enzima, pode-se, portanto perceber que nao ¢ necessaria a presenga de um

ion metal cofator para a atividade levanasacarase.
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Tanaka et al. (1979) investigaram as condi¢cdes de produgdo de levana e
estabeleceram que a levana de baixo peso molecular quando adicionada ao meio de reagdo atua
como ativador da enzima levanasacarase mais do que a de alto peso molecular, e que este efeito
diminui com o aumento da for¢a i6nica do meio de reagdo. Tanaka et al. (1980) também
relataram que a sintese de levana de alto peso molecular, catalisada pela enzima levanasacarase

de Bacillus subtilis, ocorreu na presenca de alcoois no meio reacional.

Segundo Hettwer et al. (1995), a atividade de formagdo de levana da enzima
levanasacarase de Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola foi observada somente quando havia
no meio reacional sacarose como substrato e ndo rafinose ou decilsacarose. Entretanto,
Andersone et al. (2004) relataram que a enzima levanasacarase de Zymomonas mobilis 113 S
pode realizar a polimerizagdo de moléculas de frutose provindas da quebra de rafinose, com
conseqiiente formacdo de levana e liberagdo de moléculas de melibiose ndo-catabolizadas dentro
do meio. Sangiliyandi et al. (1999) determinaram que a enzima levanasacarase de Zymomonas
mobilis produzida por E.coli recombinante exibiu as mesmas atividades de hidrdlise de sacarose
e de formagdo de levana em sacarose e rafinose, ndo possuindo atividade em maltose. Tkachenko
e Sevryugina (1989) também relataram que a atividade de sintese de levana, da linhagem isolada
de Bacillus polymyxa, é encontrada em meios de fermentagdo contendo sacarose ou rafinose

como fontes de carbono.

3.3.5 - Sintese de Levana

Ammar et al. (2002) quantificaram a levana produzida pela enzima
levanasacarase termoestavel de Bacillus sp. TH4-2, em diferentes temperaturas, tempos de
incubagcdo e concentragdes de sacarose. Verificaram que a maxima producdo de levana
(200mg/mL) ocorreu a 50°C, em solugd@o de sacarose 36%, apos de 24 horas de incubacdo. Ja a
sintese de levana, pela enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JCM-1683, foi mais alta a
40°C, sendo que na temperatura 6tima para atividade da enzima (50°C) a reacdo de hidrdlise da

sacarose foi preferencial em relagdo a sintese de levana (OHTSUKA et al. 1992).

Tanaka et al. (1978) relataram que a sintese de levana por levanasacarase de

Bacillus subtilis ocorre mais efetivamente a baixas temperaturas do que em temperaturas
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ambiente ou mais elevadas, ao contrario da atividade aparente da enzima, determinada pela

glicose liberada, que foi menor em baixas temperaturas.

3.3.6 - Determinacio dos Valores de Ky € Vyax

O valor de Ky da levanasacarase de A. diazotrophicus ¢ de 11,8mM
(HERNANDEZ et al. 1995). Entretanto, as enzimas levanasacarases de Zymomonas mobilis
(YANASE et al., 1992), P. syringae (HETTWER; GROSS; RUDOLPH, 1995) e R. aquatilis
JCM-1683 (OHTSUKA et al., 1992), possuem valores de Ky mais elevados, 160, 122 ¢ 50 mM,

respectivamente, em meio contendo sacarose.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 - MICRORGANISMO

Para a producdo do extrato enzimatico, foi utilizada a bactéria Zymomonas
mobilis CCT 4494, obtida na Colecdo de Culturas da Fundagdo Tropical de Pesquisas e

Tecnologia “André Tosello”.

4.2 - MEIOS DE CULTURA

4.2.1 - Meio de Manutenc¢ao da Cultura

A linhagem bacteriana foi cultivada e mantida em um meio contendo: caldo de
cana clarificado (100,0mL); agua destilada (30,0mL); CaCO; (0,4g); extrato de levedura
(0,4g) e agar nutriente (1,5g). Apoés a inoculagdo, as células foram incubadas por 24 horas a

30°C, e entdo os tubos foram mantidos em geladeira a 4°C e a cultura reativada a cada 3 meses.

4.2.2 - Meio para Pré-Fermentacio

O meio de pré-fermentacdo foi composto por: 5,0g/L extrato de levedura;
1,0g/L KH,POy4; 1,0g/L (NH4),SO4 e 1,0g/L MgSO4. 7H,0. A solugdo de sacarose (2,0%)
utilizada foi esterilizada separadamente da solugdo de sais, a 121°C por 20 minutos e ambas

misturadas assepticamente para a preparacdo do meio de pré-fermentacio.
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4.2.3 - Meio de Fermentacao

O meio de fermentacdo foi composto por: 5,0g/L extrato de levedura; 1,0g/L
KH,POy; 1,0g/L (NH4),SO4 € 1,0g/L MgSO4. 7H,0, segundo Rodriguez e Callieri (1986). Foi
utilizada uma solug@o de sacarose (20,0 %), esterilizada separadamente da solu¢do de sais, a

121°C por 20 minutos e misturadas assepticamente para a produ¢do do meio de fermentacao.

4.3 - CONDICOES DE FERMENTACAO

4.3.1 - Preparo do Pré-Inéculo

A partir da cepa de Zymomonas mobilis CCT 4494, armazenada em geladeira
(cultura estoque), foram inoculados por esgotamento tubos de ensaio inclinados contendo o meio

de manuteng¢do descrito no item 4.2.1. e incubados a 30°C por 24 horas.

4.3.2 - Pré - Fermentacio

Apbs a incubagdo, como descrito em 4.3.1, foi feita a suspensdo da cultura de
células bacterianas pela adi¢do de 5,0mL de agua destilada estéril e transferida para frascos
Erlenmeyer de 250,0mL contendo 30,0mL do meio sintético, proposto por Rodriguez e Callieri
(1986), adicionado de 20,0mL de uma solucdo de sacarose (Sigma-EUA) na concentracdo de
2,0% e o pH do meio ajustado para 7,0. Os frascos foram incubados em *“Shaker” rotatorio
Marconi, modelo MA 830, a 30°C a uma agitacdo de 200 rotagdes por minuto (rpm) durante

24 horas.
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4.3.3 — Fermentacio

4.3.3.1 - Padronizacio do In6culo

Em uma cubeta de espectrofotometro, foram adicionados 3,0mL da solugdo de
sais e gotas do caldo de cultura obtido no item 4.3.2, até que a leitura de absorbancia atingisse o
valor de 0,3 no comprimento de onda de 570nm. Através de uma regra de trés, foi verificado o
volume do indculo a ser adicionado em cada frasco Erlenmeyer que continha 50,0mL do meio de
fermentagdo, de acordo com FARIA (2002). Separadamente foi realizada a centrifugacdo de
10,0mL do caldo fermentado, feita a diluicdo das células com dgua destilada e posterior leitura
de absorbancia em espectrofotometro a 570nm. Através de uma correlagdo com a curva de
crescimento da bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 feita previamente, pode-se calcular a
concentra¢cdo (mg de peso seco/mL) do indculo adicionado em cada frasco de fermentacao.

O espectrofotometro utilizado para as determinagdes fotométricas foi o modelo

Cintra 5 UV-VIS “DoubleBeam”.

4.3.3.1.1 - Construcio da curva de calibracio para determinacio da concentracio celular a

partir de suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494

Para a constru¢do da curva de calibragdo da concentracdo celular, foi utilizada
a suspensdo de Zymomonas mobilis CCT 4494 obtida apos o processo de pré-fermentagao.

A construgdo da reta de calibracdo foi executada da seguinte forma:

. Um volume de 50,0mL de cultura de células de Zymomonas mobilis,
obtido nas condigdes de pré-fermentagdo, foi centrifugado a 694g a 4°C, durante
15 minutos, e lavado duas vezes com agua destilada;

] A massa celular umida foi, entdo, ressuspensa em 50,0mL de agua
destilada (suspensdo original) e posteriormente foram preparadas diferentes

diluicdes;



48

. Um volume de 5,0mL da suspensdo celular original e de cada dilui¢cdo de
suspensdo de células foi colocado em cadinhos de porcelana, previamente secos
em estufa a 90°C, e pesados em balanga analitica;

. Os cadinhos, contendo a suspensdo celular original e as diferentes
dilui¢des, foram levados em estufa a 90°C, por 24 horas;

. Os cadinhos foram transferidos para um dessecador, contendo cristais de
silica, e mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos para resfriamento;

. Os cadinhos foram pesados em balanga analitica, transferidos novamente
para o dessecador e, apds 30 minutos, novamente pesados, a fim de confirmar a
constancia das medi¢des. A operagdo foi repetida cerca de 2 horas depois;

. Uma vez conhecidos o volume e a massa de células, esta tltima obtida
pela subtracdo do peso dos cadinhos vazios ¢ do peso dos cadinhos com células,
foi determinada a concentracdo celular da suspensdo celular original e a das
amostras que foram diluidas;

= Paralelamente, foram feitas leituras de absorbancia a 570 nm com a
amostra da suspensdo celular original ¢ com as diluidas em espectrofotometro
modelo Cintra 5 UV-VIS “DoubleBeam”.

. Com base nas absorbancias das amostras diluidas e da suspensdo original,
foi construida a reta de -calibragdo, relacionando a absorbancia com a

concentracdo celular (Tabela 4 e Grafico 1, em anexo).

4.3.3.2 — Fermentacio

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 250,0mL
contendo 50,0mL de meio de fermentacdo com diferentes valores de pH iniciais (5,0, 6,0 ¢ 7,0) e
incubados em “Shaker” rotatério Marconi, modelo MA 830, a 30°C e a uma agitagdo de
200rpm. Para cada frasco de fermentagcdo foi feito um frasco controle. No decorrer da
fermentagdo, em intervalos de tempos definidos (6, 12, 24, 30, 36, 48, 72 e 96 horas), os frascos
foram retiradois e entdo colhidas amostras para determinacdo de agucares redutores, agucares
totais, pH, biomassa celular, levana, atividade de hidrdlise de sacarose do extrato enzimatico

bruto e atividade de formacgao de levana da enzima levanasacarase.
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4.4 - METODOS

4.4.1 — Processo Fermentativo

Durante todo o processo fermentativo foram retiradas amostras para a
determinagdo do pH, da concentragdo celular, do biopolimero levana, de agucares totais (AT),
acucares redutores (AR), atividade de hidrélise de sacarose e atividade da enzima
levanasacarase.

O tratamento analitico das amostras retiradas foi realizado de acordo com o

esquema da Figura 3:

Caldo Fermentado

Leitura direta Centrifugagio
pH
Células Sobrenadante
Absorbancia
Levana Atividade de Hidrolise Acgucares
de Sacarose ¢ de
Biomassa Formacgao de Levana

Figura 3 - Esquema do tratamento analitico das amostras obtidas apos processo fermentativo, a
partir de Zymomonas mobilis CCT 4494,
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4.4.1.1 - Coleta e Preparo das amostras

As amostras de cada ensaio foram colhidas a aproximadamente 20°C.
Primeiramente, foi determinado o valor do pH final do caldo de fermentagdo e, em seguida,
10,0mL desse caldo foram centrifugados a 6941g, 4°C, durante 15 minutos, para a medi¢do da
concentragdo celular no espectrofotometro. O restante do caldo obtido da fermentagdo foi
centrifugado nas mesmas condicdes € o sobrenadante foi separado. Parte dele foi utilizado
imediatamente para as determinacdes da atividade de hidrdlise de sacarose e da atividade da
enzima levanasacarase, e a outra parte congelada para as andlises posteriores (determinacdo de

levana, de agucares totais, agucares redutores).

4.4.1.2 - Determinac¢ao do pH

O pH foi determinado diretamente no caldo fermentado por potenciometria

com um pHmetro Digmed modelo DM20.

4.4.1.3 - Estimativa da Biomassa

Apds a centrifugagdo do caldo fermentado, a concentragdo celular foi
determinada pela medi¢do da absorbancia de suspensdes diluidas em agua destilada, a 570nm,
para sua conversao em concentracdo (massa de matéria seca por unidade de volume), através de
uma correlagdo com a curva de crescimento da bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 descrita

previamente no item 4.3.3.1.1.
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4.4.1.4 - Determinacao de Levana

O polissacarideo foi quantificado no sobrenadante das amostras de fermentagao
apo6s centrifugacdo a 6941g, 4°C e durante 15 minutos. Para a precipitagdo da levana formada,
retirou-se 2,0mL do sobrenadante obtido apos a centrifugacdo e adicionou-se 6,0mL de etanol
anidro, previamente resfriado. A solucdo foi homogeneizada e deixada em repouso por 24 horas
em camara fria a 4°C. O material obtido foi centrifugado a 3123 g, 0°C por 20 minutos. A
precipitacdo pelo etanol foi repetida novamente para aumentar o grau de pureza do material
isolado e foi realizada uma nova centrifugacdo nas mesmas condigdes. A levana precipitada foi
hidrolisada a frutose com 7,0mL de HCI1 0,5% a 96°C por 60 minutos. O material hidrolisado foi
neutralizado com 0,7mL de NaOH 2,0 M. A levana foi estimada indiretamente, como unidades
de frutose (mg/mL), pelo método de Somogyi (1945) e Nelson (1944). Todas as analises foram
realizadas em triplicata. As leituras de absorbancia foram feitas no espectrofotometro Cintra 5
UV-VIS “DoubleBeam” a 540 nm e correlacionadas a uma curva padrio de frutose feita

previamente (Tabela 5 e Grafico 2, em anexo).

4.4.1.5 - Determinacao de Acucares Redutores (AR) e Acuicares Totais (AT)

Os agucares redutores (AR) foram determinados de acordo com o método do
cuproarsenato descrito por Somogyi (1952) e Nelson (1944) e os aglcares totais (AT), pelo
método fenol-sulfurico, descrito por Dubois et al. (1956).

Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda desejado
para cada método utilizado, tendo como base amostras de agucares com concentragdes
conhecidas e, posteriormente, construiu-se uma curva de calibra¢do utilizando o método

Somogyi e Nelson (Tabela 5 e Grafico 2, em anexo) e Dubois (Tabela 6 e Grafico 3, em anexo).
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4.4.1.6 - Atividade Enzimatica de Hidroélise de Sacarose

As amostras dos sobrenadantes, obtidas conforme o item 4.4.1.1, foram
utilizadas como fonte de enzima extracelular.

A atividade de hidrolise da sacarose foi realizada com uma mistura reacional
composta por extrato enzimatico bruto (100uL) e 900uL de sacarose 10,0% em tampao acetato
de sdédio 0,05M e pH 5,0 a 30°C por 30 minutos. Foram feitos brancos de rea¢do. A reagdo
enzimdtica foi interrompida por fervura em 4gua durante 10 minutos. A determinagdo
quantitativa dos acucares redutores foi feita de acordo com o método do cuproarsenato descrito
por Somogyi (1945) e Nelson (1944). (Tabela 7 e Grafico 4, em anexo).

Uma unidade de atividade de sacarase foi definida como a quantidade de
enzima que produz agucares redutores equivalentes a 1umol de glicose por minuto sob condigdes

padrio (SANGILIYANDI E GUNASEKARAN, 2001).

4.4.1.7 - Atividade Enzimatica Aparente de Formacao de Levana

Para a determinacdo da atividade de formagdo de levana, as amostras dos
sobrenadantes obtidas conforme o item 4.4.1.1 foram utilizadas como fonte da enzima
extracelular. A determinacdo da atividade aparente da enzima levanasacarase foi realizada
adotando-se a técnica de Wendt (2001), com algumas modificagdes. Uma mistura reacional
composta por 100uL do extrato enzimatico bruto e 400uL de sacarose 10,0% em tampao fosfato
de sodio 0,1M e pH 5,5, reagiu a 30°C por 3 horas. Para cada tubo teste foi feito um branco de
reagdo. A reag¢do enzimatica foi interrompida por fervura em 4gua durante 10 minutos para
desnaturagdo da enzima. A concentragdo de glicose foi determinada através do método da
glicose oxidase/peroxidase (Kit Bio Diagnéstica — Glicose Enz Color). As leituras de
absorbancia foram feitas no espectrofotometro Cintra 5 UV-VIS “DoubleBeam” a 500nm e
correlacionadas a uma curva padrdo de glicose feita previamente (Tabela 8 e Grafico 5, em
anexo).

Uma unidade de atividade da enzima levanasacarase (atividade de
transfrutosilacdo) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagdo de

Iumol de glicose/minuto/mL.
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4.4.1.8 - Calculos dos Parametros Cinéticos

Os parametros cinéticos foram determinados de acordo com as equagdes

descritas abaixo:

4.4.1.8.1 - Coeficiente de rendimento de massa celular em relaciio ao substrato consumido

(Xr — Xo)
Yx/s = x 100 (%) (equagdo 1)
(So— Sp)

4.4.1.8.2 - Coeficiente de rendimento do produto em relacio ao substrato consumido

(Pr— Py)
Yps= — x 100 (%) (equacdo 2)
(So — Sp)

4.4.1.8.3 — Produtividade

(Pt — Po)
P= —  (g/Lh) (equagdo 3)
(tr — to)
Onde:
Xo = massa celular seca (g/L) X¢=massa celular seca final (g/L)
Sy = concentra¢do inicial de substrato (g/L) S¢ = concentragdo final de substrato (g/L)
Py = massa produto inicial (g/L) Py = massa de produto final (g/L)

to = tempo inicial (h) tr=tempo (h)
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Yx/s = coeficiente de rendimento de massa celular em relagdo ao substrato consumido
Yp/s = coeficiente de rendimento do produto em relagio ao substrato consumido

P = produtividade

4.4.2 - Caracterizacio do Extrato Enzimatico quanto a Atividade de Hidrdlise de Sacarose

4.4.2.1 - Determinaciao do Periodo de Incubacgio

Inicialmente foram realizados dois ensaios enzimaticos, para a determinacgdo do
melhor periodo de incubagdo para a atividade de hidrolise de sacarose do extrato enzimatico,
seguindo o procedimento do item 4.4.1.6. Para tal utilizaram-se duas diferentes concentragdes de
extrato enzimatico bruto (0,1ml e 0,2ml, respectivamente), alterando-se o tempo de reacdo da
enzima com o substrato. Os periodos de reacdo foram de 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 minutos a 30°C.
Apos determinar que o melhor tempo de reacdo foi de 10 minutos, para o calculo da velocidade
inicial da reagfo, 0,Iml de extrato enzimatico bruto foi reagido com sacarose 10% em tampao
acetato de sdédio 50mM e pH 5,0 de 0 a 10 minutos, sendo retiradas amostras minuto a minuto
para quantificacdo dos agucares redutores formados. As leituras de absorbancia foram feitas no
espectrofotometro Cintra 5 UV-VIS “DoubleBeam” a 540nm e correlacionadas a uma curva

padrdo de frutose feita previamente.

4.4.2.2 - Determinacio do pH Otimo

Para a determinagdo do pH o6timo do extrato enzimadtico bruto, foram testados
diferentes valores de pH, na presenca de solucdo de sacarose 10 %. Os valores de pH testados
variaram de 3,5 até 7. Os tampdes utilizados foram: acido formico (pH 3,5), acetato de sodio (pH
4,45,5,0e 5,5 ¢ MES (pH 6,0, 6,5 ¢ 7,0), todos com concentragdo de S0mM. A mistura
reacional composta por 100uL de extrato enzimatico e 900uL de solugdo de sacarose 10,0% em

diferentes valores de pH foi ensaiada por 10 minutos a 30°C, com os respectivos brancos de
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reacdo. A reagdo foi finalizada por desnaturacdo da enzima em banho-maria a ebuli¢do por 10
minutos e determinada a quantidade de agucares redutores formados de acordo com o método de

Somogyi (1945) e Nelson (1944).

4.4.2.3 - Determinaciio da Temperatura Otima

A mistura reacional utilizada para determinar a temperatura 6tima do extrato
bruto enzimatico foi composta por sacarose 10,0% (900uL) em tampao acetato de sodio SOmM e
pH 4,0 e extrato enzimatico bruto (100uL). Foram feitos brancos de reagdo (100uL de extrato
enzimatico e 900uL de tampao acetato de sodio 0,05M, pH 4,0). Os tubos testes e os brancos de
reacdo foram ensaiados a diferentes temperaturas 20, 25, 30, 35, 40, 45°C, durante 10 minutos. A
reacdo foi finalizada por desnaturacdo da enzima em banho-maria em ebuli¢do e determinada a

quantidade de acucares redutores formados de acordo com Somogyi (1945) e Nelson (1944).

4.4.2.4 — Efeito da Concentracio de Sacarose

Para estudar o efeito da sacarose na atividade de hidrélise do extrato
enzimatico, o sistema de reacdo foi constituido de 100uL de extrato enzimatico bruto e 900uL de
solucdo de sacarose em diferentes concentragdes 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 ¢ 12,5%
dissolvida em tampao acetato de sodio S0mM e pH 4,0 a 40°C por 10 minutos. A reagdo
enzimatica foi interrompida por fervura em agua durante 10 minutos e realizada a determinagao

da quantidade de actcares redutores formados de acordo com Somogyi (1945) e Nelson (1944).

4.4.2.5 - Determinacido da Estabilidade ao pH

A fim de verificar a estabilidade do extrato enzimatico em diferentes valores de
pH (4,0 a 7,0), a mistura reacional constituida de 1,0mL do sobrenadante e 1,0mL dos

respectivos tampdes SO0mM foi mantida por 24 horas a temperatura ambiente. Uma aliquota foi
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retirada para determinar a atividade de hidrdlise de sacarose residual do extrato enzimatico bruto

sob condi¢des Otimas.

4.4.2.6 - Determinacao da Estabilidade Térmica

Para verificagdo da estabilidade térmica, 1,0mL do sobrenadante foi mantido
em diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40 e 45°C) em pH 4,0 por 30 minutos. Uma aliquota foi
retirada para determinar a atividade de hidroélise de sacarose residual do extrato enzimatico bruto

sob condi¢des Otimas.

4.4.3 - Caracterizacio da Levanasacarase quanto a Atividade de Formacao de Levana

4.4.3.1 - Testes preliminares realizados para a producéo de levana

Foram realizados diferentes ensaios (Tabela 9) para verificar a inibi¢cdo do
crescimento de células bacterianas durante a produg¢do de levana, utilizando a enzima
levanasacarase presente no extrato enzimdatico bruto. Este foi produzido pela bactéria
Zymomonas mobilis CCT 4494 durante 12 horas de fermentacdo, em meio com pH inicial de 7,0,
200g/L de sacarose e adi¢do de sais, temperatura de incubacdo de 30°C e agitagdo de 200rpm. O
biopolimero levana foi quantificado de acordo com o item 4.4.1.4.

Para a obtencdo de solu¢do de sacarose estéril, a mesma foi filtrada em
membrana filtrante de 0,22um de poro. O antibidtico Cloranfenicol foi adicionado aos meios de
reacdo (Ensaios 1, 2, 3 e 4) até a obteng¢do da concentracdo de 10ug/mL, de acordo com

Tkachenko e Sevryugina (1989).
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Tabela 9 - Ensaios enziméaticos para a produ¢@o de levana utilizando o extrato enzimatico bruto
e sacarose 20% sob diferentes condic¢des de reacgao.

Composicao dos meios Composicao dos frascos Tempos e Temperatura de
reacionais controle reacao
1) 30ml de extrato enzimatico | 1.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 30°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas
ndo estéril em tampdo acetato de | ndo estéril em tampdo acetato de
sodio pH 4,0 e adigdo de | sodio pH 4,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.
2) 30ml de extrato enzimadtico | 2.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 30°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas
estéril em tampdo acetato de | estéril em tampdo acetato de
sodio pH 4,0 e adicdo de | sodio pH 4,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.
3) 30ml de extrato enzimatico | 3.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 30°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas
ndo estéril em tampdo acetato de | ndo estéril em tamp@o acetato de
sodio pH 5,0 e adigdo de | sodio pH 5,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.
4) 30ml de extrato enzimadtico | 4.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 30°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas
estéril em tampdo acetato de | estéril em tampdo acetato de
sodio pH 5,0 e adicdo de | sddio pH 5,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.
5) 30ml de extrato enzimatico | 5.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 4°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas
estéril em tampdo acetato de | ndo estéril em tampdo acetato de
sodio pH 4,0 e sem adicdo de | sodio pH 5,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.
6) 30ml de extrato enzimatico | 6.1) 30ml de extrato enzimatico | T = 4°C, Tempos = 24, 48
bruto + 20ml de sacarose 20% | bruto + 20ml de sacarose 20% | 72 horas.
estéril em tampdo acetato de | ndo estéril em tampdo acetato de
sodio pH 5,0 ¢ sem adicdo de | sodio pH 5,0 e sem adigdo de
cloranfenicol. cloranfenicol.

4.4.3.1.1 — Coloracgio de Gram

A coloragdo de Gram foi realizada para verificar a auséncia de crescimento

celular nos diferentes extratos enzimaticos.
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4.4.3.2 - Caracterizacio da levanasacarase do extrato bruto ajustando os parametros

envolvidos pela metodologia de superficie de resposta

Para a determinag¢do da atividade de formacdo de levana foi utilizado o
planejamento estatistico do programa Statistic 7.0 (StatSoft), usando um delineamento do tipo
3*% com um total de 81 experimentos, sendo que cada um deles foi realizado em triplicata.

As varidveis estudadas foram: X; = Concentracdo de Sacarose (g/L),
X>; = Temperatura de Reacdo (°C), X; = Tempo de Reag¢do ¢ Xy = pH do meio reacional. A
resposta analisada foi atividade de formacao de levana (Y;), da enzima levanasacarase.

Diferentemente do item 4.4.1.7, no qual para a atividade de formagao de levana
adotou-se a técnica de Wendt (2001), com algumas modificagdes, para a obtengdo destas,
amostras da levana produzida foram quantificadas conforme o item 4.4.1.4, sob as diferentes
condigdes testadas. Definiu-se uma unidade de atividade de formagdo da enzima levanasacarase
como sendo a quantidade de enzima que catalisa a formagdo de 1 mg de levana /hora /mL.

Também a partir de cada um dos 81 experimentos, realizados em triplicata,
foram determinados os agucares totais (AT) e agucares redutores formados, para uma melhor
discussdo dos resultados.

A Tabela 10 apresenta as varidveis independentes, codificadas, estudadas para
a determinacdo dos melhores pardmetros para a atividade de formagdo de levana, a partir do

extrato enzimatico produzido por Zymomonas mobilis CCT 4494.

Tabela 10 - Variaveis independentes, codificadas, estudadas para a determinagdo dos melhores
parametros para a atividade de formacgdo de levana da enzima levanasacarase (Y;)
de Zymomonas mobilis CCT 4494.

Variaveis Niveis
-1 0 1
X; — Sacarose (g/L) 10 25 40
X>—T (°C) 20 30 40
X;— Tempo (horas) 24 48 72

X,-pH 4 5 6
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4.4.3.3 — Estabilidade ao Congelamento

Foi verificada a atividade enzimatica da levanasacarase no extrato enzimatico
bruto submetido ao congelamento durante 3 meses. Para isso foi determinada a atividade
enzimdtica de formacdo de levana a cada 15 dias. Para a determinacdo da atividade enzimatica,

utilizou-se a metodologia e os melhores pardmetros determinados no item 4.4.3.2.

4.4.3.4 — Efeito de ions metais

Foi verificado o efeito da adi¢do dos ions metalicos (CaCl,, KCl e MgSO4) na
atividade da enzima levanasacarase. A atividade enzimatica foi realizada de acordo com a
metodologia e os melhores pardmetros determinados no item 4.4.3.2, com a adicdo de solugdes

SmM de cada ion.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Efeito do pH Inicial do Meio de Fermentacdo na Producio de Levana por Zymomonas

mobilis CCT 4494.

Diversos pardmetros de fermentagdo sdo reguladores da biossintese de levana
pelos microrganismos produtores. Entre estes, a temperatura € o pH (DOELLE et al., 1993; YOO
et al., 2004), a concentragdo do meio e o tempo de cultivo (MURO et al., 2000; YOO et al.,
2004) e a osmolalidade do meio de crescimento garantida pelo alto teor de sacarose (BEKERS et
al., 2000).

Nesta pesquisa para as determinagdes dos melhores parametros para produgio
de levana, foram realizadas diferentes fermentagdes submersas, em diferentes valores de pH
inicial (5,0, 6,0 e 7,0), utilizando o microrganismo Zymomonas mobilis CCT 4494. A
temperatura de fermentacdo foi de 30°C, a concentracdo de sacarose 200g/L e a velocidade de
agitacdo 200rpm. Estes parametros foram fixados em todos os ensaios e¢ foi seguida a
metodologia utilizada por Ernandes (2006). O indculo adicionado inicialmente em cada frasco de
fermentacdo foi de 0,052mg de peso seco/mL.

Nos Graficos 6 e 7 s3o mostrados os resultados obtidos a partir da
quantificagdo dos agucares totais e dos agucares redutores durante diferentes tempos de
fermentacdo sob as trés diferentes condigdes de fermentacdo citadas anteriormente .

No Gréfico 6 ocorrem diminui¢cdes dos acucares totais ao longo das trés
diferentes condi¢des de fermentacdo testadas até 48 horas, permanecendo praticamente constante
até as 96 horas de fermentag¢do. Observa-se também que nos meios com pH inicial de 6,0 ¢ 7,0 o
consumo destes agucares ¢ mais acentuado quando comparado ao meio com pH inicial de 5,0.

Ao observar o Grafico 7, pode-se notar que as trés curvas de agucares
redutores sdo semelhantes e que as maiores quantidades de agucares redutores foram
quantificadas nas amostras retiradas em 6 horas de fermentagao, nas trés diferentes condi¢des, ou
seja, 70,00mg/ml, 60,00mg/ml e 60,00mg/ml nos meios com pH inicial de 5,0, 6,0 e 7,0,
respectivamente.

Os resultados de produg¢do do biopolimero levana obtidos nos diferentes
valores de pH iniciais estdo representados no Grafico 8, durante todo o periodo de fermentacgio

utilizando Zymomonas mobilis.
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A produgdo de levana (Grafico 8) foi pequena quando comparada a de agucares

redutores (Grafico 7). Isto ocorreu, porque a bactéria Zymomonas mobilis hidrolisa a sacarose e

utiliza os agucares redutores para seu crescimento, para a producdo de levana e também para a

formacdo de outros subprodutos tais como frutooligdmeros e sorbitol (SANGILIYANDI; RAIJ;
GUNASEKARAN, 1999). Essa distribui¢do da fonte de carbono para o crescimento celular e

formagdo de frutanas também foi observado por Dawes e Ribbons (1966), os quais

acompanharam a formagdo de levana durante o crescimento da bactéria Zymomonas mobilis

N.C.I.B. 8938.
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Grafico 6 - Quantificacdo dos agucares totais
(mg/mL) nos meios com diferentes valores de pH
inicial, 200g/L de sacarose, agitagdo a 200rpm,
incubagdo a 30°C, durante 96 horas de
fermentagdo. (pH 5,0 (m), pH 6,0 (o) ¢ pH 7,0
(A)).
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Grafico 7 - Quantificacdo dos agtcares redutores
(mg/mL) nos meios com diferentes valores de pH
inicial, 200g/L. de sacarose, agitacdo a 200rpm,
incubacdo a 30°C, durante 96 horas de fermentagao.
(pH 5,0 (m), pH 6,0 (®) e pH 7,0 (A)).
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Grafico 8 — Efeito da varia¢do do pH inicial no meio contendo
200 g/L. de sacarose na produ¢do de levana por Zymomonas
mobilis CCT 4494 em diferentes tempos de fermentagdo
incubados a 30°C e 200rpm (pH 5,0 (m); pH 6,0 (e) e pH 7,0
(A)).

No Grafico 8, observa-se que, para as trés diferentes condi¢cdes de fermentacao,
houve um aumento da concentragdo do biopolimero nos meios de cultura nas primeiras 12 horas
de fermentagdo. Isso provavelmente ocorreu porque ha bastante substrato nos meios de cultivo
(Graficos 6 e 7), as bactérias encontram-se em fase de crescimento exponencial (Graficos 12, 13
e 14) e as atividades das enzimas levanasacarases produzidas sao intensas (Grafico 25). Em vista
disso, as células da bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 produzem o biopolimero levana
como forma de precaugdo, sendo, assim, uma fonte de reserva.

Apos esse tempo houve um decréscimo em 24 e 48 horas (Grafico 8), visto que
0 substrato nos meios de cultivo também vao se tornando mais escassos (Graficos 6 € 7). Novos
aumentos da producdo do biopolimero foram quantificados em 72 horas. Esse comportamento ¢é
tipico das células bacterianas produtoras de biopolimero, pois ao se sentirem ameacadas, ou seja,
quando ndo ha praticamente substrato nos meios de cultivo (Graficos 6 e 7), produzem esse
produto como forma de protecdo das proprias células. E no final da fermentagdo, nos meios com
pH iniciais de 5,0 e 7,0, houve decréscimo da produgdo de levana, o0 mesmo nao foi observado
no meio de fermentacdo com pH inicial de 6,0. Neste ultimo foi constatada a maior producdo do
biopolimero nas 96 horas de fermentagdo (290ug/ml) com o pH final do meio de 4,0 (Grafico
13). Esse comportamento pode estar relacionado com o crescimento da bactéria

Zymomonas mobilis nas trés diferentes condi¢des de fermentacdo (Graficos 12, 13 e 14), pois em
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meios com pH inicial de 5,0 e 7,0 as células bacterianas estdo em fase de declinio, enquanto em
meio com pH inicial de 6,0, encontram-se na fase estacionaria.

Parte deste comportamento também foi verificado por Ananthalakshmy e
Gunasekaran (1999) ao testar o efeito do pH na producdo de levana por Zymomonas mobilis
B4286 durante 24 horas de fermentacdo. Os autores observaram que, para as diferentes
condi¢des de fermentacdo testadas, houveram aumentos na producdo de levana até 16 horas de
fermentag@o ocorrendo, posteriormente, a diminui¢cdo do biopolimero em 24 horas. Isso ocorreu
porque as células bacterianas estavam em fase de crescimento exponencial até as 16 horas,
entrando na fase de declinio apds esse tempo.

Pode-se observar neste experimento que o pH do meio de fermentagdo teve
uma forte influéncia na producdo de levana, o que estd de acordo com Lyness e Doelle (1980;
1983). O melhor pH inicial encontrado (pH 6,0) nos experimentos realizados para o meio de
cultivo estd de acordo com Silva (1996), mas ndo com Doelle e Greenfield (1985), pois esses
autores obtiveram as maiores produgdes em levana, trabalhando em pH inicial de 5,0 e numa

temperatura de 27 a 30°C.

Ao compararmos os resultados obtidos da melhor condigdo para a produgio de
levana com de outros autores que utilizaram diferentes cepas de microrganismos (YOSHIDA et
al.,1990; ANANTHALAKSHMY e GUNASEKARAN, 1999), foi observado que essas
condigdes diferiram entre si. Entretanto, Doelle et al. (1989) provaram que s3o necessarias
diferentes condigdes para a produgcdo de levana quando utilizadas diferentes cepas de

microrganismos.

Nos Graficos 9, 10 e 11, podem-se observar os resultados de Yxs (%), Ypss (%)
e P (mg/ml.h) obtidos ao longo das 96 horas de fermentagdo por Zymomonas mobilis CCT 4494,
em meios com diferentes valores de pH iniciais.

Pelo Grafico 9 pode-se observar o maior valor de coeficiente de rendimento
celular (Yx/s) em meio com pH inicial de 7,0 e 30 horas de fermentagdo comprovado pela maior
concentracdo de biomassa encontrada nesse mesmo ponto (Grafico 14). Nos meios com pH
inicial de 5,0 ¢ 6,0, os maiores valores encontrados foram em 24 horas de fermentacgao.

Os maiores rendimentos do produto (Yps) foram obtidos em 6,0 horas de
fermentagdo nos meios com pH inicial de 5,0 e 6,0 (Grafico 10). Isso ocorreu visto que houve
um consumo menor de agucares totais (AT) quando o microrganismo cresceu nos meios com

pH inicial de 5,0 e 6,0 em relagdo ao de 7,0 (Gréfico 6).
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No Grafico 11 podem-se observar os maiores picos de produtividade, para as
trés diferentes condigdes de fermentacdo em 6 horas de incubagdo. Logo apods, houve
decréscimos da produtividade até o final da fermentacdo, mantendo-se praticamente constante.
As produtividades encontradas em 6 horas de fermentag¢do nos meios com pH inicial de 6,0 e 7,0

foram praticamente as mesmas (0,018mg/ml.h e 0,017mg/ml.h, respectivamente) tendo uma

ligeira diferenga em relagdo ao meio com pH inicial de 5,0 (0,013 mg/ml.h).
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Grafico 9 — Determinacdo do Rendimento
Celular (Yxs) em diferentes tempos de
fermentacdo, em meio com sacarose 20%,
diferentes valores de pH inicial, agitagdo a
200 rpm e incubados a 30°C (pH 5,0 (m); pH 6,0
(e)epH 7,0 (A)).
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Grafico 10 — Determinagdo do Rendimento do
Produto (Yps) em diferentes tempos de
fermentacdo, em meio com sacarose 20%,
diferentes valores de pH inicial, agitacdo a
200 rpm e incubados a 30°C (pH 5,0 (m); pH 6,0
() e pH 7,0 (A)).
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Grifico 11 — Determinagdo da Produtividade (P) em
diferentes tempos de fermentagdo, em meio com
sacarose 20%, diferentes valores de pH inicial,
agitacdo a 200 rpm e incubados a 30°C (pH 5,0 (m);
pH 6,0 () e pH 7,0 (A)).
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5.2 - Producao de Levanasacarase e Sacarase Extracelulares com Atividade de Hidrdlise de

Sacarose em diferentes valores de pH iniciais.

As atividades enzimaticas de hidrdlise de sacarose foram determinadas no
decorrer da fermentagdo, em 6, 12, 24, 30, 36, 48, 72 ¢ 96 horas. Os meios de fermentagao
utilizados eram compostos por sacarose 200g/L adicionados de sais. O pH inicial foi ajustado
para 5,0, 6,0 e 7,0, respectivamente e os frascos foram mantidos sob agitagdo a 200rpm e
incubados a 30°C.

Os Graficos 12, 13 ¢ 14 demonstram a relag@o entre a atividade de sacarase, o
pH final do meio e o crescimento celular em funcido do tempo de fermentagdo nos meios com pH
iniciais de 5,0, 6,0 € 7,0.

A determinacdo dos valores de pH final dos meios de fermentagdo mostram
que, independentemente do valor inicial (5,0, 6,0 ou 7,0), houve uma queda do mesmo e apds
24 horas de fermentacdo, manteve-se praticamente constante até as 96 horas (Graficos 12, 13 e
14).

Isto também foi demonstrado por BEKERS et al. (2005), que também
observaram que durante a fermentacdo em meio de sacarose, Zymomonas mobilis 113 “S” nao
produziu apenas etanol e levana, mas também 4acido gliconico, acido latico e acido acético,
responsaveis pelo abaixamento do pH do meio.

Em relagdo ao crescimento celular, pode-se observar que no meio com pH
inicial de 5,0 (Grafico 12) as células bacterianas encontram-se na fase de crescimento
exponencial até 48 horas de fermentagdo, havendo morte celular até as 96 horas. Em meio com
pH inicial de 6,0 (Gréfico 13) observa-se que hd um aumento da biomassa celular até 24 horas,
mantendo-se praticamente constante até¢ 96 horas. Podemos observar uma particularidade, para o
meio de fermentagdo com pH inicial de 7,0, visto que ha o crescimento celular até 30 horas, um
declinio quantificado em 36 horas e um novo aumento até 72 horas ¢ um novo declinio. A maior
concentracdo de biomassa foi encontrada em 30 horas (14,98mg/ml) e meio com pH inicial de
7,0 e o pH final, nesse ponto, foi 3,8 (Grafico 14).

Os meios com pH 5,0 e 7,0 mostraram picos de atividade de sacarase, o que
ndo ocorreu em pH inicial de 6,0, no qual houve um aumento até¢ 12 horas e manteve-se
praticamente constante ao longo do restante da fermentacdo. H4 uma forte relagdo entre

atividade de sacarase e pH final do meio, visualizado nos graficos 12, 13 e 14.
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Grafico 12 - Determina¢do da atividade de
sacarase, pH final do meio e biomassa celular,
durante diferentes tempos de fermentagdo em
meio com pH inicial 5,0, 200g/L. de sacarose,
agitacdo a 200rpm e incubagdo a 30°C (atividade
de sacarase (A), pH final do meio (m) e biomassa
celular (mg de peso seco/ml) (e)).
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Grafico 13 - Determinagdo da atividade de
sacarase, pH final do meio e biomassa celular,
durante diferentes tempos de fermentagcdo em
meio com pH inicial 6,0, 200g/L. de sacarose,
agitacdo a 200rpm e incubagcdo a 30°C
(atividade de sacarase (A), pH final do meio
(m) e biomassa celular (mg de peso seco/ml)
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Grafico 14 - Determinagdo da atividade de sacarase,
pH final do meio e biomassa celular, durante
diferentes tempos de fermentagdo em meio com
pH inicial 7,0, 200g/L de sacarose, agitagdo a 200
rpm e incubagdo a 30°C (atividade de sacarase (A),
pH final do meio (m) e biomassa celular (mg de peso

seco/ml) (e)).
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Grifico 15 — Determinacio da atividade de sacarase num meio
ajustado a diferentes valores de pH, diferentes tempos de
fermentacdo, agitacdo a 200rpm e incubados a 30°C (pH 5,0
(m); pH 6,0 (8) e pH 7,0 (A)).

O Grafico 15 mostra os resultados das atividades de hidrélise de sacarose

(U/mL) em um meio ajustado nos diferentes valores de pH em fun¢do do tempo de fermentagdo

(horas).

Como evidenciado no Grafico 15, o extrato enzimatico, produzido durante a
fermentagdo em meio com 200g/L de sacarose, pela bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494, tem
sua maior atividade de sacarase em pH inicial de 7,0 apos 6 horas de incubacdo. Observando o
Grafico 14 pode-se perceber que houve uma diminuicdo do pH de 7,0 para 4,78 apds 6 horas de

incubacio.

O pico de atividade de sacarase encontrado (Grafico 15) poderia estar
relacionado ao pH do meio de fermentacdo e ser explicado pelo fato do pH 4,78 estar proéximo
dos valores de pH otimos relatados anteriormente, para as atividades de hidrélise da enzima
sacarase extracelular (pH 5,5) e da enzima levanasacarase produzida pela E. coli recombinante
(pH 5,0), de acordo com os estudos de YANASE et al. (1995) e de SANGILIYAND et al.
(1999). Entretanto, ao comparar os valores de pH finais retirados nas trés diferentes condi¢des de
fermentacdo em 6 horas de incubagdo (Graficos 12, 13 e 14), podemos observar que os valores
encontrados em pH iniciais de 5,0 (4,92) e 6,0 (4,79) sdo ligeiramente maiores em relagdo ao
encontrado para o pH inicial de 7,0, aproximando - se mais do pH o6timo para atividade de
hidrolise das enzimas levanasacarase recombinante e sacarase extracelular. Dessa forma, o pico

de atividade de sacarase em meio com pH inicial de 7,0 esta relacionado a concentracdo de
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biomassa, pois a mesma ¢ superior sob essa condicdo de fermentacdo (Graficos 14), estando de

acordo com Preziosi et al. (1989).

Portanto, para a caracterizacdo do extrato enzimatico quanto a atividade de
sacarase, 0 mesmo foi produzido pela bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 durante 6 horas de
fermentacdo, em meio com pH inicial de 7,0, 200g/L de sacarose, temperatura de incubacgado de

30°C e agitacdo de 200rpm.

5.2.1 - Caracterizacio do Extrato Enzimatico quanto a Atividade Sacarase

5.2.1.1 - Determinac¢do do Periodo de Incubacio

No Grafico 16 esta representada a quantidade de produto formado em fungio
do tempo de reagdo. Os ensaios foram realizados com duas diferentes concentragdes do extrato
enzimatico produzido, 10% de sacarose em tampao acetato de sédio 0,05M e pH 5,0, em
diferentes tempos de reagdo (5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos) a 30°C.

O Grafico 16 mostra que a produgdo de acucares redutores aumenta
linearmente de 0 até os 10 primeiros minutos.

Nos experimentos realizados anteriormente (Graficos de 12 a 15), para a
obtencdo das melhores condi¢des de produgdo do extrato enzimdtico com atividade de sacarase,
foi utilizado o tempo de reagdo de 30 minutos. Entretanto, ap6s a verificagdo do melhor tempo
de reagdo, nos experimentos posteriores, foram utilizados 10 minutos, mantendo-se a mesma
concentracdo de extrato enzimatico para facilitar a quantificagdo dos agucares redutores.

Para o calculo da velocidade inicial de reagdo, foi plotado o Grafico 17. Para a
obtencdo destes dados, amostras foram retiradas minuto a minuto (0 a 10) e quantificados os

agucares redutores formados.
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Grafico 16 - Curvas de progresso de reagdo para duas
concentracdes iniciais diferentes de extrato enzimatico. (0,1mL
de extrato enzimatico + 0,9mL de sacarose 10% em tampio
acetato de sédio 0,05mM e pH 5,0 (m); 0,2mL de extrato
enzimatico + 0,8 mL de sacarose 10% em tampdo acetato de
sodio 0,05mM e pH 5,0 (e)).
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Grafico 17 — Determinacdo de agucares redutores formados
em fun¢@o do tempo (0,1ml de extrato enzimatico + 0,9ml
de sacarose 10% em tamp@o acetato de sodio 0,05mM pH
5,0 (m)).
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Posteriormente foi realizada uma regressao linear obtendo-se a equagdo da reta

= 0,08682 + 0,52791*X. Portanto, a velocidade inicial de reagdo (Vo) ¢ igual a

0,52791 (umol//ml.min).

5.2.1.2 - Determinaciio do pH Otimo

De acordo com o Grafico 18, pode-se observar uma variagdo da atividade de
hidrélise de sacarose na faixa de pH entre 3,5 e 7,0 e picos de atividade enzimética em valores

de pH 4,0, 5,0 ¢ 6,5.

Tendo sido utilizado um extrato enzimatico bruto para a determinac¢do da
atividade de sacarase ndo ha meios de saber qual o pH 6timo de atuagdo de cada uma das
enzimas que hidrolisam a sacarose. Entretanto, pode-se afirmar que o maximo valor de
atividade enzimatica foi conseguido em pH 4,0, sendo este, portanto, considerado o pH 6timo

para a atividade de sacarase do extrato enzimatico bruto.

De acordo com a literatura, ao fermentar meios que contém sacarose, a
bactéria Zymomonas mobilis produz somente duas enzimas que tem atividade de sacarase, ou
seja, a sacarase ¢ a levanasacarase. Entretanto talvez haja a produ¢do de uma terceira enzima,

ainda ndo estudada, como demonstrada pelos picos encontrados no Grafico 18.

Ao compararmos o pH 4timo (4,0) encontrado para a atividade de sacarase
do extrato enzimatico bruto (Grafico 18) e dados citados na literatura, observamos que sdo
diferentes. As maiores atividades das enzimas sacarase extracelular cristalizada, purificada e
produzida por Zymomonas mobilis IFO 13756 e das levanasacarases de Zymomonas mobilis
NCIB 11199, ocorrem em pH 5,5 e pH 6,5, respectivamente (YANASE et al.,1995; LYNESS
e DOELLE, 1983). Entretanto nota-se que esses dois valores sdo encontrados nos dois outros

picos de atividade (Grafico 18).
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Grifico 18 — Determinagdo do pH 6timo para a atividade de
sacarase do extrato enzimatico bruto, em meio reacional
composto por 10% de sacarose em diferentes tampdes e
valores de pH na concentragdo 0,05M, e reagdo a 30°C por
10 minutos.

5.2.1.3 — Determinacéo da Temperatura Otima

O Grafico 19 mostra a variacdo da atividade de sacarase do extrato enzimatico
bruto em fun¢do da temperatura na faixa de 20 a 45°C, e a temperatura 6tima de 40°C.

Isto ¢ similar as temperaturas oOtimas encontradas para as atividades de
hidrélise de sacarose da enzima levanasacarase produzida por diferentes microrganismos
(YANASE et al., 1992; SANGILIYANDI et al., 1999; AMMAR et al., 2002) ¢ para a enzima
sacarase extracelular de Zymomonas mobilis IFO 13756, cristalizada e purificada (YANASE et
al., 1995).
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Grafico 19 — Determinagdo da temperatura dtima para a
atividade de sacarase do extrato enzimatico bruto, em
meio reacional composto por 10% de sacarose em
tampdo acetato de sodio 0,05M e pH 5,0, e reagdo a
diferentes temperaturas (20 a 45°C) por 10 minutos.
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Grafico 20 — Determinagdo da Energia de Ativacgio

necessaria para ocorrer a reacdo de hidrolise de sacarose pelo
extrato enzimatico bruto.
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O Gréfico 20 mostra a determinacdo da energia de ativacdo da reacdo e para o

calculo desta utilizaram-se os dados de 1/T x logV.

Por meio

da

regressao

linear obteve-se a

equagdo

da

reta

Y =1,97781 — 45,11527*X. Visto que Ea = - (2,3 x tga x R). A tg o é conseguida pela equagdo

da reta (— 45,11527) e R = 1,98cal/mol.K, sendo, assim, a energia de ativagdo necessaria para a

reacdo igual a 205,45cal/mol.
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5.2.1.4 — Efeito da Concentracio de Sacarose
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Grafico 21 — Efeito da concentracdo de sacarose sobre a
velocidade enzimadtica de sacarase do extrato enzimatico bruto.
Os ensaios foram realizados com 0,1ml de extrato bruto e 0,9mL
de tampdo 50mM e pH 4,0 com diferentes concentracdes de
sacarose e temperatura de reagao 40°C.

Pode — se observar no Grafico 21 que a velocidade enzimatica aumentou quase
linearmente com o aumento da concentragdo de sacarose. Isso ocorreu nas concentragdes de 0 até
0,10M, apods este valor houve a saturagdo da enzima pelo substrato. A partir desse ponto
(0,10M), a velocidade inicial observada atingiu um valor maximo que ndo ¢ afetado por
aumentos posteriores da concentragdo de substrato, pois 0 mesmo se encontra em excesso sobre
a enzima.

Para a determinacdo dos parametros cinéticos Vy,x € Ky € necessario linearizar
os dados obtidos durante a determinagdo do efeito da concentracdo do substrato na velocidade
enzimdatica. Com essa finalidade, foi plotado o Grafico 22, no qual consta os dados de 1/V,
versus 1/[S]. Pela linearizacdo obteve-se Vyax = 0,47umol/ml.min e Ky= 54mM.

Portanto ¢ necessaria uma adicdo de 0,054M de sacarose, em tampao pH 4,0,
ao extrato bruto para que tenhamos V, igual a metade do valor de Vypnx apds 10 minutos de

reacao.
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Grafico 22 - Lineariza¢do dos dados obtidos de Velocidade

Enzimatica e Concentragdo de Sacarose para obteng@o dos pardmetros
cinéticos Vyax € K.

5.2.1.5 - Determinaciao da Estabilidade ao pH
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Grifico 23 — Determinagio da estabilidade ao pH do
extrato enzimatico bruto para atividade de sacarase.
O extrato enzimatico foi mantido em tampao 50mM
com diferentes valores de pH (4,0 a 7,0) por 24 h em
temperatura ambiente, e apos foi ensaiada sua
atividade sob condi¢des otimas.
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O grafico 23 demonstra que o extrato bruto teve a maior estabilidade em
pH 4,0, mantendo 100% de sua atividade de sacarase, e em valores de pH 5,5 e 6,5 manteve
praticamente 80 e 65% de sua atividade, respectivamente.

Em nosso experimento, o valor observado para atividade residual maxima
(pH 4,0) esta de acordo com o encontrado para a enzima levanasacarase purificada, produzida
pelo microrganismo Z. mobilis Z6C, a qual foi estavel em pH 3,5-6,0 durante 24 horas a 30°C
(YANASE et al., 1992). Entretanto ndo estd de acordo com os valores encontrados para as
enzimas levanasacarase termoestavel de Bacillus sp. TH4-2 e levanasacarase de Zymomonas
mobilis produzida por E.coli recombinante (AMMAR et al., 2002, SANGILIYANDI et al.,
1999).

5.2.1.6 - Determinaciao da Estabilidade Térmica
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Griafico 24 — Determinagdo da estabilidade térmica
do extrato enzimatico bruto para atividade de
sacarase. O extrato enzimatico bruto foi mantido por
30 minutos em diferentes temperaturas em tampao
acetato de sodio pH 4,0 e¢ 50mM. Apds foi
determinada a atividade de sacarase sob condigdes
otimas.

O extrato enzimatico bruto permaneceu estavel em temperaturas de 25 a 40°C,
mantendo 100% de sua atividade de sacarase. Em temperaturas superiores a 40°C houve,

provavelmente, a desnaturagdo das enzimas responsaveis pela atividade de sacarase (Grafico 24).
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Isto também foi observado por Yanase et al. (1992) que estabeleceram que a
levanasacarase de Zymomonas mobilis ¢ estavel a 37°C apods 30 minutos no seu pH otimo. E
segundo Ohtsuka et al. (1992) a enzima levanasacarase de Rahnella aquatilis JCM-1683 ficou

estavel até 40°C, mas perdeu completamente sua atividade a 70°C.

5.3 - Producio de levanasacarase em meio com diferentes valores de pH iniciais.

No Grafico 25 sdo mostrados os dados obtidos das atividades enzimaticas de
formacdo de levana, da enzima levanasacarase, determinadas no decorrer da fermentagdo em
meios compostos por sacarose 200g/L adicionados de sais e pH inicial ajustado para 5,0, 6,0 e

7,0, respectivamente. Os frascos foram mantidos sob agitacdo a 200rpm e incubados a 30°C.
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Grafico 25 - Determinagdo da atividade de
levanasacarase num meio ajustado a diferentes
valores de pH, diferentes tempos de fermentacdo,
agitacdo a 200rpm e incubados a 30°C ( pH 5,0 (m);
pH 6,0 () e pH 7,0 (A)).

Neste Grafico 25 pode-se observar que a maior atividade de formacgdo de
levana foi obtida em pH inicial de 7,0 e em 12 horas de fermentago. Este pico de atividade pode
ser explicado pelo fato de haver, como no caso da atividade de sacarase, a maior quantidade de
biomassa (Grafico 14), e também devido a presen¢a de uma grande concentragdo de frutose no
meio (Grafico 7). Esta maior atividade de formagao de levana da enzima levanasacarase também

ajuda a explicar o primeiro pico encontrado na produg¢do de levana (Gréfico 8).
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Dessa forma, para a caracterizagdo do extrato enzimatico quanto a atividade de
formacdo de levana, o mesmo foi produzido pela bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 durante
12 horas de fermentacdo, em meio com pH inicial de 7,0, 200g/L de sacarose, temperatura de

incubagdo de 30°C e agitagdao de 200rpm.

5.3.1 - Caracterizacio da levanasacarase quanto a atividade de formacao de levana

5.3.1.1 — Testes preliminares realizados para a producio de levana

Foram realizados alguns testes preliminares com o intuito de verificar a
inibi¢do do crescimento das células bacterianas no meio reacional durante a produ¢do do
biopolimero, para entdo certificar que o mesmo ¢ produzido somente pela enzima levanasacarase
presente. Para tanto, utilizou-se sacarose estéril 200g/L em tampdo acetato de sédio 50mM,
cloranfenicol (10pg/mL) e temperatura de reacdo de 4,0°C, tendo em vista que a utilizagdo do
antibiotico foi definida de acordo com Tkachenko e Sevryugina (1989).

Nos Graficos 26, 27 ¢ 28 sao mostrados os resultados obtidos a partir da
combinagdo destes trés diferentes parametros para a produ¢do de levana pela enzima
levanasacarase.

No Gréafico 26 estdo os dados obtidos em meios com pH inicial de 4,0, com
sacarose ndo estéril 20% e adi¢do de cloranfenicol, sacarose estéril 20% e adi¢do de
cloranfenicol e os controles realizados sem a adi¢do do antibiotico. Pode-se perceber que a maior
producdo ocorreu quando se utilizou sacarose ndo estéril e adicdo de cloranfenicol durante
72 horas de reagao.

O Gréafico 27 demonstra os dados obtidos nos meios com pH inicial de 5,0,
temperatura de reacdo de 30°C, com sacarose nao estéril 20% e adi¢do de cloranfenicol, sacarose
estéril 20% e adicdo de cloranfenicol e seus respectivos controles de reacdo. Nesse caso, a maior
producdo de levana ocorreu em meio com sacarose ndo estéril e adicdo de cloranfenicol em
72 horas de reacao.

Os dados obtidos pela reacdo entre o extrato enzimatico bruto em temperatura

de 4°C, com sacarose estéril 20% e pH 4,0, sacarose estéril e pH 5,0 e seus respectivos controles
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de reacdo constam no Grafico 28. Neste, a maior produgdo do biopolimero foi conseguida em

meio com sacarose estéril e pH 4,0 também em 72 horas.
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Grafico 26 - Quantificagdo da levana formada
(mg/mL) nos meios com pH 4,0, 200g/L de
sacarose ¢ temperatura de reacdo de 30°C
((w) Sacarose ndo estéril sem adigdo de
cloranfenicol, (A) Sacarose nao estéril e adigdo de
cloranfenicol, (e®) Sacarose estéril e adigdo de
cloranfenicol, (V) Sacarose estéril sem adi¢do de
cloranfenicol).
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Grafico 27 - Quantificagdo da levana formada
(mg/mL) nos meios com pH 5,0, 200g/L de sacarose
e temperatura de reacdo de 30°C ((m) Sacarose ndo
estéril sem adicdo de cloranfenicol, (A) Sacarose
ndo estéril ¢ adicdo de cloranfenicol, (@) Sacarose
estéril e adicdo de cloranfenicol, (V) Sacarose
estéril sem adicdo de cloranfenicol).
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Grafico 28 - Quantifica¢do da levana formada (mg/mL)
nos meios com 200g/L de sacarose e temperatura de
reacdo de 4°C ((e) Sacarose estéril e pH 4,0, (m) Sacarose
ndo estéril e pH 4,0, (A) Sacarose ndo estéril ¢ pH 5,0,
(V) Sacarose estéril e pH 5,0).
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Grifico 29 - Comparagdo dos melhores resultados obtidos
nos testes anteriores. Os brancos de reagdo também foram
feitos. ((m) Sacarose ndo estéril, pH 4,0, T = 30°C e adigdo
de cloranfenicol, (®) Sacarose ndo estéril, pH 5,0, T = 30°C
¢ adi¢do de cloranfenicol, (A) Sacarose estéril, pH 4,0,
T =4,0°C).

Pelo Grafico 29 € possivel comparar as trés melhores condi¢des para produgio
de levana pela enzima levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto. Observa-se,
portanto, que houve a maior produc¢do do biopolimero em meio reacional composto por 200g/L
de sacarose ndo estéril em tampao acetato de sédio SOmM e pH 4,0, temperatura de reacdo de
30°C e adi¢do de 10pg/mL de cloranfenicol. Foi verificada a auséncia de crescimento por

coloragdo de Gram.

5.3.1.2 — Caracterizacdo da levanasacarase do extrato bruto ajustando os parametros

envolvidos pela metodologia de superficie de resposta

As determinagdes de pH 6timo, temperatura 6tima e melhor concentragdo de
sacarose, para a obtencdo da maior atividade de formacdo de levana da enzima levanasacarase,
foram determinados pela metodologia de superficie de resposta, a qual avalia a influéncia de
todas as variaveis, fatores e efeitos das interagdes entre as respostas.

A otimizagdo pode ser dividida em estagios que se caracterizam pela defini¢ao

da funcdo objetivo (resposta); pela determinacdo dos fatores (variaveis) que apresentam
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influéncias significativas sobre a resposta que se deseja otimizar e; pela otimizag¢do propriamente
dita, que € procurar a combinag@o dos valores dos fatores selecionados que resultam na melhor
resposta (maximiza¢do ou minimizagdo). Desta forma, a escolha do planejamento adequado ¢
uma funcdo direta do numero de varidveis independentes envolvidas no estudo, da
disponibilidade de matéria-prima, da viabilidade do numero de ensaios que podem ser realizados
e do custo do processo em estudo. No entanto, ha um nimero minimo de ensaios que devem ser
feitos conforme o numero de fatores que se deseja estudar, para que a discussio dos resultados e
a interpretagdo estatistica ndo fiquem comprometidas (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Neste projeto, para a determinagdo da melhor atividade de formagdo de levana
da levanasacarase, presente no extrato enzimatico bruto, foi aplicada a metodologia de superficie
de resposta, seguindo um planejamento fatorial do tipo 3*°, onde as variaveis independentes
estudadas foram: pH do meio reacional, tempo, temperatura de reacdo, e concentracdo de
sacarose presente no meio, totalizando 81 experimentos, sendo que cada um deles foi realizado
em triplicata, para a obten¢do de resultados com maior grau de confiabilidade.

As variaveis independentes utilizadas foram: X; = concentragdo de sacarose
g/L, X>= temperatura de reagcdo em °C, X; = tempo de reagdo em horas (h), X, = pH. A avaliac¢do
dos efeitos das variaveis foi feita pela utilizagdo de modelagem empirica e da estimagdo de
pardmetros, empregando o programa Statistic 7.0, que descreve como as varidveis experimentais
e suas interagdes influenciam na resposta.

A matriz do delineamento fracionado 3*° contemplando as 81 combinacdes e
os resultados dos experimentos visando a obtencdo da atividade enzimatica de formacdo de
levana (Y;) pelo extrato enzimatico bruto produzido pela bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494
em meio com sacarose 200g/L acrescido de sais, temperatura de incubagdo de 30°C, pH inicial
de 7,0, tempo de fermentacdo de 12 horas e agitacdo de 200rpm, estdo representados na Tabela
11.

Utilizando o modelo estatistico proposto foi possivel calcular: as estimativas
dos efeitos; as correlagdes entre as varidveis (p) e os coeficientes da regressdo, conforme
demonstrados na Tabela 12, para atividade de formacao de levana (Y;).

Os resultados obtidos nos experimentos realizados para a determinacdo da
atividade enzimatica de formagdo de levana do extrato bruto, produzido pela fermentagcdo da
bactéria Zymomonas mobilis, mostraram que as variaveis independentes, concentragdo de
sacarose ¢ tempo de reagdo, e as interagdes entre a concentragdo de sacarose e a temperatura de
reacdo e entre a concentracdo de sacarose e o tempo de reagdo foram estatisticamente

significativas (p < 0,05) para a atividade enzimatica de formag¢@o de levana. Também pode-se
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observar que os niveis foram bem escolhidos devido ao baixo valor de p encontrado para o

intercepto Y; (Tabela 12).

Tabela 11 - Matriz do delineamento fracionado 3*° contemplando as 81 combinagdes realizadas

entre os niveis (-1) e (+1), para a resposta Y, utilizando extrato enzimatico bruto

de Zymomonas mobilis CCT 4494, em tampdes acetato de sodio (pH 4,0 € 5,0) e

MES (pH 6,0) 50mM com diferentes concentragdes de sacarose, tempo e

temperaturas de reagdo.

Variaveis Independentes

Corridas

X1 X,

1 -1,00000 -1,00000
2 -1,00000 -1,00000
3 -1,00000 -1,00000
4 -1,00000 -1,00000
5 -1,00000 -1,00000
6 -1,00000 -1,00000
7 -1,00000 -1,00000
8 -1,00000  -1,00000
9 -1,00000 -1,00000
10 -1,00000 0,00000
11 -1,00000 0,00000
12 -1,00000 0,00000
13 -1,00000 0,00000
14 -1,00000 0,00000
15 -1,00000 0,00000
16 -1,00000 0,00000
17 -1,00000 0,00000
18 -1,00000 0,00000
19 -1,00000 1,00000
20 -1,00000 1,00000
21 -1,00000 1,00000
22 -1,00000 1,00000
23 -1,00000 1,00000

24 -1,00000 1,00000

X3

-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000

0,00000

X4

-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000

1,00000

Resposta

Atividade | Acticares
Enzimatica Redutores

(U/ml)
p. = Xl’ X39
XX, Xi*Xs

0
0
0
0
0,08
0,01

0,03

0,19
0,18
0,09

0,09
0,12

0,06

0,13

Acucares
Totais

(mg/ml) (mg/ml)

0
0,72
0
0
35,75

2,44
23,55
2,89

16,53
0,09
0,71
90,48
0,11
4,29
64,18
3,58
0,81

1,08
1,14

0

137,06
154,16
114,92
142,66
147,32
128,83
134,03
128,67
155,01
105,13
134,03
124,94
115,38
69,93

170,86
171,79
119,58
146,62
122,14
109,32
124,32
129,14
130,30
79,95

Sacarose
Hidrolisada
(mg/ml)

124,53
108,15
146,67
118,93
150,02
132,76
130,00
156,47
109,47
156,46
144,09
136,74
146,92
261,59
90,84

94,09

206,19
118,55
140,26
152,27
138,35
133,59
131,29
181,64



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000

1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000

1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000
1,00000
1,00000
-1,00000
-1,00000
-1,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,00000

-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000
0,00000
1,00000
-1,00000

0,02
0,11
0,12
0,16
0,47
0,35
0,04
0,2
0,03

0,32
0,13
0,12
0,09
0,43

0,26
0,58
5,5
3,36
0,26
0,08

0,38

0,81
1,76
1,20

oo O

10,85

0,88
23,56
5,77

4,68
0,98
0,72
100,68
0,79
5,90
23,56
4,27
0,69

1,18
2,09

1,07
0,41
0,04

111,42
193,71
152,60
214,92
161,31
201,86
214,22
213,52
224,71
186,95
262,70
249,18
194,64
249,42
288,11
229,60
214,22
292,77
206,06
248,95
180,65
334,27
271,10
370,86
286,95
297,67
242,19
209,56
286,25
281,12
382,28
377,39
414,69
396,04
384,15
424,94
310,02

82

Continuag¢do da Tabela 11

150,98
69,64
110,19
196,67
250,28
209,73
197,37
208,92
186,88
225,52
172,45
168,18
216,95
166,85
124,46
182,71
298,05
119,61
211,43
186,20
235,21
78,01
140,49
41,91
126,73
113,92
169,40
203,10
125,75
130,51
179,31
184,20
146,90
165,55
179,34
136,65
251,57
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Continuag¢do da Tabela 11

62 1,00000 -1,00000 |1,00000 |0,00000 0,08 23,56 347,79 237,36
63 1,00000 -1,00000 |1,00000 |1,00000 0,13 1,23 249,57 313,25
64 1,00000 0,00000 -1,00000 |-1,00000 0,44 0 353,61 207,98
65 1,00000 0,00000 -1,00000 0,00000 0,38 0 493,55 68,04

66 1,00000 0,00000 -1,00000 1,00000 0,38 0 372,73 188,86
67 1,00000 0,00000 0,00000  |-1,00000 0,01 0,45 433,10 128,94
68 1,00000 0,00000 0,00000  0,00000 0,15 21,16 378,79 203,96
69 1,00000 0,00000 0,00000  1,00000 0,18 1,83 365,73 197,69
70 1,00000 0,00000 1,00000  |-1,00000 0,05 5,94 268,76 298,77
71 1,00000 0,00000 1,00000 |0,00000 0,67 143,03 331,70 372,92
72 1,00000 0,00000 1,00000  |1,00000 0,59 8,49 235,20 334,88
73 1,00000 1,00000 -1,00000 |-1,00000 0,59 0,46 514,69 47,36

74 1,00000 1,00000 -1,00000 0,00000 0 0,09 387,88 173,80
75 1,00000 1,00000 -1,00000 1,00000 0,16 0 313,29 248,30
76 1,00000 1,00000 0,00000  |-1,00000 0,11 2,35 388,58 175,36
77 1,00000 1,00000 0,00000 0,00000 0,02 0,29 506,29 55,59

78 1,00000 1,00000 0,00000  1,00000 0,46 3,09 516,78 47,90

79 1,00000 1,00000 1,00000  |-1,00000 0 1,49 484,85 78,23

80 1,00000 1,00000 1,00000 |0,00000 0,08 0 468,30 93,29

81 1,00000 1,00000 1,00000  |1,00000 0,35 1,98 430,30 133,27

X, = Concentragdo de Sacarose (%);X, = Temperatura (°C); X3 = Tempo (h); X, = pH.
* p = varidvel independente significativa estatisticamente (p < 0,05).

Tabela 12 - Tabela ANOVA resumida referente a estimativa dos efeitos, p e os coeficientes de
regressdo para a resposta atividade de formacdo de levana (Y;), utilizando o
extrato enzimatico bruto produzido por Zymomonas mobilis CCT 4494 em meio
contendo 200g/LL de sacarose acrescido de sais minerais, temperatura de

incubag¢do de 30°C, agitagdo de 200rpm, pH inicial de 7,0 e 12 horas de

fermentacao.
Variaveis Y;
Efeitos D Coeficientes
Interce,pto* 0.277 0.000 0.277
Xi 0,488 0,008 0,244
X5 -0,178 0,318 -0,089
X -0,460 0,012 -0,230
Xy -0,107 0,548 -0,054
X1.Xs -0,475 0,033 -0,238
XX -0,489 0,028 -0,245

"Variaveis que influenciaram na atividade enzimatica (p<0,05). X; (concentra¢io de sacarose);
X, (Temperatura); X; (tempo); X, (pH); e ¥; (atividade de formagado de levana).
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Pode-se notar nos Graficos 30, 31 e 32 confeccionados utilizando a
metodologia de superficie de resposta que a concentragdo de sacarose influenciou de maneira
positiva (Coeficiente > 0) na atividade de formag¢do de levana, sendo o maior valor obtido em
elevadas concentragdes (40-45%), estando de acordo com Ammar et al. (2002) que observaram
um aumento da producdo do biopolimero, pela enzima levanasacarase de Bacillus sp. TH4-2,
com o aumento da concentragdo de sacarose no meio reacional, alcancando o méximo em
solucdo de sacarose 36%.

Todavia a interacdo entre a concentragdo de sacarose € a temperatura de reagao
influenciou negativamente (Coeficiente < 0) e os maximos valores de atividade enzimatica foram
encontrados nas mais baixas temperaturas testadas (18-22°C) (Grafico 30 — Atividade
Enzimatica (U/ml) = 2,23284 + 0,00812*x + 0,00016*x"2 - 0,12324*y + 0,00191*y"2 - 0,59630
(onde x= concentracdo de sacarose (%) e y = temperatura de reacdo (°C)). Hettwer et al. (1995) e
Yanase et al. (1992), também estabeleceram que as enzimas levanasacarase de Pseudomonas
syringae e Zymomonas mobilis Z6C possuem a maior atividade para a producdo de levana em
18°C e 15°C, respectivamente. Entretanto existem diversos autores que estabeleceram essa
temperatura 6tima em 30°C (SANGILIYANDI e GUNASEKARAN,1998; SANGILIYANDI et
a., 1999; KANG et al., 2005, SANGILIYANDI ¢ GUNASEKARAN, 2001) enquanto neste

experimento foi de 20°C.
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Grafico 30 - Superficies de resposta para a atividade enzimatica (U/mL) ao
redor dos valores 6timos da concentragdo de sacarose (%) e temperatura de
reacgdo (°C).
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O tempo de reagdo (Graficos 31, 32 e 34) também influenciou de maneira
negativa (Coeficiente < 0), como também a interacdo da concentragdo de sacarose e tempo de
reacdo (Grafico 31) sobre a atividade de formacgdo de levana, visto que nos menores tempos de
reacdo (20-24 horas) foram obtidas as maiores atividades enzimadticas (Grafico 31 — Atividade
Enzimatica (U/ml) = 2,23284 + 0,00812*x + 0,00016*x"2 - 0,06024*y + 0,00053*y"2 - 0,90259
(onde x = concentrag@o de sacarose (%) e y = tempo de reagdo (°C)) e Grafico 32 - Atividade
Enzimatica (U/ml) = 2,23284 - 0,12324*x + 0,00191*x"2 - 0,06024*y + 0,00053*y"2 + 1,38457
(onde x = temperatura de reagdo (°C) e y = tempo de reagdo (°C)), estando os dados encontrados

também de acordo com Ammar et al. (2002).
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Grafico 31 - Superficies de resposta para a atividade enzimadtica (U/mL) ao

redor dos valores 6timos da concentragdo de sacarose (%) e tempo de reagio
(horas).
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Grifico 32 - Superficies de resposta para a atividade enzimatica (U/mL) ao
redor dos valores 6timos da temperatura de reagdo (°C) e tempo de reagdo
(horas).

Ja o fator pH nd3o foi estatisticamente significativo (Graficos 33 e 34),
entretanto pode-se notar que as maiores atividades de formag¢do de levana da enzima
levanasacarase foram obtidas entre os valores de pH 4,0 e 5,5, havendo uma queda entre pH 5,6
e 6,0 ( Grafico 33 — Atividade Enzimatica (U/ml) = 2,23284 + 0,00812*x + 0,00016*x"2 +
0,48537*y - 0,05389*y"2 - 3,65814 (onde x = concentragdo de sacarose (%) e y =pH) e Grafico
34 - Atividade Enzimatica (U/ml) = 2,23284 -0,06024*x + 0,00053*x"2 + 0,48537*y -
0,05389*y*2 - 1,67728 (onde x = tempo de reagdo (horas) e y = pH)). Os valores de pH 6timo
encontrados para a atividade de formagdo de levana pela enzima levanasacarase, quando
produzida por diferentes linhagens de Zymomonas mobilis, sdo diferentes. Swings e De Ley
determinaram que o pH 6timo para a atividade da enzima levanasacarase ¢ de 6,5, Sangiliyand et
al. (1999), Yanase et al. (1992) e Song et al. (1993) determinaram esse valor em 5,0 e Crittenden

e Doelle (1994) determinaram o valor 6timo igual a 5,5 .
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Grafico 33 - Superficies de resposta para a atividade enzimatica (U/mL) ao
redor dos valores 6timos da concentragédo de sacarose (%) e pH.
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Grafico 34 - Superficies de resposta para a atividade enzimatica (U/mL) ao
redor dos valores 6timos do tempo de reagéo (horas) e pH.

Em nosso experimento a maior atividade de formacdo de levana foi obtida
em meio reacional com 400g/L de sacarose, temperatura e tempo de reacdo de 20°C e 24 horas,
respectivamente, em tampao acetato de sodio 50mM e pH 4,0. Também foi detectada a hidrolise
relativa de 31,93% da sacarose presente no meio reacional e nenhuma producdo de actcares
redutores. Somente 4,42% da sacarose hidrolisada foi utilizada para a produ¢do do biopolimero
levana (7,92 mg/ml), sendo que o restante do substrato pode ter sido convertido em outros
compostos. Apesar destes bons resultados, a producdo de levana pelo extrato enzimatico ainda ¢

inferior ao relatados por Ammar et al. (2002), que alcangaram valores de 200mg/ml utilizando a
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enzima levanasacarase termoestavel de Bacillus sp TH4-2 em solu¢do de sacarose 36%,
temperatura de reacdo de 50°C apods de 24 horas de reacgdo.

Mesmo sendo pouca a quantidade de sacarose hidrolisada convertida em
levana, o extrato enzimatico bruto produziu 27 vezes mais este biopolimero em relagdo ao
microrganismo Zymomonas mobilis CCT 4494 durante sua fermentacdo em meio contendo

sacarose (Grafico 8).

5.3.1.3 - Estabilidade ao Congelamento

Verificou-se que a atividade enzimatica de formagdo de levana do extrato
enzimatico bruto foi estavel quando submetido ao congelamento durante 3 meses, ndo havendo

perda da mesma (Tabela 13).

Tabela 13 — Efeito do Congelamento sobre a atividade de formagdo de levana da enzima

levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto produzido por Zymomonas

mobilis CCT 4494.
Tempo de Congelamento | Atividade Enzimatica de
do Extrato Enzimatico Formacgdo de Levana
(dias) (% Relativa)
0 100
15 96
30 98
45 97
60 96
75 95
90 97
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5.3.1.4 - Efeito de alguns fons Metalicos

Foram testados trés diferentes ions metalicos, CaCl,, KCI e MgSO,, sobre a
atividade enzimatica de formacgdo de levana da enzima levanasacarase presente no extrato
enzimatico produzido pela fermentacdo de Zymomonas mobilis CCT 4494. Vérias pesquisas
também foram realizadas com o objetivo de observar a influéncia desses diferentes ions
metalicos, presentes no meio reacional, sobre a atividade da enzima levanasacarase produzida
por diferentes microrganismos. Vigants et al. (1998) e Ohtsuka et al. (1992) perceberam uma
ativacdo direta da levanasacarase in vitro quando adicionado ao meio reacional o sal KCI.
Jang et al. (2001) observaram que a preseng¢a de CaCl, aumentou a atividade da enzima
levanasacarase, livre e imobilizada em superficie de magnetita, de Zymomonas mobilis
enquanto Van Hijum et al. (2001) também observaram que ions calcio sdo requeridos pela

enzima fructosiltransferase (FTF) de Lactobacillus reuteri linhagem 121 para sua atividade.

Resultados semelhantes podem ser encontrados nesta pesquisa, pois CaCl, e
KCl, nfo surtiram efeito positivo sob a atividade enzimatica, ao aumentar a atividade
enzimatica em 20,0 ¢ 10,0%, respectivamente. Jacques (1984) relataram que os ions Ca®"
podem estabilizar enzimas FTF, como observado em S. salivarius. Neste experimento a
adi¢do de MgSO4, ndo teve efeito sobre a atividade enzimdtica da levanasacarase produzida
por Zymomonas mobilis CCT 4494. Ohtsuka et al. (1992) observaram que ao adicionar
MgSO,4 ao meio reacional houve a diminuicdo da atividade enzimatica em 0,3%. Esta

diferenca deve-se as diferentes condigdes experimentais utilizadas.
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6 — CONCLUSOES

As condigdes para a producdo do biopolimero foram diferentes quando
realizada por fermentagdo de Zymomonas mobilis CCT 4494 (meio de cultura com sacarose
200 g/L adicionada de sais, pH inicial de 6,0, temperatura e tempo de incubagdo de 30°C e
96 horas, respectivamente) ou por seu extrato enzimatico bruto (tampdo acetato de sddio
50 mM e pH 4,0 contendo sacarose 40%, temperatura e tempo de reacdo de 20°C e 24 horas,

respectivamente).

A maior quantidade de levana foi produzida pela reagcdo do extrato enzimatico
bruto e sacarose (7,92 mg/ml). Isso talvez possa ser explicado pelo fato da enzima
levanasacarase possuir maior especificidade ao substrato, e também pela interferéncia negativa
na atividade enzimatica dos compostos produzidos durante a fermentagdo da bactéria

Zymomonas mobilis CCT 4494.

As condigdes criadas pelo meio de cultura contendo sacarose e pH inicial de
7,0 propiciaram a obten¢do das maiores atividades de hidrdlise de sacarose e de formagdo de
levana, do extrato enzimatico bruto. Estas foram obtidas em 6 e 12 horas de fermentagao,

respectivamente.

As melhores condi¢des para as maiores obtengdes das atividades de sacarase e
de formagdo de levana, ambas in vitro, sdo diferentes quanto a temperatura e tempo de reagdo e

concentragdo de sacarose.
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Tabela 4 - Valores de absorbancia de suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494 a 570 nm,
utilizando meio sintético acrescido de 20,0 g/l de sacarose inicial apds pré-
fermentacdo a 30° e 200 rpm, por 24 horas.

Dilui¢do  Peso Celular Seco (PCS) ABS

(mg/mL) (570 nm)
1:27 0,133 0,115
1:25 0,148 0,134
1:22 0,166 0,148
1:20 0,190 0,174
1:17 0,222 0,197
1:15 0,266 0,246
1:10 0,333 0,291
1:7,5 0,443 0,390
1:5 0,665 0,682

e o 9o
N ™ ©
PR IR R

o
[}
P

o
(9}
P

Dados Estatisticos:

X =ABS +0,02852 / 1,02639 . Fator de dilui¢ao
R? =0,99444

P =<0.0001

ABS (570 nm)
e o o o
- N w N
| I IR R

o
=}
L

— 1T 1 "~ T " T 1T "~ T " T 1T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

PCS (mg/mL)

Grifico 1 - Curva de calibragdo da concentragdo celular obtida a partir de suspensdes de
Zymomonas mobilis CCT 4494, utilizando meio sintético acrescido de 20,0 g/L de
sacarose inicial apds fermentacdo a 30° e 200 rpm, por 24 horas.
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Tabela 5 - Valores de absorbancia a 540 nm amostras contendo diferentes concentracdes de
frutose (g/L) para a confecgcdo da curva de calibragdo pelo método Somogyi-

Nelson.
Concentragao de Frutose ABS
(mg/mL) (540 nm)
0,02 0,085
0,04 0,183
0,08 0,468
0,1 0,545
0,12 0,682
0,16 0917
= B
1,04 Data1B
0,8 4
g 0.6 1 Dados Estatisticos:
Q X =ABS +0,03948 / 5,994 . Fator de dilui¢do
ey . R*=0,99861
2 0.4 P =<0.0001
<
0,2
0,0 T — T 1 T — T 1 —1

T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

—
0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

[1glicose (mg/mL)

Grafico 2 - Curva de calibragdo obtida a partir de diferentes concentragdes de frutose (g/L) pelo

método Somogyi-Nelson.
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Tabela 6 - Valores de absorbancia a 490 nm de amostras contendo diferentes concentracdes de
glicose (g/L) para a confec¢do da curva de calibragdo pelo método Dubois et al

(1956).
Concentragao de Glicose ABS
(mg/mL) (490 nm)
0,2 0,132
04 0,268
0,6 0,421
0,8 0,570
0,9 0,65
1,0 0,762
= B
Data1B
0,8 - -
;/
0,7 4
0,6 4
g 0,5
b i ./ Dados Estatisticos:
T 04+ X =ABS +0,03499 / 0,77268 . Fator de dilui¢do
2 R*=0,998
< 0,3—_ P=<0.0001
0,24
0,14
— T T T T T T T T T
0,2 04 0,6 0,8 1,0

[1glicose (mg/mL)

Grifico 3 - Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose (g/L) pelo
método Dubois et al (1956).
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Tabela 7 - Valores de absorbancia a 540 nm amostras contendo diferentes concentracdes de
frutose (umol/ml) para a confec¢do da curva de calibragdo pelo método Somogyi-

Absorbancia (540 nm)

Nelson.
Concentragdo de Frutose ABS
(umol/mL) (540 nm)
0,111 0,092
0,222 0,195
0,445 0,408
0,556 0,528
0,667 0,637
0,889 0,829
1,111 1,007
1,0 H
0,84
0,6
Dados Estatisticos:
044 X = ABS + 0,00184 / 0,92718 . Fator de dilui¢do
R*=0,999
02 P =<0.0001
0,0 T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2

Agucares Redutores (umol/mL)

Grifico 4 - Curva de calibragdo obtida a partir de diferentes concentragdes de frutose (umol/ml)
pelo método Somogyi-Nelson.
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Tabela 8 - Valores de absorbancia a 500 nm de amostras contendo diferentes concentragdes de
glicose (umol/ml) para a confec¢do da curva de calibragdo pelo método Glicose-

Oxidase- Peroxidase.

Concentragdo de Glicose ABS
(umol/mL) (500nm)
0,000 0,049
0,022 0,108
0,045 0,207
0,068 0,306
0,090 0,410
0,113 0,493
0,135 0,567
0,158 0,719
0,180 0,794
0,203 0,911
0,225 0,987
= B

Linear Fit of Data1_B

1,0 H
__ 08+
1S
c
S
© 064 Dados Estatisticos:
S X = ABS —0,02073 / 4,30141 . Fator de diluigo

2

g 0,4 - R = 0,9985
2 P =<0.0001
Q
<

0,2+

0,0 T T T T T T T T 1

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Concentracgéo de Glicose (umol/ml)

Grafico 5 - Curva de calibragdo obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose (umol/ml)
pelo método Glicose-Oxidase-Peroxidase.
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