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Resumo 1

1.RESUMO

A enzima Dextranasacarase (EC 2.4. 1. 5) catalisa a sintese de
dextrana a partir da sacarose. Varias espécies do género
Leuconostoc, Lactobacillus e Streptococcus sdo conhecidas por
sintetizar dextranasacarase extracelular sob condigdes
apropriadas.

O polimero dextrana apresenta varias aplicacbes comerciais
nas industrias farmacéuticas, mais comumente utilizada como
expansor do plasma sanguineo e no tratamento de anemias,
quimicas e de alimentos.

O objetivo deste trabalho foi o estudo da produgdo da enzima
dextranasacarase por uma nova cepa de Leuconostoc
mesenteroides (FT 045 B) isolada de Usina de Producédo de Alcool
e Acucar. Diferentes composi¢cdes de meio de cultura foram
estudados para a producido de dextranasacarase, mostrando que o
meio M5, contendo 2% m/v de K;HPO4, produziu maior atividade
enzimatica (5,67 UDS/mL), quando comparado aos outros meios
estudados. As melhores temperaturas para a producdo da enzima
foram 23 e 25°C, obtendo uma atividade de 3,2 UDS/mL.

Fermentacbdes utilizando melago como fonte de carbono,
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mostraram que a concentragdo de 97,3 g/L resultou em 11,6
UDS/mL. Quando sacarose foi usada como fonte de carbono, as
concentragdes de 3 e 4% m/v resultaram em atividades enzimatica
proximas, 10,8 e 10,7 respectivamente. A adicdo de tween 80 na
concentracdo de 5% aumentou em 6% a produgdo da enzima. A
produgdo de dextrana “in vitro” pela enzima livre de células (11,5
UDS/mL) adicionada a sacarose (600g/L) mostrou um aumento da
viscosidade apds 24 horas de reagdo em (10.397,38 poise). A
caracterizacdo da dextrana através de FTIR possibilitou observar
que o polimero sintetizado pela enzima de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B apresenta os mesmos grupos quando
comparada com as dextranas padrées de massas molares 515.000
e 9.300 Da. A massa molar média do polimero sintetizado foi
determinada utilizando um viscosimetro de Ostwald, permitindo

obter um valor de aproximadamente de 647000 Da.
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2. ABSTRACT

Dextransucrase (sucrose: 1,6-a-D-glucan 6-aglucosyltransferase
EC 2.4.1.5) is the enzyme that catalyzes the synthesis of dextran
from sucrose. Several species of the genera Leuconostoc,
Lactobacillus and Streptococcus are known to synthesis an
extracellular dextransucrase under appropriate conditions.

The polymer dextran has various commercial applications in the
pharmaceutical area, most commonly as a blood volume expander

and in the treatment of anaemia, chemistry and foods.

The goal of this work was to study a newly isolated strain of
Leuconostoc mesenteroides (FT 045 B) from a Brazilian Alcohol and
Sugar Plant Industry with relation a dextransucrase enzyme
production. Different media compositions used for dextransucrase
production showed that media M5 containing 2% of K;HPO4 produced
higher enzymatic activity (5.67 U/mL) when compared to the other
media. The best temperatures for enzyme production in batch
fermentation were 23 and 25°C showing enzymatic activity of 3.2
U/mL. Fermentation runned with molasses as a carbon source at

concentration of 97.3 g/L for L. mesenteroides FT045B resulted in
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11.6 U/mL enzymatic activity. When sucrose was used as a carbon
source, concentration of 3 and 4% showed respectively 10.8 and 10.7
U/mL of dextransucrase activity. The use of Tween 80 in
concentration of 5% increased the enzyme production in 6%. The
dextran production “in vitro” by crude enzyme cell free (11.5 U/mL) in
sucrose 600 g/L showed an increase in viscosity after 24 hours of
reaction (10,394.38 poise). Dextran characterization by FTIR showed
that the polymer synthesized by Leuconostoc mesenteroides FT045B
enzyme has the same groups when compared with the standard
dextrans (515.000Da and 9.300Da). Mw determination of synthesized
dextran by production enzyme through Ostwald viscometer showed a
value of 647000 Da.
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3. INTRODUGAO

Os polissacarideos obtidos de microrganismos sdo uma alternativa
extremamente valida em diferentes areas industriais, ja que possuem
propriedades similares aos sintetizados quimicamente e, em alguns
casos mais vantajosos, por possuirem propriedades especificas que
os qualificam para o desenvolvimento de novos produtos.

A industria de alimentos € um dos principais consumidores de
polissacarideos que sao aplicados primordialmente como
espessantes ou agentes de suspensdo e geleificantes. Os
polissacarideos sdo, no entanto, importantes também por seus efeitos
secundarios, que incluem emulsificagcdo, estabilizacdo de emulsdes,
controle de cristalizagao, encapsulagcao e formacgao de filmes.

Historicamente, as observagdes empiricas sobre gomas datam
de 1813, quando se constatou que os xaropes de cana de agucar e
beterraba possuiam uma textura quase sdlida, dificultando o
processamento do agucar nas fases de filtracdo e cristalizacao.

Pasteur em 1861 interpretou esse fendmeno como sendo resultado de
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fermentacdo por microrganismo. A bactéria envolvida foi identificada
em 1878 como Leuconostoc mesenteroides e o produto em 1880
como sendo uma glucana, que recebeu o nome de dextrana. A
dextrana passou, muito tempo depois, a ser o primeiro polimero
produzido em escala industrial.

Até o momento, a dextrana e a xantana sido praticamente os
unicos polissacarideos microbianos comercializados em escala
industrial, dividindo fatias importantes do mercado de gomas.

Os numeros atuais exatos da produg¢dao mundial de dextrana nao
estdo disponiveis, mas em 1987 ja era maior que 500t/ano e o
mercado continua crescendo. A Pharmacia (Suécia), é o maior
produtor mundial de dextrana e solugbes de dextrana, outros
produtores sao: Fisons (Reino Unido), Meito (Japao), Pfeiffer &
Langen e UEB Sermwerke (Alemanha) e Polfa (Polbénia). Alguns
produtores de dextrana clinica sdo: Pharmacia (EUA e Suécia),
Knoll/Schiwa (Alemanha), Abbatt (EUA), Travenol (EUA), Fisons
(Reino Unido) (MAUGERI, 2001).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Microrganismos de Interesse Industrial

Microrganismos que possam ter interesse industrial podem ser
obtidos basicamente das seguintes formas:

Isolamento a partir de recursos naturais;

Compra em colecdes de cultura;

Obtencado de mutantes naturais;

Obtencao de mutantes induzidos por métodos convencionais;

Obtencdo de microrganismos recombinantes por técnicas de
engenharia genética.

O isolamento de microrganismos a partir de recursos naturais é
uma atividade de grande importancia para a obtencdo de novas
linhagens melhores produtoras de um dado insumo, além de conduzir
a descoberta de novos produtos.

E importante saber que o que torna um microrganismo aplicavel
a industria sdo algumas caracteristicas basicas, tais como:

1) Apresentar elevada eficiéncia na conversao do substrato em

produto;
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2) Permitir o acumulo do produto no meio, de forma a se ter
elevada concentracdo do produto no caldo fermentado;

3) N&o produzir substancias incompativeis com o produto;

4) Apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

5) Nao ser patogénico;

6) N&o exigir condi¢gdes de processo muito complexas;

7) Nao exigir meios de cultura dispendiosos;

8) Permitir a rapida liberagdo do produto para o meio.

A escolha adequada do microrganismo a ser empregado, assim
como do meio de cultura para este microrganismo, é etapa
fundamental para o sucesso de um processo fermentativo. No
entanto, € sempre importante lembrar que a definicdo de um processo
fermentativo mais adequado, assim como as preocupagdes com a
recuperacdo do produto sao etapas da mais alta importancia
(SCHMIDELL, 2001).

Leuconostoc mesenteroides é uma bactéria gram positiva,
cocos (Figura 1), considerada micro aerdéfila, sendo que alguns
autores consideram que o0 oxigénio possivelmente afeta o
crescimento da cepa (BARKER et al., 1993).
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FIGURA 1: Leuconostoc mesenteroides

4.2. Fermentagcdo e Fermentagcao em Batelada

Sob contexto industrial, € o processo microbiolégico que pode
ser conduzido de forma aerdbica ou anaerébicamente para
transformagcdo de um substrato em um produto de interesse
(PUMPHREY e JULIEN, 1996).

As fermentacbes podem ser classificadas pela maneira como o
substrato é adicionado e o produto retirado. Assim sendo, existem
trés grupos de processos fermentativos: batelada, batelada
alimentada e continua (OLIVEIRA, 2002).

Fermentacdo em batelada

Uma fermentacdo em batelada pode ser considerada um sistema
fechado. No tempo t=0 a solugao de nutrientes estéril no fermentador
€ inoculada com um microrganismo e incubada em condigdes ideais.
Em todo o processo nenhum nutriente é adicionado até o final da
fermentacdo, exceto oxigénio (no caso de um microrganismo

aerodbio), um agente antiespumante e uma base ou acido para
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controle de pH. A composicdo do meio de cultura, geralmente a
concentracdo da biomassa e metabdlitos mudam constantemente
como resultado do metabolismo das células. Apds a inoculagao de um
microrganismo no meio a ser fermentado se observam quatro fases
tipicas de crescimento:

Fase 1: (Lag): € o equilibrio fisico-quimico entre o microrganismo
e 0 ambiente, apds a inoculagdo. Nesta fase o microrganismo adapta
seu sistema metabdlico para aquelas condicbes. Nesta fase observa-
se um crescimento reduzido.

Fase 2: (Fase Exponencial) : No final da fase anterior as células ja
se adaptaram as novas condi¢gdes de cultivo. O crescimento da massa
celular pode ser descrito quantitativamente como uma duplicagdo do
numero de ceélulas por unidade de tempo para bactérias e leveduras
ou a duplicagdo de biomassa por unidade de tempo para organismos
filamentosos. Embora haja a alteracdo do meio através da absorgéao
de substrato e liberagcdo de metabdlitos pelas células, a taxa de
crescimento permanece constante. Esta taxa de crescimento é
independente da concentragdo de substrato.

Fase 3: (Estacionaria) : Assim que o substrato for consumido ou
produtos toxicos forem liberados, o crescimento diminui ou cessa
completamente. A biomassa aumenta apenas gradualmente ou
permanece constante, embora a composi¢cdo das células possa ser
alterarada. Devido a lise, novos substratos sdo liberados e podem
servir como fontes de energia para este reduzido crescimento das
células sobreviventes. Os metabdlitos formados nesta fase sao,
geralmente, de grande interesse biotecnoldgico.

Fase 4: (Declinio): Nesta fase as reservas de energia das células
estdo exauridas. Quando um grafico semilogaritmico é plotado de
sobrevivente versus o tempo, uma linha reta é obtida indicando que

as células estdao morrendo a uma taxa exponencial. Geralmente a
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fermentacao é interrompida no final da fase log ou quando a fase de
lise celular se inicia (PUMPHREY e JULIEN, 1996).

As vantagens de se utilizar fermentacdo em batelada s&o:

-Menores riscos de contaminagdao (quando comparados a
fermentacao continua);

-Capacidade de identificar todos os materiais relacionados
quando se desenvolve um determinado lote de produto, o que é de
grande importancia para a industria farmacéutica;

-Possibilidade de se realizar fases sucessivas no mesmo
recipiente.

Assim sendo, é o mais utilizado na industria de alimentos para a
producdo de iogurte, chucrute, picles, cerveja, vinhos e outros.
(CARVALHO e SATO, 2001).

4.3 Dextrana: propriedades, uso e produgao.

Uma caracteristica comum a toda dextrana é a composicao
quimica. A dextrana é um polissacarideo formado por unidades D-
glucopiranosil. Os tipos de liga¢cdes presentes variam de acordo com
0 microrganismo produtor. A dextrana produzida pela linhagem NRRL
B-512 apresenta somente dois tipos de ligacdes: alfa (1,6) e alfa
(1,3). O polimero é formado por uma cadeia principal com ligacdes
alfa (1,6), com ramificagbes alfa (1,3). As cadeias secundarias
contém poucas unidades, sendo que 40% contém uma, 45% duas e
somente 15% contém mais de duas unidades monoméricas. Estas
cadeias ligadas a cadeia principal, através de ligag¢des alfa (1,3), sao
formadas por ligagdes alfa (1,6), sendo constatadas algumas com até
50 unidades (SIDEBOTHAM, 1974).
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FIGURA 2: Formula estrutural do polimero dextrana

O tamanho das moléculas pode variar dependendo da
temperatura, concentracdo de sacarose e presenca de outros
agucares durante a reacao de sintese. A dextrana nativa apresenta
uma massa molar meédia entre 40 e 50 milhées de Da, nas condicdes
industriais atualmente utilizadas (SABATIE, 1986).

Uma caracteristica importante na sintese de dextrana esta no
mecanismo de acgao catalitica. A reagdao ndo envolve intermediarios
fosforilados, sendo que a energia para a condensag¢ao das unidades
glicosidicas é fornecida pela hidrélise da ligagdo entre a glicose e
frutose da molécula de sacarose. Este fato constitui uma diferenca
fundamental com o mecanismo geral de sintese dos polissacarideos
intracelulares, onde um consideravel numero de intermediarios é
utilizado. Este mecanismo envolvendo somente uma enzima, e sem
intermediarios, permite a sintese “in vitro” com relativa facilidade,

bastando isolar a enzima colocando-se em contato com a sacarose
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em condi¢cdes controladas de temperatura e pH (SUTHERLAND, 1977,
apud QUEIROZ, 1987).

A producao de dextrana pode ocorrer através de dois processos
distintos:

Processo convencional de producido de dextrana:

Onde a dextrana ¢é produzida durante o crescimento de
Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo sacarose,
extrato de levedura e outros nutrientes, controlando a temperatura,
pH e a aeracgao.

Producdo de dextrana via enzimatica:

Este processo é conduzido em duas etapas: a producido da enzima e
a sintese da dextrana. A sintese da dextrana “in vitro” apresenta um
potencial econémico enorme, devido a algumas caracteristicas da
enzima: é uma enzima extracelular e para sintetizar dextrana nao
necessita de energia adicional e, além disso, a reacao € irreversivel.
As vantagens desse processo sao: controle de pH, temperatura e
agitacao; o que torna seu rendimento maior (MIBIELLE e MAUGERI,
1999).

Abaixo, destacam-se alguns usos de maior importancia do

polissacarideo dextrana.

Industria Farmacéutica:

A dextrana de baixa molar (< 75000) Da apresenta duas
caracteristicas importantes para os fins clinicos: € completamente
metabolizada no organismo e nao apresenta efeitos tdéxicos ou
alérgicos, os quais aparecem com a dextrana de alta massa molar ou
com um alto grau de ramificagdo. As aplicagbes de maior importancia

comercial na industria farmacéutica sdo as seguintes:
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a) Expansor de plasma sanguineo

Em solugdo salina isotbnica a 6% m/v a dextrana de baixa
massa molar apresenta propriedades coloidais, osmoticas
semelhantes as proteinas do plasma. Este produto introduzido a mais
de trinta anos como substituto do plasma sanguineo nos tratamentos
de choque. Dois produtos sdao normalmente usados, um com dextrana
de massa molar média de 70 000 Da e o outro de 40 000. Uma
infusdao de dextrana de 70 000 Da reduz o hematécrito e deprime o
fibrinogénio, além de aumentar a viscosidade e promover uma
expansao volumétrica do plasma sanguineo. A dextrana de 40 000
daltons tem um poder de expanséao limitado, melhorando a fluidez do
sangue e auxiliando a circulagado nos vasos capilares.

b) Dextrana-Ferro

Varios carboidratos foram usados na tentativa de se produzir
solugbes de ferro estaveis, que pudessem ser injetadas em seres
humanos. O sucesso s6 veio com a utilizacdo de dextrana. O
complexo formado da dextrana com ions Fe'" é estavel e tem sido
utilizado com sucesso no tratamento de anemias em animais e seres

humanos.

Extracao de petréleo:

A dextrana € utilizada para compor a lama de perfuragcao e
também na recuperagao secundaria de petréleo. Em Cuba, na década
de 60, praticamente toda a dextrana produzida era destinada a

extracao de petréleo.

Industria de Alimentos:
Em xaropes e doces inibe a cristalizacdo, promovendo a
homogeneizacédo e espessamento;

Em geléias e chicletes age como agente geleificante;
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Em sorvetes inibe a formacado de cristais e mantém o volume.
(QUEIROZ, 1987).

Industria Quimica:

Sephadex foi uma substdncia descoberta em 1959 pelos
pesquisadores suecos Bjorn Ingelman, Pet Flodin e Jerker Porath e
consiste de moléculas de dextrana que podem ser ligadas em cruz
para criar uma rede tridimensionnal. Esta descoberta conduziu a
posteriores refinamentos na tecnologia de separagdo por
eletroforese. Outra aplicacdo para o Sephadex €& no “Debrisan”
(1973), produto para tratamento de feridas que utiliza suas
propriedades higiénicas e absorventes. Esta inovagao foi introduzida
por Ulf Rothman. (DADOS SOBRE A SUECIA, 2003).

Em 1982, um grupo de pesquisadores de Cuba elaborou um
creme dental no qual o produto importado utilizado foi substituido por
um produto de fabricagdo nacional. Nesta formulagdo o
carboximetilcelulose de sodio foi substituido pela dextrana, que é um
produto mais econdmico para paises acgucareiros. Os autores
descrevem que na bibliografia consultada ha relatos de cremes
dentais que apresentam dextranase na formula, tendo a enzima efeito
hidrolizante da dextrana causadora de carie dentaria; poderia parecer
ilégico incluir dextrana em uma formulagcdo, porém este se justifica
pelo fato da dextrana ser um produto elaborado sem a presencga do
microrganismo, que ndo corresponde com o crescimento microbiano
que causa a carie dental (ROMERO et al, 1982).

Este crescente interesse pela busca de novas areas para
aplicacdo da dextrana e seus derivados pode ser parcialmente
creditada pelas caracteristicas que esse homopolissacarideo
apresenta, como hidrofobicidade, estabilidade, pureza e habilidade

para formar solugbdes claras e estaveis, além de serem derivados de
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fontes renovaveis e degradadas por sistemas ecoldégicos (DEXTRAN,
2002).

Entre os anos de 1997 e 2002, somente nos Estados Unidos
foram patenteados 1041 estudos sobre dextrana e seus derivados
(ROGAN, 2002). Na Europa foram registrados 1396 documentos
sobres patentes de dextrana e derivados (EUROPEAN PATENT
OFFICE, 2002).

Para a obtencdo da dextrana clinica, tendo como maior
interesse o uso farmacéutico, é feita uma redugcdao da massa molar
média da dextrana bruta (em torno de 10.000.000 Da) através da
hidrolise. Estudos foram realizados para a utilizacdo de enzimas ou
ultra-som, mas industrialmente o método mais utilizado é a hidrélise
acida, por apresentar facilidade de controle e a nao exigéncia de
equipamentos sofisticados. Em uma ultima etapa, apds o processo de
redugcdo do grau de polimerizagédo, se faz necessario a precipitagao
seletiva das fragdes de interesse com adicdao de diferentes
concentragdes de solventes orgéanicos. Isto pode ser feito explorando
deferentes massas molares (WOLF et al.; 1956).

Guimaraes et al; (1998), estudaram a otimizagdo de sintese e
hidrélise da dextrana. No intuito de cobrir uma ampla faixa de
temperaturas e concentragdes de substrato, foram realizados
planejamentos experimentais com temperaturas variando de 20 a
36°C e concentragcdes de sacarose entre 30 e 100 g/L. As reacgdes de
polimerizagdo foram realizadas em reator de vidro encamisado, ao
qual foram adicionados solugbes de sacarose e de dextranasacarase,
para atividade final 40UDS/mL. Verificou-se que o rendimento
maximo nas reagdes de sintese enzimatica foi de 32%, obtido a 23°C
e 60 g/L de sacarose, em valores de pH inferiores a 1,0 e niveis
intermediarios de temperatura (80°C). Neste caso, ocorreu rapida

hidrolise, com grande produtividade de dextrana clinica nas primeiras
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duas horas, seguida de rapida quebra da molécula para massas
molares menores. ApoOs seis horas de hidrolise a temperatura de 75°C
e pH 1,0 obteve-se os maximos rendimentos do processo, em torno
de 86,5% para dextrana clinica total, 40% para dextrana 40KDa e
47% para dextrana 70KDa.

Mibielle e Maugeri (1999) estudaram a sintese in vitro de
dextrana, a fim de se obter o maior rendimento possivel de dextrana
de elevada massa molar, para que em uma etapa seguinte, a
dextrana bruta se convertesse em dextrana clinica. Os autores
verificaram que na purificacdo da enzima dextranasacarase a
atividade é bastante afetada pela adicdo de ions Ca?**. Na producéo
de dextrana clinica os melhores resultados de rendimento foram
obtidos utilizando na sintese enzimatica uma concentragao de 50g/L
de sacarose e na hidrolise acida temperatura de 76°C e pH 1,0. No
processo de precipitacdo seletiva para a separagdao de dextrana
clinica produzida, as concentragbes de etanol utilizadas foram de
39,5% e 45,5%.

A produgcao de dextrana depende do pH em que se esta
realizando a fermentacao, esta producédo é maior a pH 5,5 que a pH
6,7 ou quando o pH nao € controlado. Isto pode ocorrer devido ao
fato da enzima dextranasacarase ser mais ativa e estavel a pH 5,5.
(LAZIC et al.; 1993).

Durante a sintese enzimatica da dextrana, a partir da sacarose,
obtém-se a frutose, muito utilizada nas industrias alimenticia e
farmacéutica. Entretanto, poucos estudos sobre a separagao da
frutose sdao encontrados, cuja recuperacgao traria ganhos econdédmicos.
Com a finalidade de recuperar a frutose, a enzima dextranasacarase
foi produzida por Leuconoctoc mesenteroides B 512F, e utilizada na
sintese da dextrana. O produto direto da sintese de dextrana foi

submetido a processos de separagdo cromatografica em colunas de
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vidro empacotadas com resina de troca iébnica Dowex 50WX8 e resina
Dowex XUS 40285. Foram testadas as vazdes de 0,1 e 0,55 mL/min e
as temperaturas de 35, 45 e 60°C. Realizou-se também a separacao
a 45°C em uma coluna com gel Superdex 30 num sistema HPLC.
Durante a separacdo, amostras foram recolhidas em intervalos de
tempo definidos e analisadas por cromatografia de permeacdo. A
resina Dowex 40285 apresentou maior eficiéncia e as melhores
condi¢cdes para separacao foram vazao de 0,1TmL/min e temperatura
de 60°C. (CAVENAGHI e FILHO, 2002).

U-Qader et al; (2001) estudaram a produgao de dextrana e
dextranasacarase pela cepa de Leuconostoc mesenteroides PCSIR-3,
utilizando como referéncia a cepa NRRL B 512 F. Os autores
trabalharam com a temperatura de 26°C e pH 7,5, sendo que durante
a fermentagcdo o pH decrescia para 5.0. Foi observado que a cepa
PCSIR-3 produziu uma dextrana diferente da produzida pela cepa
NRRL B 512 F. Com 18 horas de fermentacao e utilizando 2% m/v de
sacarose foi alcangcado 0,69 g/100mL de dextrana e crescimento
celular de 0,544 g/100mL pela cepa PCSIR-3, ja para a cepa NRRL B
512 F a producao de dextrana foi de 0,82 g/100mL e o crescimento
celular de 0,798 g/100mL.

4.4 Dextranasacarase: Propriedades e mecanismo de acao
catalitica:

O efeito da temperatura na estabilidade da enzima
dextranasacarase produzida por Leuconostoc mesenteroides IBT-PQ
foi estudado por um grupo de pesquisadores do México. Os autores
relataram que a enzima permanece estavel a 30°C, desnaturando a
40°C, e nesta temperatura mantem somente 11% da atividade original
(CHELLAPANDIAN et al; 1998).
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A sensibilidade da dextranasacarase quanto ao pH é bastante
grande, apresentando maior estabilidade entre 5,0 e 6,0, coincidindo
com a faixa de atividade enzimatica maxima, sendo rapidamente
desnaturada. Para preparagdes de enzima purificada alguns autores
relatam que a faixa de estabilidade pode se alterar ligeiramente.
Kobayashi e Matsuda (1980), mostram que a enzima purificada é
mais estavel para pHs entre 6,0 e 9,0.

Girard e Legoy (1999) estudaram a atividade e estabilidade da
enzima na presengca de solventes organicos sob varias
concentragdes. Os solventes utilizados foram dimetilsulféxido,
dimetilformamida, acetonitrila, etanol e acetona. A estabilidade foi
medida a 4°C e 30°C. Os pesquisadores constataram que a
velocidade inicial da enzima decresce proporcionalmente com a
concentragcao do solvente, exceto em misturas agua-dimetilsulféxido,
e que a enzima parece ser mais estavel a 4°C que a 30°C.

Doman e Robyt (1995) estudaram algumas propriedades da
enzima dextranasacarase de mutantes de Leuconostoc mesenteroides
B 1299, onde observaram que o pH, estabilidade e temperatura de
reagao para cada dextrana obtida a partir da glicose ou sacarose fora
similar. Houve, entretanto, uma diferenca na temperatura de
estabilidade entre as enzimas formuladas a partir de fontes de
carbono diferentes. Dextranasacarase de Leuconostoc mesenteroides
B 1299C elaborada a partir da sacarose apresentou uma temperatura
de estabilidade maior, seguida pela dextranasacarase de
Leuconostoc mesenteroides B 1299B elaborada a partir da glicose.

A atividade catalitica da dextranasacarase é uma combinacéao
de reacgdes envolvendo os sitios ativos da enzima, o substrato e o
aceptor. Duas atividades distintas podem ser consideradas na sintese
de dextrana a partir da sacarose: a atividade hidrolitica e a

glicosiltransferase. A primeira responsavel pela quebra da ligagao
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entre a frutose e a glicose da sacarose, formando o grupo D — glicosil
e a segunda, pela transferéncia do grupo glicosil para a cadeia do
polimero em formacgéo.

Nelly (1960), propés um mecanismo (Figura 2) onde a enzima
teria dois sitios ativos, doador (d) e receptor (M). O crescimento do
polissacarideo se daria a partir da extremidade ndo redutora,
envolvendo as seguintes etapas:

1) Ligagado simultdnea de duas moléculas de sacarose aos dois
sitios ativos d e M. Neste caso, a molécula ligada ao sitio d seria
doadora de residuos D-glucopiranosil e a outra molécula receptora
seria a que iniciaria a cadeia.

2)Transferéncia do grupo D-glucopiranosil da sacarose, ligada a
outro d, para a sacarose ligada ao sitio M, com liberacdo de uma
molécula de frutose.

3) Sucessivas transferéncias de grupo D-glucopiranosil do
substrato para o final ndo redutor da cadeia em crescimento, ligado
ao sitio M, com formacao das ligagcdes alfa (1,6).

4)Dissociagao ou inativagdo do complexo enzima-dextranosil,

terminando a sintese da molécula de dextrana.
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FIGURA 3: Esquema do mecanismo da reagdao de sintese da dextrana
proposto por NELLY, (1960).

Onde:

M = Sitio ativo da enzima, receptor.

d = Sitio ativo da enzima, doador.

G-F = Sacarose doadora do monémero glicose

A = molécula de glicose iniciadora da cadeia (Aceptora)
G = Glicose

F = Frutose

4.5 Produgao de Dextranasacarase:

Varios autores tém descrito os efeitos da concentragao de
sacarose, temperatura e extrato de levedura na produgdao de
dextranasacarase, dextrana e frutose por Leuconostoc mesenteroides
NRRL B 512 F.
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Santos et al; (2000) estudaram o efeito da temperatura, pH,
aeracdao e concentracdo de sacarose na producdo de
dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F). O
meio de cultivo era constituido de extrato de levedura na
concentragao de 20g/L, K;HPO4 na concentragcdo de 8g/L e sacarose
em concentragdes variaveis. As temperaturas estudadas nas
fermentagcbes sem controle de pH e aeragao, contendo 20g/L de
sacarose foram 20, 25, 27,5, 30, 35 e 40°C; maior atividade foi
alcancado com a temperatura de 20°C (71,7 UDS/mL). Quando
estudado o efeito do pH ( 6,7, 5,5, 5,0 e 4,0) na producdo da enzima,
sob as condigbes de 20 g/L de sacarose e 25°C, foi verificado que a
pH 5,5 a atividade foi maior (85 UDS/mL). Verificou-se que a
producdao da enzima aumenta com o aumento da concentracdo de
sacarose, diminuindo para concentragcbes acima de 40g/L. Em
concentragdes acima de 80g/L houve dificuldade para determinar a
atividade, pois parte da enzima e quase toda a dextrana e frutose
produzida foram centrifugadas juntamente com as células.

O efeito da concentracdo de sacarose na producao de
dextranasacarase também é mostrado por Tsuchiya et al; (1952).
Esses autores constataram que concentragcdes maiores que 2 % m/v
induzem a uma melhor produgdo na taxa da enzima, no entanto o
meio de cultivo contém altas quantidades de dextrana, o que dificulta
a remoc¢ao das células.

Lopretti et al; (1999), estudaram o efeito da taxa nitrogénio/
carbono e acgucares complementares na producgéo de
dextranasacarase por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512. O
meio de cultura utilizado foi sacarose (20g/L), extrato de levedura
(7g/L) e Na;HPO4 (8g/L); nas condigbes de temperatura de 35°C,
agitagcao 150rpm e pH controlado em 5.5. Verificou-se que a taxa de

producao da enzima decrescia com a diminuigcdo da concentracdo de
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nitrogénio/carbono. A adicao de pulsos de nitrogénio, quando a
relagcdo nitrogénio/carbono decrescia, permitiu uma produgédo
constante de enzima, além de reduzir o tempo de fermentacao.
Lactose inibiu a producdo da enzima e maltose favoreceu a sintese
de dextranasacarase.

Ribeiro et al.; (1998), estudaram a produgdo de dextrana
sacarase por fermentacdo com Leuconostoc mesenteroides NRRL B

512 (F) em diferentes formula¢gdes de meio:

Designacao Composicao do meio

M1 Sacarose (40g/L), extrato de levedura
(10g/L), CaCl, (0,05g/L), K;HPO,4 (20g/L) e
microfatores de crescimento.

M2 Melago (40g/L)

M3 Melaco (40g/L), extrato de Ilevedura
(10g/L), CaCl, (0,05g/L), K;HPO,4 (20g/L) e

microfatores de crescimento.

M4 Melago (40g/L), agua de maceragao de
milho (10g/L), CaCl, (0,05g/L), K;HPO,4

(20g/L) e microfatores de crescimento.

A temperatura usada foi 27°C, pH 6,7, aeracdo 0.5 vvm e
agitacao 250 rpm. Dentre os meios utilizados o que apresentou
melhores resultados em termos de producdo de enzima foi aquele
contendo melago (40g/l) em substituicdo a sacarose, atingindo uma
atividade de 240 UDS/ml apd6s 7 horas de fermentacgéao.

Goyal e Katiyar (1997) estudaram o efeito de certos nutrientes
na produgao da enzima dextranasacarase pela cepa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512F. O pH utilizado foi de 6,9 e temperatura
de 23°C. Variou-se a concentragcdo de sacarose de 1 a 5% (m/v),

observando-se que com 4% de sacarose a atividade atingiu 10
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UDS/mL. O efeito da concentracao de extrato de levedura e K;HPO,
também foi estudado, observando que 1,5% (m/v) de extrato de
levedura e 2,5% (m/v) de Ky;HPO4 produziu 6,7 UDS/mL, resultado
superior ao das outras concentracbes estudadas . A presenca de
peptona e extrato de carne foi investigada, mostrando um aumento de
30% na producado quando se utilizou 1% e 2% respectivamente. A
adicdo de tween 80, a 1%, estimulou a producido da enzima em 25%.
Quando utlizado 100uL de MgCl, a atividade aumentou em 10%. O
uso de 100uL de NaF favoreceu a producadao da enzima ,
aumentando em 25% a produgéo.

Pirollo e Contiero (2001), estudaram a relagao
carbono/nitrogénio na produgdo da enzima dextranasacarase
produzida por Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F),
trabalhando com a temperatura de 26°C, agitagdo 132 rpm, aeracgao
0,5 vwm e pH 6.7. Foi constatado que a relagao carbono/nitrogénio
igual a 50/20 promoveu a maior producdo de biomassa e melhor
atividade enzimatica em 7 horas de fermentacdo. Concentracdes de
sacarose acima de 60g/L inibiu o crescimento celular e a produgao da
enzima.

Cortezi e Contiero (2001), estudando diferentes temperaturas
(23°C, 25°C, 27°C, 29°C e 31°C) na produgao de dextranasacarase
utilizando Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F), observaram
que em pH 6,0, aeracao 0,5 vvm e temperatura de 29°C favoreciam
maior produg¢dao da enzima (53,52 UDS/ml) com 8 horas de
fermentacdo; a temperatura de 31°C promoveu um decréscimo na
producdo da mesma, porém obteve-se nesta temperatura o maior
crescimento celular (6,04 g/L) .O meio de cultura utilizado foi:
sacarose (40g/L), extrato de levedura (20g/L), fosfato de potassio di-

acido (20g/L), Cloreto de calcio (0,2g/L), sulfato de magnésio
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(0,2g/L), Cloreto de sodio (0,01g/L), sulfato ferrroso (0,01g/L) e
sulfato de manganés (0,01g/L).

A producdo e as propriedades da dextranasacarase produzida
por Leuconostoc mesenteroides IBT-PQ foi estudada por um grupo de
cientistas do México. A cepa de Leuconostoc mesenteroides foi
isolada de uma bebida tradicional mexicana chamada de “pulque”’,
sendo que nesta bebida é possivel encontrar mais de 30 géneros
microbianos, um deles Leuconostoc mesenteroides, possui a
propriedade de tornar a bebida mais viscosa. Apds os procedimentos
de isolamento, o microrganismo Leuconostoc mesenteroides IBT-PQ
foi identificado. Quando incubado em 50 mL de meio de cultura
contendo 20% de sacarose a 30°C, 200 rpm por 8 horas, a atividade
enzimatica ao final da fermentacado foi de 2,4 UDS/mL. O efeito da
concentracdo da sacarose na taxa de reacao inicial também foi
estudado, para isto, utilizou-se a enzima com atividade de 1UDS/mL,
tampao acetato 50 mM em pH 5,4 a 30°C, mostrando que a enzima
exibe um comportamento cinético do tipo Michaelis-Menten com
inibicdo em concentragbes altas de sacarose (acima de 50 g/L).
(CHELLAPANDIAN et al, 1998).

Rodrigues et al; (2003) apresentaram um estudo da producao
da enzima dextranasacarase a partir de Leuconostoc mesenteroides
B 512 F em meio contendo: sacarose 50 g/L, extrato de levedura 20
g/L, K;HPO4 20 g/L, NaCl 0,01 g/L, MnSO4 0,01 g/L, FeSO4 0,01 g/L,
CaCl, 0,02 g/L, MgSO4 0,01 g/L. Para isto foi realizada uma
fermentacdo semi continua em shaker rotatério a temperatura de
27°C com repiques de 10% a cada 6 horas. Durante 24 horas foram
monitorados a concentragcdo celular, a atividade enzimatica, a
concentragdo de acgucar redutor (frutose) e o pH do meio de cultura.
O ensaio foi realizado no meio de cultura citado acima e no meio

enriquecido com fosfato (0,1 e 0,3 M). Dessa forma, também se
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estudou a influéncia da concentragcdao de fosfato na manutencao do
pH do meio, crescimento celular e produgcdo da enzima. Concluiu-se
que a concentragédo de fosfato bibasico de 0,1 M (20g/L) ndo é capaz
de tamponar o meio de cultura e manter o pH em valores superiores a
5,0. Notou-se que nos dois ultimos repiques a queda do pH para
valores inferiores a 5,0 ocorreu para intervalos de tempo menores
que 3 horas apds o repique; o aumento da concentracdo de fosfato
(0,1 para 0,3M), ndo somente favorece a manutencédo do pH, evitando
assim a desnaturagdo da enzima, mas também favorece o
crescimento celular e a producdo da enzima, que é da ordem de trés
vezes da obtida com meio padrédo (65 UDS/mL).

Dols et al; (1997), realizaram um estudo comparativo da
producdo de dextranasacarase por duas cepas diferentes de
Leuconostoc mesenteroides. As duas cepas usadas foram NRRL B
1299 e a mais comumente usada em pesquisas NRRL B 512.
Constataram que a regulagédo do pH e da aeracéao teve pequeno efeito
sobre a cultura e a produgcédo de dextranasacarase por NRRL B 1299,
ao contrario da cepa NRRL B 512, onde essas condigdes melhoraram
significantemente a produgdo da enzima.

Goyal et al; (1995) realizaram um estudo com Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512 F verificando o efeito da temperatura na
producdo da enzima. Os autores trabalharam com uma concentracéao
de 2% de sacarose e extrato de levedura na mesma concentracao,
utilizando pH 6,9 e frascos sem agitacdo. A atividade enzimatica a
23°C foi de 5,3 UDS/mL; maior que a obtida a 20 e 25°C que foram
respectivamente 4,4 e 3,9 UDS/mL. Quando os autores utilizaram a
temperatura de 23°C e frascos com agitagcédo, a atividade foi menor
(3,6 UDS/mL).

Kamal et al; (2001), realizaram um estudo comparativo da

producdo de dextranasacarase por Leuconoctoc mesenteroides 1059
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e seus mutantes (a mutacéao foi feita através de exposi¢cao a UV). O
meio de cultura utilizado foi: sacarose 2%, extrato de levedura 0,5%,
KoHPO4 2%, NaCl 0,001 %, MnSO4 0,001 %, FeSO4 0,001 %, CaCl,
0,005%, MgS0O4 0,02%, a fermentacao foi realizada com um volume
de 50 mL, pH inicial 7,2, 2% de inoculo,25°C e 150 rpm. Das seis
cepas expostas a UV a maior produtora foi a cepa 1059 M5, cuja
atividade foi 2,96 UDS/mL, atividade esta maior que a obtida pela
cepa selvagem (2,1 UDS/mL). Esta cepa foi submetida a tratamento
com etil metano sulfonado (EMS) observando-se um aumento da
atividade para 5,2 UDS/mL. Em seguida realizou-se um estudo
comparativo entre a cepa selvagem e o mutante, variando a
concentragcdao de sacarose em porcentagem, 1%, 2% e 4%. A maior
atividade foi alcangada com 4% de sacarose com 16 horas de
fermentacédo (5,2 UDS/mL).

Barker e Ajongwen (1991) avaliaram a produgcdo de
dextranasacarase utilizando técnicas de fermentacdo sem aeracdo e
com aeracgao. O trabalho foi realizado com a cepa NRRL B 512 (F),
controle de pH em 6,7 e temperatura 23°C. Estudando taxas de
aeragao de 0,17; 2,0; 4,0 vvm e 0 vvm constataram que a maior
atividade atingida ocorreu quando nao se utilizou aeragao (23,3
UDS/mL), sendo que a segunda maior atividade foi 20,1 UDS/mL
utilizando-se aeragao na taxa de 1L/minuto.

O efeito de diferentes tempos de agitagcdao e taxa de aeracdo na
producdo de dextranasacarase pela cepa de Leuconostoc
mesenteroides ZDRAVLJE S-P foi estudado por Velijovic et al.;
(1992). Os experimentos foram realizados em pH inicial 7,0 e
temperatura 25°C. Verificou-se que a maior atividade foi alcangada
utilizando uma agitacdo de 150 rpm e aeragdao de 0,05 vvm (10

UDS/mL) com 14 horas de cultivo.
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Ingarano et al, (2001) avaliaram a influéncia da acidez e
concentragdo de NaCl sobre os parédmetros de crescimento de
Leuconostoc mesenteroides. A cepa foi isolada a partir de embutidos
cozidos alterados, o crescimento do microrganismo se realizou em
caldo MRS suplementado com NaCl em diferentes concentracdes
(6%, 3% e 1%), e temperatura 30°C. Os resultados mostraram que um
aumento na concentragcdao de NaCl produz uma diminuicdo na
velocidade de crescimento e um aumento na fase de laténcia. Os
autores acreditam que isto pode ser explicado pelo aumento da
pressdo osmotica do meio, causado pelo aumento da concentracéao
de NaCl e consequentemente, sobre a atividade de adgua do mesmo.
Foi estudado também a influéncia do pH (3,5, 5,0, 7,0) no
crescimento do microrganismo, sendo concluido que ocorre uma
diminuicdo na velocidade de crescimento quando o pH abaixa de 7,0

para 5,0, além de ocorrer um aumento no tempo de laténcia.
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5. OBJETIVOS

Estudar as condi¢gdes 6timas de fermentagdo para a producéao
da enzima dextranasacarase pela cepa de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B isolada da producdo de alcool em destilaria

e a caracterizagao parcial do polimero sintetizado.



Materiais e Métodos 30

6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Microrganismo

Foram utilizados o microrganismo Leuconostoc mesenteroides
FT 045 B, isolado da produg¢ao de alcool em destilaria, cedido pela
FERMENTEC S/C LTDA Assessoria em aclcar e Alcool e a cepa
NRRL B 512 (F) cedida pelo Departamento de Engenharia de
Alimentos —UNICAMP.

6.2 Meio de Cultivo

Foram utilizadas 13 diferentes composi¢cdes de meio de cultivo
para a produgdo da enzima dextranasacarase, como pode ser

observado nas Tabelas 1A e 1B.
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TABELA 1A: Composicao dos meios de cultivo utilizados nos ensaios

fermentativos (g/100mL).

Compo
sicao/ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
Meios de
Cultivo
Sacarose 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 4.0
Extrato 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 2,0 0,5 2,0
de leve-
dura
Peptona 0,5 0,5 0,5 0,5 - - 0,5 -
KoHP Oy 0,5 - 1,5 1,5 2,0 - 1,5 -
NacCl - - 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
MnSO,4 - - - - 0,001 0,001 - 0,001
MgSO,4 - - - - - - 0,001 0,02
MnCl, - - 0,001 0,001 - - 0,001 -
FeSO, - - - - 0,001 0,001 - 0,001
KH2POy4 - - - - - - - 2,0

CaCl; - - - 0,005 - 0,005 0,005 0,002
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TABELA 1B: Composicao dos meios de cultivo utilizados nos ensaios
fermentativos (g/100mL).

Compo
sicao/ M9 M10 M11 M12 M13
Meios de
Cultivo
Sacarose 3,0 4.0 - - -
Melaco 6,3 9,7 13,6
Extrato 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5
de leve-
dura
Peptona - - - - -
KoHP Oy 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
NaCl 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
MnSO,4 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
MgSO,4 0,002 0,002 - - -
MnCl, - - - - -
FeSO, 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
KH>POy4 - - - - -

CacCl; 0,001 0,001 - - -

6.3 Preparo da cultura estoque e preservacao do microrganismo

O meio de cultivo utilizado para o preparo da cultura estoque foi
o meio M8 (Tabela 1A). O cultivo foi interrompido com 8 horas de
incubacado, quando foram retiradas aliquotas para conservacado. Esta
foi realizada misturando-se 2 mL da suspensao da cultura com 2 mL

de solucédo de glicerol 20% (v/v) e mantidas em frizer a - 20 C°.
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6.4 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada sem

controle de pH, enfocando a influéncia de 8 diferentes meios de

cultura (M1-M8) na producdo da enzima.

Condicdes de cultivo: 30°C, 132 rpm, pH 7.4 e 0,5 vvm e volume de

meio de 1 litro.

6.4.1 Preparo do pré in6culo

Foram preparados 100 mL de pré indéculo para todas as
fermentacdes. A sacarose foi esterilizada separadamente dos demais,
e o0 pH ajustado para 7,4. O meio foi autoclavado a 121°C por 15
minutos. Apds resfriamento, 40 mL da solugcdo de sacarose foi
adicionada aos outros 50 mL de meio totalizando 90 mL. O meio foi
inoculado com 10mL (10%) de cultura estoque. Apds inoculagédo foi

incubada a 26°C, agitagdo 100 rpm por 14 horas.

6.4.2 Preparo do meio de cultivo

Foram preparados 900 mL de meio de cultivo para todas as
fermentacdes. A sacarose foi esterilizada separadamente, o pH foi
ajustado para 7.4. O meio de cultivo foi autoclavado a 121°C por 25
minutos. Apods resfriamento 400 mL da solugdo de sacarose contidas
em um erlenmeyer de 1000 mL foi adicionada a 500 mL de meio de
cultivo contidos no reator, totalizando assim 900 mL . O meio entao
foi inoculado com 100 mL de pré indéculo (descrito acima). As
fermentagcdes foram realizadas durante 14 horas sob as condigbdes de
30°C, agitagado 132 rpm, aerac¢ao 0,5 vvm e pH inicial 7,4.

O volume total de trabalho no reator foi de 2 litros, sendo o
mesmo equipado com sistema de controle de aerag¢ao, temperatura e

agitacao.
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6.5 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada com

controle de pH (6,0), enfocando o efeito da temperatura (23, 25, 27,

29 e 31°C) na producdo da enzima.

Condicoes de cultivo: 132 rpom e 0,5 vvm, pH 6,0 e volume de meio de

2 litros.

6.5.1 Preparo de pré in6culo

Para todas as fermentacdes foi utilizado o meio de cultivo M5
(Tabela 1A), o qual forneceu maior atividade enzimatica.

Foram preparados 100 mL de pré indéculo para todas as
fermentacdes. A sacarose foi esterilizada separadamente dos demais,
e o pH ajustado para 6,0. O meio foi autoclavado a 121°C por 15
minutos. Apds resfriamento, 40 mL da solugcdo de sacarose foi
adicionada aos outros 50 mL de meio totalizando 90 mL. O meio foi
inoculado com 10mL (10%) de cultura estoque. Apds inoculagao foi

incubada a 26-C, agitagdo 100 rpm por 14 horas.

6.5.2 Preparo de meio de cultivo

Foram preparados 1900 mL de meio (M5) de cultura para todas
as fermentacgdes.

A sacarose foi esterilizada separadamente, o pH foi ajustado
para 6,0. O meio de cultivo foi autoclavado a 121°C por 25 minutos.
Apéds resfriamento 400 mL da solugdo de sacarose contidas em um
erlenmeyer de 1000 mL foi adicionada a 1500 mL de meio de cultivo
contidos no reator, totalizando assim 1900 mL . O meio entdo foi
inoculado com 100 mL de pré ind6culo (descrito acima). A

fermentacao foi realizada durante 8 horas.
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O reator utilizado possui um volume total de 5 L, equipado com:
sistema de controle de agitagado, temperatura, aeragdo e pH (Figura
4).

O controle de pH (6,0) foi realizado utilizando NaOH 2 M.

6.6 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada com

controle de pH , enfocando a influéncia do pH (5,0) na producdo da

enzima.

Condicoes de cultivo: 30°C, 132 rpm, 0,5 vvm e volume de meio de 2

litros.
A metodologia para preparo do pré in6éculo e meio de cultivo foi
idéntico ao descrito no item 6.5.

A fermentacgéao foi realizada durante 8 horas.

Controlador  Controlador
de Aeragado

Reator Bomba Pernstaltica
para controle de pH

FIGURA 4: Foto do fermentador utilizado nas fermentacdes em batelada:
equipado com: sistema de controle de agitagdo, aeracao, temperatura e

controle de pH.



Materiais e Métodos 36

6.7 Quantificacdo de sacarose em melaco

O melago apresenta uma composicao bastante complexa,
contendo além da sacarose uma grande quantidade de acgucares
redutores e um teor relativamente alto de sais, portanto, antes de
iniciar os experimentos, calculou-se a quantidade de melago
necessaria a fim de alcangar a concentragdo desejada de sacarose.
Para isso, 1g de melaco foi pesado e diluido em 100 mL de &agua
destilada. Esta solucao foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos,
do sobrenadante foi retirado 1mL e diluido em 3 mL de agua
destilada. ApoOs esta etapa, seguiu-se o procedimento para a
determinacao de ART e AR.

6.8 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada sem

controle de pH, utilizando melaco.
Condicdes de cultivo: 25°C, 132 rpm, pH 7.4 e 0,5 vvm (30L/h) e

volume de meio de 1 litro.

6.8.1 Preparo do pré in6culo

Foram preparados 100 mL de pré inéculo para todas as
fermentagdes.O melago foi diluido em 50mL de agua destilada e
centrifugado, os demais componentes foram diluidos em 40 mL de
agua destilada, o pH ajustado para 7,4 e esterilizado a 121°C por 15
minutos. Apods resfriamento, 50 mL da solugcdo de melago foi
adicionada aos outros 40 mL de meio totalizando 90 mL. O meio foi
inoculado com 10mL (10%) de cultura estoque. Apds inoculagao foi

incubada a 26°C, agitagdo 100 rpm por 14 horas.
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6.8.2 Preparo de meio de cultivo

Foram preparados 900 mL de meio de cultura para todas as
fermentagdées. O melago foi diluido em 500 mL de agua destilada e
centrifugado, os demais reagentes do meio foram diluidos em 400
mL, o pH foi ajustado para 7,4, e autoclavado a 121°C por 25
minutos. Apds resfriamento 500 mL da solugdo de melago contidas
em um erlenmeyer de 1000 mL foi adicionada a 400 mL de meio de
cultura contidos no reator, totalizando assim 900 mL . O meio entao
foi inoculado com 100 mL de pré indéculo (descrito acima). As

fermentacbdes foram realizadas durante 14 horas.

6.9 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada sem

controle de pH enfocando o efeito da concentracido de sacarose (M9,

M10) na producdo da enzima.

Condicoes de cultivo: 25°C, 132 rpm, pH 7.4 e 0,15 vvm e volume de

meio de 1 litro.

6.9.1 Preparo de pré in6culo

Foram preparados 100 mL de pré ind6culo para todas as
fermentacdes.A sacarose foi diluido em 50mL de agua destilada e
esterilizado separadamente dos 40 mL contendo os demais
componentes apos o pH foi ajustado para 7.4. O meio foi autoclavado
a 121°C por 15 minutos. Apds resfriamento, 50 mL da solucdo de
sacarose foi adicionada aos outros 40 mL de meio totalizando 90 mL.
O meio foi inoculado com 10mL (10%) de cultura estoque. Apoés

inoculagao foi incubada a 26°C, agitagcdo 100 rpm por 14 horas.
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6.9.2 Preparo de meio de cultivo

Foram preparados 900 mL de meio de cultura para todas as
fermentacdes. A sacarose foi diluido em 500 mL de agua e foi
esterilizado separadamente dos 400 mL restantes, o pH foi ajustado
para 7.4. O meio de cultivo foi autoclavado a 121°C por 25 minutos.
Apods resfriamento 400 mL da solugcdo de sacarose contidas em um
erlenmeyer de 1000 mL foi adicionada a 500 mL de meio de cultura
contidos no reator, totalizando assim 900 mL .O meio foi inoculado
com 100 mL de pré in6culo (descrito acima). As fermentagbdes foram
realizadas durante 12 horas.

O reator utilizado possui um volume total de trabalho de 2 litros,

equipado som sistema de aeragao, temperatura e agitagao.

6.10 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada,

3% (m/v) de sacarose, sem controle de pH enfocando o efeito de

tween 80 na producdo da enzima.

Condicdes de cultivo: 25°C, 132 rpm, pH 7.4 e 0,15 vvm e volume de

meio de 1 litro.

A metodologia para preparo do pré inéculo e meio de cultura foi
idéntico ao descrito no item 6.9.1 e 6.9.2, porem com adi¢cao de
tween 80 na concentracdo de 5% (v/v).

A fermentacao foi realizada durante 10 horas.

6.11 Determinacdo da velocidade especifica de crescimento de

Leuconostoc mesenteroides FT 045 B.

Para a determinacido da velocidade especifica de crescimento
do microrganismo (u), realizou-se uma fermentagcdo em batelada,
onde foi preparado 700 mL de meio de cultivo M9 (Tabela 1B). O

cultivo foi realizado em duplicata, utilizou-se 14 erlenmeyer contendo
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50 mL de meio (45 ml somados a 5 mL do in6culo). A fermentacao foi
conduzida sob temperatura de 25°C, sem controle de pH, 100 rpm. As
amostras foram retiradas a cada 2 horas, durante 14 horas e fazia-se
a leitura de DO a 650 nm.

Fez-se uma curva da biomassa (mg) em funcdo do tempo de
incubagcdo e apéds linerizagcdo (L, da biomassa versus tempo) da
mesma obteve-se o0 valor da velocidade especifica maxima de

crescimento(umax) Nas condigbes do ensaio.

6.12 Determinacdo do Crescimento Celular.

A concentracao de células no meio de cultivo foi determinada
por meio da leitura em espectrofotdémetro a 650 nm. A relagdo da
densidade 6tica (DO) com a massa celular foi determinada com a
construgdo de uma curva padrdao DO versus massa seca. Foram
preparados 45 mL de meio de cultivo e este foi inoculado com 5 mL
de cultura estoque. Amostras de 20 mL desta cultura com 8 horas de
incubagcao foram retiradas e centrifugada por 10 minutos a 10.000
rom. O sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com
agua destilada e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi
novamente descartado. A seguir, as células foram ressuspensas em
aproximadamente 2 mL de agua destilada e colocada em forminhas
de aluminio previamente tarada e ,em seguida levadas a estufa 90 C°
para secagem “over night”. Apds, as forminhas foram pesadas para a
obtencdo da biomassa.

Para se obter a curva de biomassa versus absorbancia, 20 mL
desta cultura de 8 horas foi centrifugada seguindo-se 0os mesmos
procedimentos citados anteriormente. Em seguida, as células foram
ressuspensas em 20 mL de &agua destilada . Para a leitura da
absorbancia (L = 650nm) a suspensao de células foi diluida 10, 20,
30, 40, 50 e 60 vezes.
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Durante o decorrer da fermentacdo, foram retiradas aliquotas
de 10 mL da cultura, a cada 2 horas (para as fermentagdes realizadas
em reator sem controle de pH) e a cada 1 hora (para as fermentagdes
realizadas com controle de pH) e centrifugadas por 10 minutos a
10.000 rpm para a determinagdao do crescimento celular. O
sobrenadante foi guardado para posterior analise da atividade
enzimatica e ART (agucar redutor total) ap6és o pH ter sido ajustado
para 5,2 com acido ortofosforico. As células foram lavadas
novamente com 10 mL de agua destilada e centrifugadas novamente,
o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas ao volume
inicial (10 mL) com agua destilada e agitados em um agitador de
tubos.

Em seguida foi realizada a leitura dessas suspensdes em

espectrofotdbmetro a A= 650nm.

6.13 Determinacdo de ART (acgucar redutor total)

Para determinagdo do consumo de substrato pelo
microrganismo, foi utilizado o método do &acido dinitrosalicilico,
segundo Miller (1959). Para tanto foi necessario fazer a conversao da
sacarose em acgucares redutores através da hidrolise acida.

Para realizagdo do método, adicionou-se 1,0 mL da amostra
convenientemente diluida, 1,0 mL de acido cloridrico 2 M, em seguida
levou-se ao “banho-maria” a 100 C° por 5 minutos. Resfriou-se
imediatamente em banho de gelo (0 C°), adicionando-se 1 mL de
hidréxido de so6dio 2 M. Apds neutralizagao, retirou-se 0,25mL e
adicionou-se 0,25 mL de DNS, levando-se ao “banho-maria” por 5
minutos e posteriormente banho de gelo, adicionou-se 5 mL de agua
destilada e fez-se a leitura em espectrofotometro a 540 nm. A reacao
de DNS com acgucares redutores produz uma coloragédo que vai desde

amarelo claro a marrom escuro; proporcional a concentracdo de
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acucares redutores contidos na amostra. Quanto maior a
concentracdao de acgucares redutores, mais intensa €& a coloracao
marrom.

Para converter absorbancia em concentracdo de acgucares
redutores construiu-se uma curva padrao de sacarose

(concentragdo/absorbéancia).

6.14 Determinacdo da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica da dextranasacarase foi determinada
através do método de Suzuki (1988).

A reacao se processou em um reator de vidro de 25 mL de
volume em condigdes controladas: temperatura 30 C° e agitado por
um agitador magnético. Dentro deste reator, colocou-se 1,0 mL da
solugdo enzimatica, 6,75 mL de agua destilada, 2,0 mL de solugéao
sacarose 51,34 g/L, 0,25 mL de tampao acetato 20 mM com 1,0 mM
de cloreto de calcio, totalizando 10,0 mL de solugao.

Foram retirados 0,25 mL de 10 em 10 minutos durante 1 hora. A
cada amostra foi adicionado 0,25 mL de DNS, levando-se em “banho-
maria” por 5 minutos e resfriando-se. O volume foi ajustado para 3,0
mL adicionado-se para isto 2,5 mL de agua pura. A leitura foi
realizada em espectrofotdémetro a 540 nm. A determinacdo da
atividade enzimatica foi obtida através da curva Absorbancia x tempo.

A unidade de dextranasacarase (UDS) foi definida como a
quantidade de enzima que converte 1,0 mg de sacarose em dextrana
em uma hora, liberando 0,52 mg de frutose nas condi¢gdes de teste:

temperatura 30 C° e pH 5,2 utilizando tampé&o acetato.
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A férmula utilizada para o Calculo foi:
a1Xazx60/0.52xfxF onde:

a 1 = Coeficiente angular da curva padrao da glicose
a » = Coeficiente angular obtido para a amostra
F = Fator de diluicdo para enzima

f = (Volume do reator/Volume da amostra) x Volume retirado.

6.15 Sintese de dextrana e determinacdo da viscosidade

A sintese da dextrana ocorreu em um reator de vidro
encamisado de 380 mL de volume sob condigbes controladas (30°C e
agitado por um agitador magnético). Neste reator foram adicionados
34 mL de solugcdo de sacarose (600g/L), 146 mL de tampao acetato
50 mM (pH 5,2) com 1mM de CaCl, e 20mL da enzima com atividade
de 11,5 UDS/mL. A concentracéao final de sacarose foi de 100g/L.

A viscosidade foi determinada no inicio da reagao, ap6s 8 e 24
horas , utilizando para isto um viscosimetro de Ostwald.

Apdés 24 horas de reagdo, adicionou-se 70 mL de alcool a
temperatura de -20°C a fim de precipitar a dextrana. Filtrou-se a
vacuo, em seguida colocou-se o filtrado em uma placa de petri,
secando-se através de um secador e em seguida levou-se ao
dessecador contendo CaCl, por 4 dias. O material ja seco foi

masserado até se tornar um po fino.

6.16 Caracterizac&o do polimero, através de infravermelho (FTIR)

Para a caracterizacdo do polimero utilizou-se medidas de FTIR,
através do emprego de pastilhas de KBr, finamente divididos.
Pesaram-se 0,005g da dextrana sintetizada, 0,145 g de brometo de
potassio, colocou-se em um almofariz e macerou-se até obter um pé

fino. Esta amostra foi colocada em prensa (Shimadzu) por 5 minutos,
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a 30 atm, e em seguida colocado em um suporte para pastilha e
levado ao FTIR para analise dos grupos funcionais. Como padréao
utilizou-se dextrana comercial (Sigma) de massas molares 515.000 e
9.300 Da.

6.17 Determinacdo da Massa Molar do polimero sintetizado.

Para determinar a massa molar da amostra sintetizada foi
utilizado como referéncia o trabalho de Tirtaatmadja et al; (2001).
Como padrao foram utilizadas trés amostras de dextrana comercial da
marca Sigma (9.300, 73.000 e 515.000 Da). Para cada amostra
incluindo a sintetizada foram preparadas solugdes nas concentracoes
de: 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% (m/v), verificando-se a viscosidade
especifica e a densidade. Os valores de viscosidade especifica foram
graficados contra concentragdo, determinando-se a viscosidade
intrinseca. Esses valores foram entdo graficados contra massa molar

e a massa molar da amostra sintetizada determinada.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Producdo de dextranasacarase por fermentacdo em batelada sem

controle de pH, enfocando a influéncia de 8 diferentes meios (M1-M8)

de cultivo na producdo da enzima.

Como pode ser observado na Tabela 2, para todas as
fermentacdes, exceto a realizada com o meio 8 (M8) o pH ao final das
14 horas de cultivo ficou em torno de 4,0-5,0.

Este decréscimo no pH do meio de cultivo se deve ao fato de
que no decorrer da fermentagdo, acido latico além de outros
subprodutos sado excretados pelo microrganismo levando a esta

progressiva diminuigdo do pH.
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TABELA 2: Influéncia da composicao de 8 diferentes meios de cultura na
Atividade enzimatica, Crescimento celular, Concentracdo de Substrato final
e pH final, utilizando Leuconostoc mesenteroides.FT 045 B

Condi¢cbes de Cultivo: 30C, 132 rpm, 0,5 vvm, pH 7,4, 10% in6culo em 14

horas de fermentacao.

Composicao/ Atividade Crescimento Concentracdo pH final
Meio de enzimatica Celular de Substrato
Cultura maxima maximo final
(UDS/mL) (mg/mL) (g/L)
M1 0,96 0,70 3,30 4.61
M2 1,70 0,34 8,50 5,00
M3 4,00 1,43 0,23 4.20
M4 5,40 1,43 0,60 4.70
M5 5,67 1,14 0,80 4.40
M6 1,98 1,14 2,41 4.10
M7 4,18 1,47 0,17 4.48

M8 1,85 0,32 24,5 6.80
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FIGURA 5: Concentracao de substrato final, atividade

enzimatica e crescimento celular

de Leuconostoc

mesenteroides FT 045 B em meio de cultivo M1,

durante

14

horas

de

fermentacéo.

Condicoes:

temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm.

Observando-se a Figura 5, a maior atividade enzimatica ocorreu
com 10 horas de cultivo, mesmo tempo em que ocorreu 0 maximo

crescimento celular,

apresentando em seguida uma queda na
producado de ambos. Dentre todos os meios estudados, na
fermentacao realizada com o meio M1 obteve-se menor producao de
enzima, podendo ter sido ocasionado pela auséncia de

oligoelementos na composicdo do mesmo, que apesar de serem
requeridos em menor quantidade pelo microrganismo sao importantes

para o crescimento celular do mesmo.
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FIGURA 6: Concentracdao de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivoM2,
durante 14 horas de fermentacao. Condi¢des: temperatura
de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm.

Na Figura 6, constata-se que um maximo de atividade
enzimatica ocorreu com 10 horas de fermentagado (1,7 UDS/mL), ja o
crescimento celular atingiu seu pico com 12 horas de cultivo (0,34
g/L).

A Figura 7 mostra que na fermentagdo realizada com o meio
M3 além de ocorrer uma diminuicdo no tempo de producdo da
enzima, ocorreu também um aumento na produgdo da mesma,
atingindo 4,0 UDS/mL com 6 horas de cultivo, por outro lado, o pico
de crescimento celular ocorreu com 10 horas de fermentagcédo (1,43
g/L). Este aumento da producdo da enzima pode ter sido favorecido
pela presengca do K;HPOs; em maior concentracédo e também dos
elementos NaCl e CaCl,. Ul-Quader et al (2001) trabalhando com o

mesmo meio de cultura, obteve uma atividade enzimatica superior
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(10,32 UDS/mL), porém utilizando a cepa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512 (F), que é a cepa utilizada

industrialmente.
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FIGURA 7: Concentracao de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo
M3, durante 14 horas de fermentacdo. Condigdes:
temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm
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FIGURA 8: Concentragdo de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo
M4, durante 14 horas de fermentacdo. Condigdes:
temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm

Observando-se a Figura 8, constata-se maior atividade
enzimatica em 8 horas de cultivo, atingindo uma atividade de 5,4
UDS/mL. A adicdo de CaCl, na concentragcao de 0,005 g/100mL pode
ter favorecido esta producdo ja que o CaCl, confere maior
estabilidade para a enzima. Resultado similar foi observado por
Goyal et al (1995) onde trabalhando com a cepa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512 (F), obtiveram uma atividade enzimatica
de 5,3 UDS/mL. O meio de cultura utilizado pelos autores foi similar
ao M4, porém sem peptona e com acréscimo de FeSO, e MgS0O,4. O
volume de trabalho foi 100 mL, sem aeracido e a temperatura utilizada
foi 23°C. Valores superiores para a produgao de dextranasacarase

pela cepa de Leuconostoc mesenteroides foi obtido por Santos et al.,



Resultados e Discussdo 50

(1999); Lopretti et al., (1999); Mibielli e Maugeri (1999) e Barker e
Ajongwen (1990).

L)

<
D204

1
-
o

&
1
—aeo— Crescimento Celular (mg/mL)

1 1
o o
[} ™

1
o
~

N
Atividade enzimatica (UDS/mL)

3
1
1
o
N

—nm— Concentragao de substrato final
S
1

e
\

0 .

o
o
=]

o
N
I
o
©
N
o
N
N
N
N

Tempo (horas)

FIGURA 9: Concentragdo de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo
M5, durante 14 horas de fermentacdo. Condigdes:
temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm

A maior atividade enzimatica foi obtida na fermentacéao
realizada com o meio M5 (Figura 9), sendo 5,67 UDS/mL, este meio
apresentava um aumento na concentragdao de K;HPO,4 de 2%. Valor
inferior foi obtido por Goyal et al; (1995), os quais atingiram uma
atividade de 4.4 UDS/mL utilizando a cepa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512 (F), sendo que o0s pesquisadores
utilizaram uma temperatura inferior (20°C), sem aeragdo e um volume
de meio também inferior (100mL). Valor superior de producao foi
obtido por Veljkovic et al; (1992), os quais trabalharam com a cepa
de Leuconostoc mesenteroides ZDRAVLJES S-P a 25°C, pH 7,2,

volume de meio 400mL, agitacao 150 rpm e taxa de aeracado 0,05
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vvm, sendo que o meio de cultivo continha extrato de malte de
cevada na concentracao de 5g/L. Nestas condi¢gbes a producgao foi de

10 UDS/mL com 14 horas de fermentacao e o pH final foi de 5,0.
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FIGURA 10: Concentragcao de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo
M6, durante 14 horas de fermentacdo. Condigcdes:
temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm

Pode-se observar que ocorreu uma queda na producdo da
enzima quando utilizado o meio M6 e M8, (Figuras 10 e 12), sendo a
atividade de 2,32 e 1,85 UDS/mL respectivamente. Este fato pode ter
sido ocasionado pela falta de K;HPO4 no meio de cultura, ja que este
apresenta a caracteristica de evitar oscilagdes bruscas no pH do
meio reacional. No caso da fermentacao realizada com o meio M8 a
baixa atividade alcancada pode ter sido também provocada pelo
aumento da concentragdo de sacarose (40g/L), ja que nas outras 7

fermentagdes a concentragdo de sacarose foi de 20g/L; um aumento



Resultados e Discussdo 52

na concentracdo de agucar no meio de cultura pode inibir o
crescimento da bactéria e consequentemente diminui a producdo da

enzima.
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FIGURA 11: Concentracdo de substrato final, atividade
enzimatica e <crescimento <celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo
M7, durante 14 horas de fermentagcdo. Condicdes:
temperatura de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm

A Figura 11 mostra que a atividade maxima ocorreu com 6
horas de cultivo (4,18 UDS/mL). Goyal e Katiyar (1997) obtiveram
uma atividade similar (4,25 UDS/mL), os mesmos autores utilizaram
no meio de cultura uma concentragcdao de 50uM de MgCl,;, além de

outros oligoelementos utilizados no meio M7.
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FIGURA 12: Concentracdo de substrato final, atividade
enzimatica e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B crescendo em meio de cultivo M8,
durante 14 horas de fermentacdo. Condi¢cdes: temperatura
de 30°C, 132 rpm, pH 7,4, 0,5 vvm
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7.2 Producdo de dextranasacarase por fermentacido em batelada com

controle de pH, enfocando o efeito da temperatura (23, 25, 27, 29 e

31°C) na producdo da enzima.

Nas Figuras 13 e 14 esta apresentado o efeito de diferentes
temperaturas sobre os parédmetros analisados. O pico de atividade
enzimatica ocorreu com 8 horas de fermentacgéado (3,2 UDS/mL). Porém
quando utilizado o meio de cultura M5 sem controle de pH, a
atividade foi maior (5,67 UDS/mL), isto pode ser devido ao fato do
pico de produgao da enzima dextranasacarase ocorrer com o pH por
volta de 5,0, fato este constatado quando a fermentacao foi realizada

sem o controle de pH.
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FIGURA 13: Efeito da temperatura 23°C na
concentracdo de substrato final, producdao de
dextranasacarase e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, durante 8 horas de
fermentacdo. Condi¢des: 132 rpm, 0,5 vvm e pH 6,0.
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FIGURA 14: Efeito da temperatura 25°C na concentracao
de substrato final, producdo de dextranasacarase e
crescimento celular de Leuconostoc mesenteroides FT
045 B, durante 8 horas de fermentacdao. Condicbes: 132
rom, 0,5 vvm e pH 6,0.
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FIGURA 15: Efeito da temperatura 27°C na
concentracdo de substrato final, produgcdo de
dextranasacarase e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, durante 8 horas de
fermentacdo. Condi¢des: 132 rpm, 0,5 vvm e pH 6,0.

A produgcdo da enzima dextranasacarase diminuiu com o
aumento da temperatura (Figuras 13, 14, 15, 16 e 17), enquanto que
o crescimento celular aumenta com a temperatura até 29°C,
decrescendo quando da utilizagcdo da temperatura de 31°C (Figura
17). Valores superiores aos alcangcados nas fermentagbes com
controle de pH (6,0) foram obtidos por Dols et al; (1997), os quais
realizaram as fermentacdes utilizando a cepa de Leuconostoc
mesenteroides B 1299, sob as condi¢des de 27°C, 200 rpm, 0,5 vvm e
pH mantido em 6,7, alcangando com 8 horas (5 UDS/mL). A 23°C
Goyal et al; (1955) obtiveram praticamente a mesma atividade que a
obtida neste trabalho quando utilizada a temperatura de 23°C,

atingindo uma atividade de 3,6 UDS/mL, porém sem controle de pH.
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FIGURA 16: Efeito da temperatura 29°C na concentracao
de substrato final, producdo de dextranasacarase e
crescimento celular de Leuconostoc mesenteroides FT
045 B, durante 8 horas de fermentacdao. Condicbes: 132
rom, 0,5 vvm e pH 6,0.
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FIGURA 17: Efeito da temperatura 31°C na
concentracao de substrato, producéo de
dextranasacarase e crescimento celular de Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, durante 8 horas de
fermentacdo.Condig¢des: 132 rpm, 0,5 vvm e pH 6,0.

O efeito da temperatura na produgcdo da enzima
dextranasacarase foi estudado por Cortezi e Contiero (2001), onde as
condigbes de cultivo foram idénticas as usadas neste trabalho (132
rem, 0,5 vvm, pH 6,0, em 8 horas de fermentacéo), porém foi utilizada
a cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F) e uma
concentragdo de 4% (m/v) de sacarose. Os valores encontrados de
atividade enzimatica, crescimento celular e concentracdo de

substrato final sdo mostrados na tabela 3.
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TABELA 3: Influéncia da Temperatura na Atividade enzimatica,
Crescimento celular e Concentragdao de substrato final Leuconostoc
mesenteroides NRRL B 512 (F).

Condi¢cbées de Cultivo: 132 rpm, 0,5 vvm, pH 6,0, em 8 horas de

fermentacéo.

Temperatura Atividade Crescimento Concentragéao

(°C) enzimatica Celular de substrato
maxima maximo final
(UDS/mL) (g/L) (g/L)

23 49,31 2,14 2,00

25 37,81 4,37 0,68

27 40,48 4,38 2,13

29 53,52 4,15 2,40

31 20,30 6,04 6,53

Além da grande diferenga nos valores de producdo da enzima
pelas duas cepas estudadas, € observado que quando utilizada a
temperatura de 29°C a atividade enzimatica foi a maior alcancada
(53,52 UDS/mL) para a cepa NRRL B 512 (F), ja para a cepa FT 045
B, esta temperatura resultou em menor produgcdo da enzima (1,3
UDS/mL). Com o aumento da temperatura ocorreu um aumento do
crescimento celular quando utilizada a cepa FT 045 B, sendo que a
maior biomassa ocorreu com a temperatura de 29°C (1,42 mg/mL).
Quando utilizada as temperaturas de 25, 27 e 29°C, para a cepa
NRRL B 512 (F), os valores de crescimento celular foram muito
proximos, sendo que a temperatura de 23°C resultou na menor
biomassa (2,14 g/L) e a 31°C ocorreu o maior crescimento da cepa
(6,04 g/L).
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A cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B 512 (F) é usada
como referéncia na maioria dos trabalhos, uma vez que muitos
estudos foram desenvolvidos, avaliando diversos paréametros no
processo fermentativo desta cepa. A cepa FT 045 B, por ter sido
isolada recentemente da produg¢do de alcool e agucar, pouco se
conhece sobre a mesma, sendo necessario o estudo de outros

parametros na producdo da enzima e crescimento celular.

7.3 Producdo de dextranasacarase por fermentacido em batelada com
controle de pH (5,0).

Considerando que nos experimentos conduzidos sem controle
de pH as maximas atividades enzimaticas observadas ocorreram
quando o pH estava em torno de 5.0, optou-se por realizar uma
fermentacdo com controle de pH em 5.0, porém constatou-se que com
o pH controlado neste valor, houve um efeito negativo tanto no
crescimento do microrganismo, como na produgcdo da enzima. Em
algumas fermentagdes, o aumento da produgdo de dextranasacarase
€ proporcional ao crescimento da cepa, o pH do meio controlado em
5,0 pode ter inibido o crescimento celular, levando entdo a baixa
producdo enzimatica; outro fato que pode ter ocasionado este
resultado é que em meio acido, a enzima sofreu desnaturacao,

impedindo seu acumulo no meio de cultura.
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FIGURA 18: Efeito do pH (5,0) na concentragcdao de
substrato final, producdo de dextranasacarase e
crescimento celular de Leuconostoc mesenteroides FT
045 B, durante 8 horas de fermentacdo. Condigcbes de:
132 rpm, 0,5 vvm e 30°.

7.4 Estudo da producdo da enzima dextransacarase utilizando melaco

como fonte de carbono

7.4.1 Quantificacio de sacarose em melaco

Conforme descrito no item 6.7, para a determinacdo da
porcentagem de sacarose em melaco foi realizada a metodologia de
acucar redutor (AR) e acgucar redutor total (ART), os quais os valores
encontrados foram 14,8% para AR e 40,5% ART, subtraiu-se esses
dois valores, o valor encontrado (25,7g/L) foi a concentragcdo de
sacarose contida em 100 g de melago. A partir disso, calculou-se a

concentragcao pretendida de sacarose a ser utilizada. (Tabela 4).
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TABELA 4: Concentragcdo de melaco utilizado e a concentracao de

sacarose correspondente.

Quantidade de Concentracao

melacgo de sacarose
necessaria (g/L)
(g/L)
62,3 16,0
97,3 25,0
136,0 35,0

7.5 Producdo de dextranasacarase por fermentacido em batelada sem

controle de pH, utilizando melaco.

O interesse em se utilizar melagco como fonte de carbono deveu-
se ao fato deste apresentar uma fonte alternativa de sacarose, além
de ser economicamente mais barato e de facil obtencéo.

Como observado na tabela 5, a concentragdo de melago tem
forte influéncia na producao da enzima dextranasacarase, sendo que
a maior atividade enzimatica foi obtida quando utilizada a
concentragao de 9,7 g/L (M12), alcangando 11,6 UDS/mL.

O pH de ambas as fermentac¢des foi inferior a 5,0, evidéncia de
producdo de acido no meio de cultivo.

Outros autores fizeram uso do melago como substituto de outros
acucares em fermentacgcdes industriais (PARK e SATO, 1982; UENO,
HAMADA e URANO, 2003; ALI, OADER e IQBAL, 2002).
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TABELA 5: Efeito da concentracdo de melago na atividade enzimatica, e
pH final, utilizando Leuconostoc mesenteroides FT 045 B

Condigbes de Cultivo: 25°C, 132 rpm, pH 7.4, 0,5 vvm (30L/h), volume de
meio de 1 litro, 14 horas de fermentacgao.

Composicao/ Atividade pH final

meio de enzimatica
cultura maxima
(UDS/mL)

M11 7,90 4,85

M12 11,6 4 56

M13 9,80 4 45
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FIGURA 19: Variacao da atividade enzimatica e pH do
meio utilizando Leuconostoc mesenteroides FT 045 B,
em meio de cultivo M11, durante 14 horas de
fermentacdo. Condicdes: temperatura de 25°C, 132
rom, pH 7.4, volume de meio de 1 litro.

Observa-se pela Figura 19 que o pH decresce com o aumento
da atividade enzimatica, sendo que com 10 horas de cultivo ocorreu

uma queda brusca no pH passando de 6,0 para 5,0. Com 12 horas de
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fermentacdo ocorreu o pico da produgcao da enzima (7,9 UDS/mL),

decrescendo quando o pH atinge valor inferior a 5,0.
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FIGURA 20: Variacdo da atividade enzimatica e pH do
meio, utilizando Leuconostoc mesenteroides FT 045 B,
em meio de cultivo M12, durante 14 horas de
fermentacao. Condig¢des: temperatura de 25°C, 132 rpm,
pH 7.4, 0,5 vvm, volume de meio de 1 litro,
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Conforme resultados apresentados na tabela 6, quando foi
utilizada uma concentragcdo maior de melago (97,3), além de
favorecer a producdo da enzima, maior atividade (11,6 UDS/mL) foi
alcancada em menor tempo de cultivo, ou seja, com 6 horas de
fermentacdo. Neste tempo o pH do meio estava 4,8, conforme
descrito na tabela 6, fato esse contrastado com o observado nas
Figuras 20 e 21.

TABELA 6: Influéncia da Concentracdao de melago (97,3 g/L) na Atividade
enzimatica, e pH por Leuconostoc mesenteroides FT 045 B.
Condi¢gdes de Cultivo: 132 rpm, 0,5 vvm, 1 litro de meio em 14 horas de

fermentacao.

Tempo Atividade pH
de enzimatica
fermentacéo (UDS/mL)

0 0 6,5

2 1,0 5,5

4 2,8 6,3

6 11,6 4,8

8 7,6 4,7

10 5,9 4,6

Ribeiro et al; (1998) verificaram em seus estudos que a
substituicdo de sacarose por melago na concentragcao de 40 g/L levou

a uma maior producao da enzima dextranasacarase.
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FIGURA 21: Variagcado da atividade enzimatica e pH do
meio, utilizando Leuconostoc mesenteroides FT 045 B,
em meio de cultivo M13, durante 14 horas de
fermentacao. Condi¢des: temperatura de 25°C, 132 rpm,
pH 7.4, 0,5 vvm, volume de meio de 1 litro,
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7.6 Efeito da concentracdo de sacarose (3%, 4%) na atividade

enzimatica, crescimento celular e consumo de substrato por

Leuconostoc mesenteroides FT 045 B.

De acordo com os graficos apresentados nas Figuras 22 e 23
pode-se notar que a atividade enzimatica maxima foi similar para as
duas concentragcdes de sacarose [3% (M9) e 4% (M10)],observa-se
também que a maxima produgcdo ocorreu com 6 horas para ambas as
fermentagdes. O crescimento do microrganismo apresentou valores
préximos para as duas concentracbdes estudadas, porém com 3% de
sacarose obteve-se uma maior biomassa.

Pode-se observar que a concentracdo de substrato teve uma
queda brusca no cultivo realizado com 3% de sacarose, ja quando se
utilizou 4% esta queda foi mais suave.

A concentragdo de sacarose apresenta um fator importante na
producdo da enzima e crescimento do microrganismo de interesse,
autores relatam que um aumento significativo de agucar pode
influenciar negativamente no processo fermentativo, agindo entdo de
forma inibidora. (SANTOS et al., 2000; GOYAL e KATICAR, 1997,
CHELLAPANDIAN et al, 1998).
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FIGURA 22: Atividade enzimatica, crescimento celular e
concentracdo de substrato final por Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, em meio de cultivo M9, durante
12 horas de fermentagao. Condi¢des: temperatura de 25°C,
132 rpm, pH inicial 7,4, 0,15 vvm, volume de meio de 1
litro.
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FIGURA 23: Atividade enzimatica, crescimento celular e
concentracdao de substrato final por Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, crescendo em meio de cultivo
M10, durante 12 horas de fermentacdo. Condigdes:
temperatura de 25°C, 132 rpm, pH inicial 7,4, 0,15 vvm,
volume de meio de 1 litro.



Resultados e Discussdo70

Atividade enzimatica (UDS/mL)
1 1 1 1 1
o = = = N

1
o
[
—e—Crescimento celular (mg/mL)

1
o
w

—=a— Consumo de substrato (mg/mL)

(=}
L
o
[=}

Tempo (horas)

FIGURA 24: Atividade enzimatica, crescimento celular e
concentracdo de substrato final por Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B, em meio de cultivo M9, com
adicédo de tween 80 (5%), durante 12 horas de fermentacao.
Condigbes: temperatura de 25°C, 132 rpm, pH inicia 7,4,
0,15 vvm, volume de meio de 1 litro.

A Figura 24 mostra o efeito de tween 80 na produgdo da
enzima, indicando que este proporcionou um aumento de 6% na
atividade enzimatica quando comparado ao mesmo meio utilizado,
porém sem a presengca do detergente. Dentre as fermentacgdes
realizadas com sacarose, esta foi a que se obteve melhores
resultados, sendo que com 8 horas de cultivo a atividade enzimatica
foi de 11,5 UDS/mL. O crescimento celular foi inferior ao obtido sem
a adicao de tween 80.

A adicdo de tween 80 no meio de cultivo também foi estudada
por Goyal e Katiyar (1997), mostrando que a adigcdo de tween 80

(0,5%) no meio de cultivo estimulou a producdo de dextranasacarase
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aumentando em 25% a atividade, porém nao tendo efeito sobre o

crescimento do microrganismo.

7.7 Determinacdo do crescimento especifico de Leuconostoc

mesenteroides

De acordo com o item 6.12, determinou-se a velocidade
especifica de crescimento para o microrganismo estudado,
encontrando valor de 0,47 h™',. Quando se utiliza a equacao Ln(x/xo)
= ut o tempo de duplicagdo para esse microrganismo é de 1,47

horas.

7.8 Sintese de dextrana e determinacio da viscosidade intrinsica

Considerando que a produgao da dextrana ocorre com aumento
da viscosidade do meio reacional, realizou-se uma sintese onde a
viscosidade foi determinada em diferentes tempos de reacao,

conforme tabela 7.

TABELA 7: Viscosidade durante a reacdo de sintese da dextrana.

Tempo de Viscosidade
reacéo (poise)
(h)
0 1,45
8 345,00

24 10.394,38
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Observa-se que a viscosidade aumenta com o tempo de reacéao
entre enzima e substrato, fato este que evidencia a producdo do

polimero dextrana (Tabela 7).

7.9 Caracterizacao da dextrana através de infravermelho

No sentido de avaliar a presenga de alguns grupos funcionais
importantes presentes nas moléculas de dextrana, a espectroscopia

de infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada.

ABS |

O_O T | — L L— T L L— ] L — T 7 T ]

5000.0 4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 1000.0 500.0
1/cm

FIGURA 25: Espectro de absorcao de FTIR do polimero sintetizado
(°), 515.000 (°) e 9.300 (°).

Através da Figura 25 pode-se observar o espectro do polimero

sintetizado, e dos padroes de massas molares 515.000 e 9.300 Da,
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onde observa-se bandas caracteristicas de absorgdo das dextranas a
3421.5 cm™', indicativa da deformacédo axial de grupos OH, a 2927.7

cm’

atribuida a deformagao de grupos CH.

Também se verifica uma banda, a 1650.9 cm™,atribuida a
deformacao do grupo acetal, e outra a 1425.3, a qual se atribui a
deformacao angular do grupo C-H.

' & observada uma banda definida,

Na regidao de 1265.2 cm’
atribuida a deformagao angular do metileno (CH2).
Observa-se a 912.3cm'1, uma banda, a qual é atribuida a

deformac¢ao angular fora do plano do grupo OH.

7.10 Determinacdo da Massa Molar do polimero sintetizado.

Considerando a importancia que tem a massa molar média de
um polimero bem como a sua distribuicdo para a compreensao do
processo de sintese e também de suas propriedades, determinou-se
a massa molar média da dextrana sintetizada, de acordo com o
método viscosimétrico descrito no item 6.17.

Observa-se que a viscosidade intrinseca aumenta com o
aumento da massa molar, fato esse observado por Tirtaatmadja et al
(2001), permitindo inferir um comportamento Newtoniano para as
concentracdes e massas molares estudadas, sendo que a dextrana
sintetizada apresenta uma massa molar de aproximadamente
647000Da, conforme Figura 26.
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FIGURA 26: Determinacdo da massa molar da dextrana
sintetizada pela enzima produzida por Leuconostoc
mesenteroides FT 045 B. A seta indica a massa molar da
amostra sintetizada (647.000 Da)



75
Concluséo

8. CONCLUSAO

Nas fermentacdes realizadas sem controle de pH, o meio M5 foi
o que favoreceu a melhor atividade enzimatica (5,67 UDS/mL), o meio
M7 foi o que favoreceu o maior crescimento celular (1,47 g/L);

Nas fermentacdes realizadas com controle de pH (6,0), as
temperaturas de 23 e 25°C foram as que proporcionaram maiores
atividades enzimaticas (3,2 UDS/mL para ambas). A temperatura de
29°C favoreceu o crescimento celular (1,42 g/L);

Nas fermentagdes realizadas com melago substituindo a fonte
de carbono tradicional e sem controle de pH pode-se constatar que a
concentragdao que proporcionou maior atividade enzimatica foi a de
97,3 g/L (25¢g/L de sacarose), onde foi possivel atingir com 6 horas
de cultivo uma atividade de 11,6 UDS/mL.

Nos estudos realizados com sacarose, as concentragcdo de 3% e
4%, resultaram em atividades préximas, 10,8 e 10,7 UDS/mL, ambas
com 6 horas de fermentacdo. Ja o crescimento celular foi maior
quando se utilizou 3% de sacarose, sendo de 2,26 mg/mL.

A presenca de tween 80 na concentragdo de 5% levou a um

aumento de 6% na producdo da enzima (11,5UDS/mL) em relacao
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fermentacdo sem a presenca de tween 80, porém com 8 horas de
cultivo.

Durante a sintese da dextrana ocorreu um aumento da
viscosidade do meio reacional, indicativo este da presenca da enzima
polimerizando a glicose para produc¢ao de dextrana.

O espectro do polimero sintetizado foi comparado com amostras
de dextrana comercial de massas molares 515.000 e 9.300 Da e
apresentou semelhancas.

O polimero sintetizado apresenta uma massa molar de

aproximadamente 647000 Da.
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