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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi produzir levanasacarase de Bacillus subtilis natto e avaliar os
pardmetros cinéticos pH e temperatura e o efeito da concentracdo do substrato sacarose na
atividade enzimdética. A atividade de hidrolise da levanasacarase no extrato bruto obtido do
cultivo de B. subtillis natto, apds 24 h, 150 rom e 37°C foi de 18,7 UfmL. A caracterizacdo
parcial demonstrou que as condigdes otimas de reacdo da enzima foram pH 6,0 e 50°C. O
Km para sacarose foi de 20mM.
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fermentagao.

INTRODUGCAO

A levanasacarase (EC 2.4.1.10) pertence a familia 68 das hidrolases glicosidicas e sao
conhecidas por catalisar trés reagOes distintas: hidrdlise, transfrutosilagdo e polimerizacado
(CANTAREL et al., 2009), quando o substrato é a sacarose ocorre a liberacao de frutose que
é convertida em fruto-oligossacarideos e levana por reacdo de transfrutosilacdo em liberagao
de residuo de glicose (GORREC et al., 2002).

As condicOes de fermentagao tais como a concentracao de substrato, temperatura e pH
entre outros, sdo de grande importancia pois podem afetar diretamente a producao de
levanasacarase extracelular (LI et al., 2014; GONCALVES et al.,, 2013; INTHANAVONG,
2011).

Em processos biotecnoldgicos o B. subtilis tem potencial de aplicacdo devido ao seu
metabolismo com alta capacidade de multiplicacdo e secrecao de proteinas extracelulares
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo produzir levanasacarase de Bacillus subtilis
natto e avaliar a influéncia do pH, temperatura e o efeito da concentracao do substrato
sacarose na atividade de hidrdlise da enzima. Melhorando o conhecimento bioquimico e
dessa enzima para auxiliar sua aplicagao industrial.

MATERIAL E METODOS
O microrganismo utilizado foi o Bacillus subtilis natto. Meio do indculo composto por (g L
1): sacarose, 100; extrato de levedura, 2; fosfato monopotassico, 2; sulfato de aménio, 1 e
sulfato de magnésio, 0,5.
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O inoculo foi padronizado a 0,2 g L' de células e o meio de fermentacao composto por (g
L1): sacarose, 420,7; extrato de levedura, 2; fosfato monopotassico, 1; sulfato de amonio,
3; sulfato de magnésio, 0,6; sulfato de manganés, 0,2 e amonio citrato, 0,25 (condicao pré
otimizada em menor escala). A fermentacao foi realizada em Erlenmeyer de 2 L com 500 mL
do meio de fermentacdo, em mesa agitadora com 150 rpm, 24 h, 37°C e pH fixo em 8,0.

A fermentacao foi interrompida por centrifugacdo a 9.050 xg por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi denominado de extrato bruto (EB) e utilizado como fonte de
levanasacarase. A atividade de hidrdlise de levanasacarase foi determinada com 250 pL de
EB, 250 pL de sacarose (1 mol L?), 500 yL de tampao acetato (50 mmol L* ), pH 5,0
incubados por 30 min a 30 °C (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999). Os resultados
foram expressos em U/mL, sendo (U) uma unidade de atividade de hidrdlise da
levanasacarase.

Para caracterizar a enzima foram utilizados tampdes com pH de 3,0 a 9,0 e as
temperaturas variaram de 30 a 90 °C. O efeito da concentracdao de sacarose na atividade de
levanasacarase foi determinado nas condigdes 6timas de reacao pH 6,0 a 50°C. O valor de
Km foi determinado pelo método de Lineweaver-Burk descrito por Marzocco; Torres (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade de hidrdlise da levanasacarase no extrato bruto obtido do cultivo de B. subtilis
natto, apds 24 h, 150 rpm a 37 °C foi de 18,7 U/mL. A influéncia do pH na atividade da
levanasacarase esta representada na Figura 1 e a maior atividade foi de 22,6 U/mL em pH
6,0, Meng; Futterer (2003) e Ammar et al. (2002) também relataram pH 6timo de 6,0 para
a enzima produzida por Bacillus subtilis e Bacillus sp. TH4-2.
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Figura 1. Efeito do pH na atividade de hidrélise da levanasacarase de Bacillus subtilis
natto

Dentre as temperaturas utilizadas, 50°C foi a melhor para atividade de hidrélise atingindo
26,4 U/mL (Figura 2). Caputi et al. (2013) relataram que a enzima levanasacarase de Erwinia
amylovora é ativa em uma ampla gama de temperatura, mas apresentou étima atividade de
hidrélise em 50°C. Em estudos realizados por Belghith et al. (2012) demonstraram a maxima
atividade de levanasacarase, de Bacillus sp foi em 50 °C mantendo 100% de sua atividade
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original por mais de 1h. Também é possivel visualizar na Figura 2 que o aumento da
temperatura (acima de 50°C) faz com que a atividade enzimatica caia drasticamente.
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Figura 2. Efeito da temperatura na atividade de hidrdlise da levanasacarase por Bacillus
subtilis natto.

O Km da levanasacarase para sacarose foi de 20 mM e esse valor estd compativel aos
valores de Km reportados na literatura que variam de 4.0 e 160 mM para Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium e Zymomonas mobilis (CHAMBERT; TREBOUL; DEDONDER, 1974;
HOMANN et al., 2007; GOLDMAN et al., 2008).

CONCLUSOES

No pH étimo (6,0) a atividade de hidrdlise da levanasacarase aumentou 21 % em relacao
ao valor obtido no extrato bruto. Esse dado associado a temperatura étima (50 °C) o valor
obtido foi ainda maior 41 %. Estas informagOes foram relacionadas ao Km para a sacarose
(20 mM), e sdo Uteis para futuras aplicacdes industriais da enzima.
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