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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes subprodutos agroindustriais (soro de
leite, proteina de soja e milhocina) como fontes alternativas de nitrogénio, para aumentar a
producdo de levana e levanasacarase de Bacillus subtilis natto. Foram testadas diferentes
concentragoes das fontes e comparadas ao extrato de levedura. A producdo de levana foi maior,
quando utilizada proteina de soja a 2 € 6 g.L? e soro de leite a 6 g.L?. Entre as fontes
alternativas de nitrogénio, a proteina de soja a 6 g.L”? foi a melhor para atividade da
levanasacarase. Os subprodutos testados podem ser uma alternativa vidvel para aumentar a
producdo de levana e reduzir custos.
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INTRODUCAO

A levana € um polissacarideo extracelular constituido por residuos de D-frutose, unidos por
ligagOes glicosidicas B-(2—6), podendo ainda apresentar pontos de ramificacdes B-(2—1) e um
residuo de glucose terminal (ARVIDSON, RINEHART e GADALA-MARIA, 2006). Pode ser
produzida por diversas bactérias, destacando o Bacillus subtilis natto, por sua eficiéncia.

Dahech et al. (2012) descreveram que a levanasacarase produz levana através da
transferéncia do grupo frutosil da sacarose para uma cadeia de frutanas (reacao de
transfrutosilagao). Esse polissacarideo apresenta diversas caracteristicas importantes como, alta
viscosidade; solubilidade em agua e dleo; estabilidade ao calor; aos acidos e bases; atuando
como agente estabilizador; emulsificante; espessante e encapsulante o que torna de grande
aplicacao em industriais (BEKERS et al., 2005).

Diversos fatores como as fontes de carbono e nitrogénio, oxigenagao, temperatura, pH e sais
podem influenciar a atividade enzimatica e a producao de levana (ERNANDES; CRUZ, 2005). O
extrato de levedura é utilizado como principal fonte de nitrogénio, devido a sua composicao
(BEKERS et al., 2002). No entanto, seu alto custo pode inviabilizar a aplicagao em processos de
escala industrial, assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de fontes alternativas de
nitrogénio (soro de leite, proteina de soja e milhocina) para producdo de levana e
levanasacarase por B. subtilis natto.

MATERIAL E METODOS
O microrganismo utilizado foi o Bacillus subtilis natto. O meio de fermentagao foi composto
por (g.L!): Sacarose comercial 250; KH2PO4 1,0; (NH4)2S04 3,0; MgS04(7H,0) 0,6; MnS0O4 0,2;
Citrato de Amonio 0,25. E as fontes de nitrogénio foram: soro de leite, proteina de soja e
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milhocina, nas concentragdes de 2, 4 e 6 g.L . As fermentages foram em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, contendo 25 mL do meio de fermentacdo com as diferentes fontes de nitrogénio, a
160 rpm; pH 7,5 ; 37° C por 24 h. O controle foi com extrato de levedura a 2 g.L* (condicdo
previamente otimizada).

As fermentagdes foram interrompidas por centrifugacdo a 9.050 x g por 15 min. A biomassa
foi quantificada por turbidimetria a A= 400 nm e comparada a uma curva de biomassa em g.L?,
a levana foi determinada apds precipitacao do sobrenadante com etanol absoluto por 12 horas,
hidrolisada com 1 mL de HCI 0,1 M por 1 h a 100° C e neutralizada com 0,1 mL de NaOH 2 M,
quantificada como acUcares redutores por Somogyi-Nelson.

A atividade da levanasacarase foi determinada do sobrenadante da fermentacao, pela medida
de formacao de levana. Foram utilizados 0,25 mL do sobrenadante (extrato bruto) para reagir
com 0,25 mL de uma solugao de sacarose 1M em 0,5 mL de tampao acetato pH 5,0, incubada
por 2 h a 30°C. A reacao foi interrompida em banho fervente por 10 min e a levana foi
determinada através de aclcares redutores por Somogyi-Nelson. A atividade da enzima foi
expressa em UA, uma unidade de atividade de formagdo de levana é expressa pela quantidade
de enzima necessaria para a polimerizagdo de 1 pmol de frutose em 1 min sob as condicOes
experimentais (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999).

A analise estatistica foi realizada através do teste de Tukey, utilizando o programa SASM-Agri
versao 8.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas estatisticas entre os meios foram representadas pelas letras, a; b; ¢; d; e; f; g. A
Figura 1 mostra a producao de levana variando as fontes de nitrogénio. As maiores producoes
de levana (a), 86,4; 85,0 e 81,3 g.L!; ocorreram nos meios com soro de leite a 6 g.L! e
proteina de soja a 6 e 2 g.L!, respectivamente. Que comparado ao extrato de levedura (57
g.L!), ocorreu um aumento significativo de até 52%.
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Figura 1 — Producdo de levana por Bacillus subtilis natto variando as fontes de nitrogénio.
Letras iguals ndo diferem estatisticamente.

Apenas a milhocina foi inferior ao controle, quando em 6 g.L. Silbir et al., (2014)
constataram que o extrato de levedura a 2,5 g.L! foi a melhor fonte para a produgdo de levana
(15,52 g.L'), no entanto a milhocina pode ser considerada uma alternativa viavel (13,91 g.L ).
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A Figura 2 apresenta a atividade da levanasacarase nas diferentes fontes de nitrogénio. O
meio controle com extrato de levedura (2 g.L!) foi onde ocorreu a maior atividade (7,0 UA),
porém em maiores concentracdes possui efeito inibitorio. Belght et al., (2012) avaliaram a
levanasacarase de Bacdillus sp, relatando que o extrato de levedura, dentre as diversas fontes de
nitrogénio estudadas (triptona, caseina, ureia, sulfato de amonio, nitrato de sédio e amonio) foi
o mais influente na produgao.
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Figura 2 — Levanasacarase de Bacillus subtilis natto em diferentes fontes de nitrogénio.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente.

No meio com proteina de soja (6 g.L! ) obteve-se a melhor atividade (6,06 UA), no entanto,
cerca de 13,4% inferior ao controle. A milhocina reduziu a atividade em 29,3% e o soro de leite
em 37,5%. Esses dados sao semelhantes aos de Abdel-Fattah; Mahmoud e Esawy (2005), onde
a proteina de soja diminuiu a producdo do polissacarideo em aproximadamente 16,6% e a
milhocina 23,3%.

CONCLUSOES
Os dados mostraram que fontes de nitrogénio, provenientes de subprodutos agroindustriais
podem ser uma alternativa viavel para a producdo de levana e levanasacarase. O soro de leite
se destacou com uma producao de 86,4 g.L! na concentracdo de 6 g.L'. A melhor atividade da
levanasacarase, entre os meios com fonte alternativa de nitrogénio, foi em proteina de soja (6
g.L!), atingindo UA de 6,06 UA.

Agéncias de Fomento: CAPES, CNPq.
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