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RESUMO
A levanasacarase, enzima extracelular que pode ser obtida de Bacillus subtilis natto, é uma

frutosiltransferase bifuncional responsavel por produzir levanas de alto e baixo peso molecular.
Essa enzima pode ser obtida através do processo fermentativo. O Objetivo desse trabalho foi
avaliar sintese enzimatica de levana por Delineamento Composto Central Rotacional, variando o
tempo e a propor¢cdo de extrato enzimatico e sacarose. Os resultados demonstraram que em
maior tempo € em menor proporcdo de extrato enzimatico/sacarose ocorreu a maior sintese
enzimatica atingindo 37,78 g/L.
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INTRODUCAO
Bacillus subtilis ¢ uma bactéria Gram-positiva e formadora de esporos que pode crescer em

meio contendo fontes de carbono, nitrogénio, fosforo e outros sais essenciais. Tem sido
amplamente estudada para a producao de levanasacarase, uma enzima extracelular, que
sintetiza levana de alta e baixa massa molecular, quando s3o alteradas as condicdes de
fermentagdo. Essa enzima é uma frutosiltransferase bifuncional que promove a hidrdlise da
sacarose e catalisa a formacao de levana e fruto-oligossacarideos (Hijum, 2003 e SILVA, 2012).

A interacao entre o substrato (sacarose) e a enzima ocasiona a reagao de transfrutosilacao
pela levanasacarase que polimeriza as unidades de frutose levando a formacgao de levana
microbiana. Esse processo de polimerizacao origina cadeias com tamanhos moleculares variados
desde oligossacarideos que tem menor grau de polimerizacdo, até os polissacarideos que
apresentam um alto grau.

A levana tem uma variedade de aplicacdes principalmente, nas areas de alimentos e
farmacéutica devido as suas propriedades fisicas e as suas fungOes bioldgicas. Essas
propriedades refletem suas funcdes que é diretamente dependente de seu peso molecular e sua
estrutura.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a sintese enzimatica da levana pela levanasacarase
variando a concentragao do extrato enzimatico e da sacarose em diferentes tempos de reacao.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo: Bacillus subtilis natto, isolado no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
da Universidade Estadual de Londrina e identificado pela Fundacao André Tosello Pesquisa e
Tecnologia, Campinas — SP. O microrganismo foi mantido a 4 °C em meio inclinado, sendo o
repique realizado a cada 30 dias.
Meio de Inoculo: O meio de inoculo: contendo 25 mL de meio composto por 100 g/L de
sacarose, 2 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de K,POs4, 1 g/L de (NH4);SO4 e 0,5 g/L de
MgS04(H,0) foi preparado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL. O meio foi ajustado a pH=
7,0, incubado por 24 h em shaker rotatdrio, a 37 °C e 150 rpm (rotacdes por minuto).
Meio de fermentacao: O meio de fermentagao: 400 g/L sacarose, 2 g/L de extrato de
levedura, 1 g/L K;PO4, 3 g/L de (NH4),;S04, 0,6 g/L de MgS04(H:0), 0,2 g/L de MnSO4 e 0,25 g/L
de amonio citrato. As fermentacOes foram realizadas em Erlermeyers de 2 L, contendo 400 mL,
pH=7,7, 35 °C e 240 rpm por 24 h. O inoculo foi padronizado em 0,2 g/L para a fermentacao.
Atividade Enzimatica: Apds a fermentacao, o meio foi centrifugado por 15 min, a 9000 rpm e
4 °C, o sobrenadante foi considerado o extrato enzimatico. A atividade enzimatica nesse extrato
foi de 4UA/ml. Para avaliagdo da sintese enzimatica foi realizado um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), com duas variaveis e 6 pontos centrais, totalizando 14 ensaios. As
variaveis tempo (X1) e proporcdo de extrato enzimatico/sacarose (X2) foram testadas em 5
niveis (-1,414; -1; 0; 1; 1,414), correspondendo a faixa de 8 a 27,312 h para o tempo e 1:2 a
1:4,414 para a proporgao extrato enzimatico/sacarose (Tabela 1). A variavel resposta (Y1) foi
levana de alta massa molar (a levana foi extraida do meio de fermentacdo com etanol na
proporcao 1:1,15), esta proporcao foi padronizada para obter levana de alta massa. As levanas
foram quantificadas ap0ds hidrdlise por aclcares redutores pelo método de Somogyi e Nelson
(SOMOGYI, 1945; NELSON, 1944).

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia com P<0,05 e Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior sintese enzimatica de levana (37,78 g/L) foi obtida na maior faixa de tempo de
27,312 horas (Tabela 1). Pela otimizagdo as varidveis extrato/sacarose foi otimizada no nivel
inferior (-1,414) que corresponde a proporcao de 1:1,586 e o tempo no nivel superior (+1,414)
que corresponde a 27,312 horas. Pela andlise estatistica dos resultados a proporcao extrato
enzimatico/sacarose (p=0,027093) assim como a amplitude de tempo mostraram efeito
significativo (p=0,003117).

O valor obtido foi de 37,78 g/L e o predito de 37,829 g/L, comprovando a otimizagao nas
condicOes estudadas. A Figura 1 apresenta a superficie de resposta relacionando o tempo e o
extrato enzimatico.
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Tabela 1. Efeito do tempo e da proporcao extrato enzimatico/sacarose na sintese de levana por
levanasacarase de B. subtilis natto.

Variaveis Codificadas Varl_a veis Variavel
Decodificadas Resposta
. x1 x2 X1 X2 Y1
Ensaios = ‘
Tempo Proporgao Sintese
(h) Ext.enzi / Enzimatica
Sacarose (g/L)
1 -1 -1 8 1:2 22,15
2 -1 1 8 1:4 14,33
3 1 -1 24 1:2 33,98
4 1 1 24 1:4 27,26
5 -1,414 0 4,688 1:3 10,72
6 1,414 0 27,312 1:3 37,78
7 0 -1,414 16 1:1,586 32,68
8 0 1,414 16 1:4,414 17,10
9 0 0 16 1:3 33,00
10 0 0 16 1:3 28,00
11 0 0 16 1:3 27,30
12 0 0 16 1:3 22,02
13 0 0 16 1:3 32,83
14 0 0 16 1:3 26,22
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Figura 1. Superficie de resposta para a sintese enzimatica de levana por levanasacarase de B.
subtilis natto em funcao do tempo e proporcao de extrato enzimatico e sacarose.

CONCLUSOES

A maior sintese enzimatica de levana foi de 37,78 g/L e ocorreu em uma maior faixa de
tempo 27,312 horas. Ambas as variaveis, proporcao extrato bruto/sacarose e amplitude de
tempo, mostraram efeito significativo na sintese enzimatica de levana por levanasacarase
(p<0,5). Os dados sugerem que maiores faixas de tempo e menor proporgao extrato
bruto/sacarose proporcionaram resultados positivos na sintese enzimatica de levana.

Agéncias de Fomento: Agradecimentos a CNPq pela bolsa de Iniciacao Cientifica.

REFERENCIAS
NELSON, N. A photometric adaptation of the Somogyi method for determination of glucose. Biochemistry, v. 84, p.
375-380, 1944.

SOMOGYI, M. A. A new reagent for determination of sugar. Journal Biology Chemistry, v. 160, p. 61-68, 1945.
SILVA, B.P Produgdo de fruto-oligossacarideo por levanasacarase de Bacillus subtilis natto, p. 40, 2012.

SILVA, B.P High production of fructooligosaccharides by levansucrase from Bacillus subtilis natto. African Journal of
Biotechnology P. 2, 2014.

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e

Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - big@uel.br



