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Introducéo:

A diversidade estrutural dos exopolissacarideos aliada a baixa toxicidade e
biodegradabilidade explica o seu enorme potencial biotecnoldgico (KUMAR, 2007), mais
especificamente os produzidos por bactérias sdo vantajosos devido a alta produtividade,
invariabilidade sazonal e geografica, e condi¢Bes controlaveis da producdo, além de serem
mais estaveis e passiveis de modificacdo, por exemplo, através da engenharia genética
(SOUZA & GARCIA-CRUZ 2004); (KULSHRESHTHA, 2013).

Exopolissacarideos de origem bacteriana tém despertado o interesse das mais variadas
indlstrias podendo ser utilizados pra varias especialidades. A dextrana é um dos
exopolissacarideos produzida por bactérias dos géneros Leuconostoc, Lactobacillus e
Streptococcus, pela acdo da enzima dextrana-sacarase, que é ativada pela sacarose (com
excec¢do das espécies do género Streptococcus). A enzima utiliza a sacarose como substrato e
polimeriza a dextrana. Este homopolissacarideo possui alta massa molecular (107 a 108 kDa),
é formado por residuos de D-glicose conectados por ligagdes glicosidicas (a-1,6) na cadeia
linear, ¢ nas ramificagoes ligagdes do tipo a-(1,2), a-(1,3) ¢ a-(1,4) (SANDFORD, 1979). A
Dextrana tem grade importancia industrial e é largamente utilizada como aditivo, espessante,
estabilizante e emulsificante em produtos alimenticios, cosméticos, fabricacdo de tintas,
imobilizante em processos cromatograficos e também na area médica, agindo como
anticoagulante e extensor de plasma, biossensor, antitrombotico, dentre outros (BHAVANI &
NISHA, 2010).

Muito empenho tem sido aplicado ao longo dos anos para desenvolver metodologias
eficazes, rapidas e com menor custo para a produgdo das dextranas (NIGAM et al., 2005);
(VETTORI et al., 2012); (NAESSENS et al., 2005). Assim, os estudos que se voltam para a
dextrana-sacarase tém um papel fundamental neste processo. Dentre os beneficios desta
abordagem, pode-se frisar a reducdo com gastos para manter a colonia, facilidade na
separacdo final do produto com alto grau de pureza, além da possibilidade de
reaproveitamento da enzima nas etapas da producdo (CHIELLINI et al., 2001). Dessa
maneira, o presente estudo se justifica, portanto, em otimizar as condigdes de produgédo da
dextrana-sacarase através das bactérias laticas produtoras de exopolissacarideos isoladas da
regido, afim de verificar qual o melhor meio a ser utilizado e as condi¢bes mais favoraveis



para que estas crescam mais rapidamente consequentemente obtendo eficiéncia na aquisicdo
deste exopolissacarideo de grande interesse industrial.

Materiais de Métodos:

Foram utilizadas neste trabalho amostras bacterianas de Leuconostooc fornecidas pela
Proft, Dra. Elinalva Maciel Paulo, Coordenadora do LAMASP - Laboratorio de
Microbiologia Aplicada a Saude Publica da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS). Tais amostras foram triadas e isoladas conforme a metodologia descrita por PAULO
et al. (2012), a partir de produtos alimenticios industrializados (laticinios) e vegetais. As
amostras foram cultivas em treze meios diferentes testadas em diferentes pH (5,0; 5,5; 6,0;
6,5) e diferentes temperaturas (25°C; 30°C; 35°C).

A atividade da enzima dextrana-sacarase foi detectada indiretamente, através da
medicdo da taxa de producdo do aclcar redutor D-frutose a partir da sacarose. O ensaio da
dextrana foi realizado em 1 ml de uma mistura de reacdo em tampao de acetato de sddio 20
mM, pH 5,4, contendo 146 mM de sacarose (5%) e utilizando o sobrenadante livre de células
(10 a 20 pl) como fonte de enzimas. A mistura da reacdo serd incubada a 30° C durante 15
min. A atividade enzimatica foi mensurada através da estimativa do agucar redutor libertado,
pelo método do DNS (3,5 DinitroSalicilato). Aliquotas (0,2 ml), a partir da mistura de reagédo
foram analisadas para a concentracdo do agUcar redutor. A absorbancia foi medida na faixa de
500 nm, utilizando um espectrofotdmetro de UV visivel contra um padrdo de D-frutose. Uma
unidade (U) de atividade da dextrana-sacarase definida serd a quantidade de enzima que libera
1umol de aglcar redutor por min a 30° C em tampé&o de acetato de sédio 20 mM, pH 5,4. O
teor total da proteina do sobrenadante livre de células foi estimado pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), utilizando a albumina bovina sérica como padrdo (SUMNER, 1935);
(CONTIERO, 2004).

Resultados e Discussao:

Neste estudo as amostras bacterianas na forma liofilizada de Leuconostoc
pseudomesenteroides R2, fornecidas pela Dr. Elinalva Maciel, foram reativadas num
procedimento de trés passos, que consistiu em i) a inoculacdo de 15 ml de solugéo salina
(10% cloreto de sodio); ii) a inoculacdo em 5 mL de meio de cultura MRS (suplementado
com sacarose) e iii) a inoculagdo em 10 mL de MRS. Estes passos foram realizados
sequencialmente a 28° C com a duracdo de 24 horas cada um. As amostras bacterianas
reativadas foram inoculadas para teste em 13 diferentes composi¢des de meios de cultura em
diferentes pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5) e diferentes temperaturas (25°C; 30°C; 35°C). A Tabela 1
mostra os resultados da analise da atividade enziméatica utilizando-se o é&cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) baseado no método de Miller (1959). Para a determinagdo do
conteudo proteico total foi utilizado o método Bradford (1976) utilizando-se o soro albumina
bovina como padréo. As leituras foram efetuadas no espectrofotometro UV/VIS modelo
Varian, no comprimento de onda 595 nm obtendo os valores tabelados abaixo:



Tabela 1.Quantidade de enzima produzida a 25°C, 30°C e 35°C, em U/ml

pH 5,0 pH 5,5 pH 6,0 pH 6,5

25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C

MEIO1 79,4 78,5 71,2 73,7 734 709 69,1 67,5 623 89,5 86,3 80,7
MEIO2 87,6 86,4 83,5 81,4 82 81,7 64,8 63,6 646 97,3 90,6 85,5
MEIO3 89,6 84,7 88,4 72,6 726 783 67,9 664 652 91,5 94,9 90,3
MEIO4 76,2 66,7 64,0 69,5 649 625 63,7 632 671 85,6 83,7 83,3
MEIO5 97,4 82,8 77,3 77,8 72,5 70,7 71,1 69,6 669 89,2 92,8 88,2
MEIO6 83,2 82,7 81,5 80 786 63,6 69,3 659 624 93,9 92,8 914
MEIO7 76,2 74,9 70,7 66,4 67,9 79,7 65,7 63,7 646 82,6 80,7 89,1
MEIOS8 94,7 90,7 86,3 87,1 82,9 655 80,3 793 70,2 109,2 103,3 1018
MEIO9 76,1 75,6 64,8 64,7 672 739 67,3 656 668 100,3 995 100
MEIO10 86,1 84,4 81,7 73,9 70,7 659 79,5 789 70,3 102,7 100,6 93,9
MEIO11 70,7 68,6 64,9 65,3 66,4 66,8 63,7 63,1 62,2 97,4 95,7 904
MEIO12 71,2 73,7 77,5 67,9 63,8 648 67,9 64,7 62,4 95,8 94,7 89,7

MEIO13 71,7 69,2 68,2 71 70 71,9 70,8 684 648 97,3 96,8 93,1

Baseado nos resultados obtidos as condi¢cdes otimizadas para a atividade enzimatica
foram as que o pH corresponde a 6,5 em condicdes de temperatura a 25°C e a menos
favoraveis em pH 6,0 e temperatura a 35°C.

A avaliacdo enzimatica mostrou altos valores que variam entre 62,2 - 109,2 U.mg? ,
que demonstram a grande expressdo de dextrana-sacarase por L. pseudomesenteroides. Dentre
0s 13 meios avaliados, podemos observar que 0 meio 8 obteve-se 0 nimero mais elevado de
enzima produzida (109,2 U.mg™) sob as condicdes de temperatura a 25°C e pH a 6,5. Em
contrapartida, houve baixa producdo enzimatica no meio 11 (62,2 U.mg™) sob as condicdes
de producdo enzimatica com temperatura aos 35°C e pH em 6,0. A tendéncia de producdo de
dextrana-sacarase ocorre em valores de pH e de temperatura mais baixa em compara¢do com
a producdo de dextrana por estudos com a enzima a partir de outras fontes como o trabalho de
M. Nigam, A. Goyal, and S.S. Katiyar (2005). Resultados mais semelhantes foram
encontrados em dextrana-sacarases de Weissella cibaria e L. mesenteroides NRRL B-650,
que é utilizado respectivamente pH 6,9 e pH 7,0 e temperatura de 24 °C e 23 °C.

CONCLUSAO:

Baseado nos dados obtidos conclui-se que o meio 8 composto de 4,0 gramas de
sacarose, 2,0 gramas de extrato de levedura, 0,001 gramas de NaCl, MnSO4 e FeSOa, 0,002



gramas de CaClz, 0,02 gramas de MgSOse 2,0 gramas de KH2PO, foi o melhor para a
obtencéo de uma elevada atividade enzimatica e as condigdes otimizadas para essa atividade
foram nas quais o pH corresponde a 6,5 em condigdes de temperatura a 25°C.
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