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INTRODUCAO

Bactérias do género Leuconostoc normalmente sintetizam EPS do tipo dextrana. Este
processo ocorre extracelularmente, pela enzima dextrana-sacarase (o -1,6-glucana 6-a-D-
glucosiltransferase), que € excretada pela bactéria na presenca do acuUcar indutor, sendo o
substrato transformado em polissacarideo sem penetrar no interior da célula (Aquino, 2006).
A dextrana-sacarase atua na molécula de sacarose, liberando a frutose, transferindo a
molécula de glicose a uma molécula receptora para formar um polimero classificado como
dextrana ( Padmanabhan; Kim, 2002).

As dextranas e 0s seus derivados vém adquirindo importancia industrial devido as
suas aplicacBes na industria quimica, farmacéutica, alimenticia e petrolifera, e seus usos
dependem de seu peso molecular (Paulo, 2010).

As dextranas podem ser produzidas durante o crescimento da bactéria, pela acdo da
enzima dextrana-sacarase extracelular lancada ao meio, denominado processo convencional,
ou pela agdo dessa enzima “in vitro”, na auséncia das células. A atividade enzimaética é
expressa em termos de unidades de dextrana-sacarase (UDS), sendo 1 UDS a quantidade de
enzima que converte 1 mg de sacarose em dextrana liberando mg de frutose nas condigdes do
ensaio. A frutose € um acucar redutor cuja quantificacdo é realizada pelo método de DNS
(Miller, 1959).

Atualmente, a linhagens Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 é a mais utilizada
em escala industrial para a producdo de dextrana devido a sua capacidade produtiva e as
propriedades da goma produzida, porém a dextrana-sacarase produzida por esta linhagem é
uma enzima de baixa estabilidade e seu rendimento em dextrana de alto peso molecular é
baixo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade enzimatica da
dextrana-sacarase  sintetizada  pela  linhagem  bacteriana  nativa  Leuconostoc
pseudomesenteroides R2), visando a obtencdo de novas linhagens produtoras desta enzima
para utilizacdo comercial.

MATERIAL E METODOS

O micro-organismo utilizado para a determinagdo da atividade enzimatica da dextrana-
sacacarase foi a linhagem nativa Leuconostoc pseudomesenteroides R2, isolada de repolho,
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coletado em feiras livre da cidade de Feira de Santana. Esta linhagem produz dextrana de alta
estabilidade e de alto peso molecular (Paulo, 2010).

Preparo do indculo: aliquotas da cultura bactériana congelada (em leite em pd desnatado
reconstituido 20%) foram repicada em tubo de ensaio com 10 ml de MRS liquido estéril e
incubado a 30° C/24h. Um minimo de 3 repiques foi realizado até se obter o inoculo. Este
procedimento foi feito para garantir a total reativacdo da linhagem que, quando conservada
em baixas temperaturas, encontra-se em estado atividade metabdlica extremamente reduzida.

Producédo de enzima: foi realizado um ensaio para determinacdo da atividade enzimatica do
caldo centrifugado. O caldo foi obtido por meio de ensaios de fermentagdo conduzidos em
frascos erlenmyer nas condi¢des otimizadas por Paulo (2010) para a producdo da dextrana ,
onde o meio era constituido por sacarose 100 g/l; extrato de levedura 20 g/l; fosfato de
potassio dibasico 20 g/l; sulfato de magnesio 0,20 g/l; sulfato de manganés 0,01 g/l; sulfato
ferroso 0,01 g/l; cloreto de célcio 0,02 g/l; cloreto de sodio 0,01 g/l. com pH corrigido para
8,1, incubacéo a 28° C, sem aeracdo por 30h..

Determinacdo da atividade enzimatica: aliquotas do caldo fermentativo foram retiradas a
cada 3 horas para realizar o acompanhamento do crescimento bacteriano pela leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro UV a 600nm, para a determinacdo do pH do caldo
fermentativo e para a determinacdo da atividade enzimética utilizando o método de Miller
(1959). Este método consiste em reagir a amostra contendo os acgucares redutores com o
reagente DNS (&cido dinitrossalissilico) a uma temperatura de 100°C, banho-maria, por 5
minutos. A proporcdo utilizada foi de 1 ml de DNS para 1 ml de amostra adicionados a tubos
de ensaio. Apos a reacdo, os tubos foram colocados em banho de gelo para resfriamento e
diluidos com 10 ml de &gua destilada para a realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a
540nm . A atividade foi determinada para enzima bruta (néo purificada). Para a determinacao
da atividade enzimatica, foi utilizado o sobrenadante do caldo fermentativo (centrifugacédo
10.000 rpm por 10 minutos a uma temperatura de 4°C)._A unidade de atividade da dextrana-
sacarose (UDS) € definida como a quantidade de enzima que converte 1,0 mg de sacarose em
dextrana em uma hora, nas condigdes do ensaio (Hehre, 1955).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se a diminuicdo do pH do meio de cultivo a medida que ocorre o
crescimento bacteriano (Figura 1). Esse resultado era esperado uma vez que a bactéria latica
possui  metabolismo exclusivamente fermentativo, produzindo metabodlitos &cidos,
principalmente acido latico. Esta diminuicdo do pH a niveis 6timo da atuacdo da dextrana-
sacarase propicia a ativagcdo desta enzima para atuar na degradacdo da sacarose. De acordo
com Mibieli (2001) o pH 6timo para a ativacdo da dextrana sacarase €é de 5.2.
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Figura 1. Acompanhamento da alteracdo do pH do meio de -cultivo de L.
pseudomesenteroides R2 versus o seu crescimento celular.

Observou-se que o pico da atividade enzimética ocorreu a partir das 8h,
correspondendo ao inicio da fase estacionaria de crescimento da bactéria. Sendo que o pico
maximo da atividade foi com 24h, onde o caldo fermentativo atingiu um pH de 5,6 e uma
atividade enzimaética de 162,14 UDS (Figura 2), sendo maior do que a encontrada pela
linhagem Leuconostoc mesenteroides B-512F que foi de 150,0 UDS (Motomitsu e Robty,
1999) e 66,0 UDS (Rodrigues, 2003) determinada nas mesmas condicdes de cultivo.

De acordo com os resultados das Figs. 1 e 2 nota-se que o crescimento celular com
conseqiente dimunuicdo do pH  resulta no decréscimo da atividade enzimatica,
provavelmente devido a alta acidez do meio ocasionar a desnaturagdo da dextrana sacarase.
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Figura 2. Atividade enzimatica da dextrana-sacarase sintetizada pelo L. pseudomesenteroides
R2 em diferentes tempos de cultivo.

CONCLUSAO
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A linhagem Leuconostoc pseudomesenteroides R2 exibiu alta producdo de enzima (162,14
UDS) quando comparada aos dados obtidos em literatura da linhagem de referéncia,
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. Indicando ser uma excelente linhagem para a
obtencg&o desta enzima.
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