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RESUMO

A glutaminase é utilizada na industria como intensificadora de sabor, aroma e para
0 enriquecimento nutricional dos alimentos. Além disto, possui potencial aplicacéo
farmacéutica podendo ser utilizada na producéo de theanina e como agente anti-
leucémico. A bactéria Zymomonas mobilis € encontrada em regides de clima
tropical e tem sido estudada para a producdo de etanol. Devido a auséncia de
relatos na literatura a respeito da producdo de glutaminase por este
microrganismo, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer os fatores de
influéncia para o crescimento de Z. mobilis e a sua relacdo com a producéo de
glutaminase utilizando ferramentas estatisticas. Através da analise de variancia
em blocos e teste de Tukey contatou-se a importancia dos componentes do meio
de cultivo, da auséncia de agitacdo e do tempo de fermentacdo. Na otimizacéao foi
usado meio minimo variando a concentracdo de glicose (10, 30, e 50g/L),
glutamina (0, 0,5 e 1g/L) e o tempo de cultivo (18, 24 e 30 horas). Obteve-se uma
producdo maxima de 8,86 U/L de glutaminase. Na cinética de crescimento utilizou-
se as condicbes otimizadas, onde observou-se crescimento tipicamente
exponencial. A producdo de glutaminase mostrou estar relacionada com a
producdo de biomassa.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis. Glutaminase. Superficie de resposta.



BRUZON, Gilcelene. Glutaminase production for Zymomonas mobilis CP4 in
the glucose fermentation using statistical tools. 2006. 71f. Dissertation
(Master's degree in Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina 2006.

ABSTRACT

The enzyme glutaminase is used in the industry as flavor-enhancing and for the
nutritional enrichment of food. Besides, its pharmaceutical potential application
could be used in both theanina production and as anti-leukemic agent. The
bacterium Zymomonas mobilis is found in regions of tropical climate and it has
been studied for ethanol production. Conditions of cultivation (stillness, shaking
and fermentation time) and medium composition (presence and absence of
component) for glutaminase production by Zymomonas mobilis CP4 using
statistical analysis have been carried out. Variance analysis in blocks and test of
Tukey showed that components of the medium of cultivation, stillness and time of
fermentation were important. In the minimum medium optimization was used
glucose (10, 30, and 50g/L), glutamine (0, 0,5 and 1g/L) and time of fermentation
(18, 24 and 30 hours). A maximum production of 8,86 U/L of glutaminase was
obtained. Glutaminase production Kinetics by Zymomonas mobilis CP4 under
optimized conditions showed a typically like-exponential growth. The glutaminase
production showed to be related with the biomass production.

Keyword: Zymomonas mobilis. Glutaminase. Response surface methodology.
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1 INTRODUCAO

A glutaminase, também conhecida como L-glutamina amidohidrolase
(E.C 3.5.1.2), € uma enzima amplamente distribuida na natureza presente em
diversos microrganismos como Debaryomyces ssp, Aspergillus oryzae e

Micrococcus luteus.

Por ser tolerante ao sal e ao calor, a glutaminase possui importante
aplicagdo na industria, podendo ser utilizada para auxiliar no realce de sabor e
aroma dos alimentos, colaborando para sintese do acido glutdmico e diminuigdo da

producao do acido piroglutdmico na fabricagdo do molho de soja.

Adicionalmente € uma enzima que possui potencial de aplicacao
terapéutica como agente anti-leucémico pois, sendo responsavel pela degradagéao
da glutamina, possibilita a morte seletiva das células dependentes deste aminoacido.
Pode também ser utilizada para obtencdo de theanina, um componente do cha
verde japonés, que colabora com o aumento do efeito de agentes antitumorais e

auxilia no combate a hipertensao.

A producdo biotecnolégica de glutaminase através de processos
fermentativos tornou-se interessante devido ao baixo custo. A aplicagdo de
instrumentos estatisticos para otimizacdo da produgédo utilizando planejamento
experimental também tem proporcionado a redugdo de custos, permitindo a
execucao de um numero reduzido de ensaios e a avaliagao das interagdes entre os

fatores analisados.

A bactéria Zymomonas mobilis encontrada em regides de clima
tropical foi descoberta na década de 70 como eficiente produtora de etanol, sendo
capaz de utilizar glicose, frutose e sacarose como fontes de energia. Trata-se de um
microrganismo anaerdbio facultativo que teve seu comportamento estudado quando

na producao de etanol, levana, sorbitol, acido glucénico e asparaginase.
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Na literatura ndo ha relatos a respeito da produgao de glutaminase
por Z. mobilis. Assim, para relacionar o metabolismo deste microrganismo e a
producdo de glutaminase sdo necessarios estudos a respeito da utilizagdo dos
constituintes do meio de cultivo e das condi¢des aplicadas no processo fermentativo.
O presente trabalho procurou avaliar através de instrumentos estatisticos a interagao
dos constituintes do meio de cultivo, os fatores que mais influenciaram para
obtengdo da enzima e a relagdo do crescimento do microrganismo com a produgéo

de glutaminase.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

= Analisar a partir de instrumentos estatisticos a produ¢do de glutaminase
por Zymomonas mobilis CP4.

2.2 Objetivos especificos

= Verificar a influéncia dos constituintes do meio de -cultivo, tempo de

fermentacgao e agitacdo na produgao de glutaminase.

= Otimizar a produgédo de glutaminase através da metodologia de superficie de

resposta aplicando o método do Gradiente.

» Fazer um estudo cinético do crescimento do microrganismo, relacionando-o a

producado da enzima, etanol e consumo de agucar.

= Quantificar: glutaminase, etanol, agucares redutores e biomassa.



15

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Glutaminase

L-Glutaminase (L-glutamino amidohidrolase EC 3.5.1.2) é a enzima
responsavel pela hidrolise de L-glutamina para acido L -glutdmico e aménia (Figura
1) (NANDAKUMAR et al., 2003) estando presente inclusive em nosso organismo. A
glutaminase existente na mitocondria do neurdnio produz o glutamato, um
neurotransmissor excitatorio amplamente distribuido no sistema nervoso central, que
€ reciclado nos neurbénios e nas células gliais, sendo novamente transformado em
glutamina, a qual retorna para o neurd6nio. No organismo humano, parte da
glutamina liberada através da desaminagao é armazenada como reserva circulante
de nitrogénio, podendo cedé-lo para uma série de compostos ou libera-lo para a
urina. Nos tubos renais esta presente a glutaminase que hidroliza o nitrogénio

amidico liberando amoénia para urina.

NH, N|H2
H-C|: - COOH H- |C'COOH
C:H2 £ HO > . + NHs
CH, C|3H2
c|;: o) C=0
NH o
L- Glutamina Acido L- glutamico

Figura 1 — Transformacéao da glutamina em glutamato e aménia

A familia das amidohidrolases, que catalisam a desaminacédo da
glutamina, € composta de duas classes. A primeira classe apresenta glutaminase

com grande especificidade, capaz de hidrolisar glutamina para acido glutédmico. A
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segunda classe contém algumas enzimas menos especificas, que hidrolisam tanto
glutamina, quanto asparagina, com semelhante eficiéncia (NANDAKUMAR et al.,
2003).

3.1.1 Glutaminase em microrganismos

A glutaminase pode ser encontrada nos animais, nas plantas e
microrganismos; nestes ultimos, estdo incluidas as leveduras, os fungos e as
bactérias. Nas tabelas 1, 2 e 3 (NANDAKUMAR et al., 2003) estdo demonstrados os

principais microrganismos, nos quais a atividade de glutaminase foi relatada.

Tabela 1 — Leveduras indicadas na literatura como produtoras de glutaminase

Leveduras
Cryptococcus albidus Cryptococcus sp. Hansenula
Candida scaottii Debaryomyces sp. Saccharomyces cerevisiae

Cryptococcus hadaensis

Tabela 2 — Fungos indicados na literatura como produtores de glutaminase

Fungos

Aspergillus oryzae Tilachlidium humicola Verticillium malthousei

Beauveria sp.
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Tabela 3 — Bactérias indicadas na literatura como produtoras de glutaminase

Bactérias

Acetobacter liqguefaciens
Achromobacter sp.
Acinetobacter glutaminasificans
Aerobacter aerogenes
Aeromonas hidrophila
Agrobacterium tumefaciens
Alcaligenes faecalis
Azotobacter agilis

Bacillus circulans

Bacillus flavum

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium

Bacillus pasteurii

Bacillus subtilis

Brevibacterium ammoniagenes

Clostridium welchii

Corynebacterium equi
Enterobacter cloacae
Erwinia carotovora
Escherichia coli
Flavobacterium flavescens
Micrococcus glutamicus
Micrococcus lysodeikiticus
Micrococcus luteus
Nocardia sp.

Proteus marganii

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aurantica
Pseudomonas aureofaciens
Pseudomonas boreoplois

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas ovalis
Pseudomonas schuylkilliensis
Pseudomonas sp.

Rhizobium etli
Rhodopseudomonas sphseroides
Serratia marcescens

Spirillum lunatum
Staphylococcus aureus
Streptomyces californicus
Streptomyces netropsis
Streptomyces olivochromogenes
Vibrio cholerae

Vibrio costicola

Xanthomonas juglandis

De todos os microrganismos listados nas tabelas acima, apenas

uma minoria apresenta glutaminase extracelular, como € o caso do A. oryzae, P.

fluorescens, V. costicola, V. cholerae, B. subtilis, B. licheniformis, Debaryomyces sp.

e Beauveria sp. Nos outros microrganismos prevalece a enzima intracelular
(NANDAKUMAR et al., 2003). Porém Yano et al. (1988) utilizando fermentagdo em

batelada, verificaram a existéncia de glutaminase intra e extracelular em A. oryzae,

sendo a primeira de maior atividade na forma nativa e a segunda de maior atividade

quando purificada.
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3.1.2 Producao de glutaminase por microrganismos

3.1.2.1 Processos fermentativos, efeito indutivo da glutamina e inibicdo por

aminoacidos.

Vaérias sédo as técnicas de fermentagdo que podem ser empregadas
para producao de glutaminase, dentre elas estao fermentagdo em batelada, batelada
alimentada e continua e fermentacdo em estado sdlido. Em todas estas técnicas ha

relatos sobre o efeito indutivo da glutamina para a produg¢ao desta enzima.

Alguns pesquisadores como Sabu et al. (2000) além de utilizar
fermentagcdo em meio liquido, testaram a producgao de glutaminase por fermentacao
em meio sélido, adicionando glicose 0,5% (p/v) como fonte de carbono e glutamina a
0,25% (p/v) como fonte de nitrogénio, a partir de Beauveria sp. Apos otimizagéo do
processo, obtiveram maxima producgao de enzima (49,89 U/mL) estabelecendo que a
glutamina teve papel indutor, estando diretamente associada ao crescimento
microbiano. Kashyap et al. (2002) utilizando residuos agro-industriais e
Zygosaccharomyces rouxii em fermentacdo em estado soélido verificaram que nao
havia necessidade de adi¢cado de glutamina ou fontes de nitrogénio para estimular a

producao da enzima.

Ziadé et al. (2003) diferentemente de Kashyap et al. (2002) utilizando
Lactobacillus rhamnosus e glutamina como agente indutor testaram diferentes
tempos de fermentacao e verificaram a existéncia de trés fases. Na primeira fase
que foi de 0-6 horas observaram inducéo, porém a formagao dos produtos foi muito
baixa. Na segunda fase de 6-9 horas (fase exponencial de crescimento) houve
diminuicao do pH em 0,5 a 0,7 unidade e a ambnia comegou a ser liberada, servindo
de tampao para o sistema. Ja na terceira fase, apds 9 horas de fermentacao, houve

aumento de pH de 0,3 a 0,5 unidade e a glutaminase foi detectada.

Kumar e Chandrasekaran (2003) produziram glutaminase em

fermentagao continua utilizando células de Pseudomonas sp imobilizadas em gel de
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alginato de calcio, tendo uma produgcao maxima de 36,05 U/mL em meio contendo

2% de glutamina (p/v).

Pinheiro (2001) verificou que o crescimento de Z. mobilis foi inibido
quando o aminoacido asparagina estava presente no meio de cultivo em

concentracao acima de 0,5 g/L.

3.1.2.2 Efeito da concentracdo de sais, tempertura e pH para a producédo de

glutaminase

Alguns pesquisadores, além de utilizarem diferentes processos
fermentativos, realizaram testes para verificar o comportamento da enzima em meios
contendo elevada concentracdo de sais, submetidos a diferentes temperaturas e

valores de pH .

Nandakumar et al. (2003) relataram casos em que a glutaminase é
sal-tolerante e casos em que € inibida pelo mesmo. A glutaminase de A. oryzae,
utilizada na fermentagdo do molho de soja, apresentou inibigdo quando exposta a
elevadas concentragdes de sais. Porém, glutaminase excretada por microrganismos
marinhos, como M. luteus e B. subitilis, toleram uma concentragao de 16 e 25%(p/v)

de NaCl respectivamente.

Quanto a temperatura, a glutaminase de A. oryzae possui atividade
6tima entre 37-45°C, enquanto a glutaminase de B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa e
M. luteus apresentam maior atividade a 50°C (NANDAKUMAR et al., 2003).

Muitas glutaminases apresentam grande instabilidade, fato
observado por Dura et al. (2004), que a partir de suas pesquisas constataram uma
reducao de 25% da enzima ativa quando variado o pH de 7,5 para 8,5. Neste estudo
verificaram também um aumento da estabilidade da enzima apds redug¢ao do pH

para 5,5.
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3.1.3 Glutaminase em Alimentos

Nakadai e Nasuno (1989) apresentaram trés métodos para aumentar
a quantidade de acido glutdmico no alimento: tratamento acido, aplicagdo de
glutaminase de C. albidus e adigdo de peptidoglutaminase de B. circulans e
propuseram um quarto meétodo: adicdo de glutaminase de Aspergillus ou C. albidus,
o qual resultou em aumento de 42% de acido glutdmico e reducédo de 38% do acido

piroglutdmico no final da fermentagéo do molho de soja.

A. oryzae é tradicionalmente utilizado na fermentagdo Koji por
secretar uma grande variedade de proteases e peptidases. Na fermentacdo do
molho de soja, 0 acido glutdmico e a glutamina sao formados a partir de peptideos
pela acdo de peptidases e a glutamina é entdo convertida em acido glutamico pela
acao da glutaminase. Na auséncia da glutaminase a maioria da glutamina liberada
pelos peptideos é quimicamente e irreversivelmente convertida em acido

piroglutdmico que nao apresenta sabor (NANDAKUMAR et al., 2003).

A glutaminase acaba contribuindo ndo somente para melhorar o
sabor, mas também para enriquecer nutricionalmente o alimento (KASHYAP et al.,
2002) permitindo que o molho de soja possa substituir o uso de glutamato
monossodico, considerado alérgico para algumas pessoas (NANDAKUMAR et al.,
2003).

Uma outra aplicagdo da glutaminase é a sua adigao no processo de
cura da linguica. Dura et al. (2004) obtiveram glutaminase a partir de Debaryomyces
sp e estudaram os efeitos dos agentes de cura em relacéo a estabilidade da enzima.
Observaram que sais de potassio e cloreto de sddio diminuem a estabilidade,
reduzindo a meia vida da enzima e que nitrito, nitrato e glicose n&o alteram
significantemente a atividade. Porém, o aumento de acido ascorbico ocasionou uma
diminuicdo da atividade. Além disto, foi constatado que a adigdo destes agentes na
fermentacdo deve ser feita no inicio enquanto o pH estiver em 6 a 5,5, pois a

diminuicao do pH também prejudica a atividade da enzima.
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Nandakumar et al. (2003) relataram a possibilidade da utilizacdo de
glutaminase para obtencédo de theanina, um componente do cha verde japonés que
aumenta o efeito de agentes anti-tumorais e apresenta-se como agente que
combate a hipertensdo. Um método para producao de theanina testado por Abelian
et al. (1993), utiliza glutaminase de Pseudomonas nitroreducens em mistura
contendo glutamina e etilamina, formando 47 g/L de theanina em um periodo de 7

horas em temperatura de 30 °C.

3.1.4 Atividade Antileucémica

Kallinowski et al. (1987) relataram que a glutamina € necessaria para
as células do tumor em concentracdo superior a 0,5 mM, constituindo substrato
energético para estas ceélulas e alta taxa de proliferagdo (BULUS et al., 1989).
Estudos apontaram que combinada com outra enzima como a asparaginase, a
glutaminase pode ser utilizada em tratamento de céancer, especialmente leucemia
(NANDAKUMAR et al., 2003).

Além da glicose, a célula do tumor utiliza glutamina em grande
quantidade, pois fornecem ATP para a rapida proliferagcdo de células malignas,
sendo a glutamina o maior substrato oxidativo tanto em tumores como em células
normais de mamiferos. A progressdo maligna pode nao ser influenciada somente por
caracteristicas genéticas e instabilidade da transformagao fenotipica, mas também
por pequenas modificagbes que podem ocorrer em muitos estagios de
desenvolvimento do tumor (SANTOS et al. 2004).
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3.2 Zymomonas mobilis

Z. mobilis € uma bactéria gram negativa, de 2 a 6 um de
comprimento por 1 a 4 ym de largura, que ocorre geralmente em pares e sem
formacdo de esporos (WENDT et al., 2002). E uma bactéria anaerdbia facultativa
(SWINGS e DELEY, 1977) encontrada no meio ambiente em regides de clima
tropical, normalmente associada com plantas de alto teor de agucares nas seivas
(CONWAY et al., 1992). Descoberta na década de 70, como eficiente produtora de
etanol, é capaz de utilizar glicose, frutose e sacarose como fonte de energia
(DOELLE, et al. 1993).

Uma pequena produgao de biomassa é normalmente observada em
Z. mobilis, cujo crescimento celular e fermentacdo nao sao vinculados. Isto ocorre
porque este microrganismo utiliza a via de Entner-Doudoroff para catabolismo do
carbono e produz somente 1 mol de ATP por mol de glicose consumido(CONWAY et
al., 1992). (Figura 2)

Trata-se de uma potencial produtora de etanol (Ruanglek et al.,
2006), sorbitol (Vignoli et al., 2006) e levana (Kang et al., 2006). O etanol é obtido a
partir da ultima reagao da via fermentativa pela redugao reversivel do acetaldeido
catalisado pela isoenzima alcool desidrogenase (SREEKUMAR et al. 1999). Lee e
Huang (2000) testaram um modelo matematico para produgao de etanol utilizando Z.
mobilis em meio contendo glicose e frutose (20 g/L), obtendo 0,45 g/g de etanol
quando em concentragdo de 20 g/L de frutose. Tao et al. (2005) utilizaram uma
cepa de Z. mobilis tolerante a acidez em condigdo de nao esterilizagdo, obtendo

uma producéo de etanol de 0,488 g/g.
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O sorbitol é sintetizado a partir de frutose e glicose, por uma reagao
catalisada por glicose-frutose oxidorredutase (SPRINGER apud CAZETTA et al.,
2005). Para produgéo de sorbitol, também foi desenvolvido um modelo estatistico,
utilizando células livres e imobilizadas de Z. mobilis (VIGNOLI et al. 2006) obtendo
uma produgdo de sorbitol de 25 g/L com células livres e 50 g/L com células

imobilizadas.

A levana, um homopolissacarideo, produzido extracelularmente a
partir de sacarose e rafinose, vem sendo utilizada como agente anti-tumoral, material
para cosméticos e componentes para alimentagcdo animal (WENDT et al., 2002).
Estudos feitos por Calazans et al. (2000) mostraram que a atividade antitumoral
depende do peso molecular do polissacarideo e que a classe especifica deste peso

molecular pode ser responsavel por este efeito.

Outros produtos tém sido obtidos a partir desde microrganismo, tais
como acido gliconico (FERRAZ et al., 2000) e asparaginase (ABUD, 2003, 2004 e
CAMILIOS NETO, 2004).

3.2.1 Fatores que afetam o crescimento do microrganismo

3.2.1.1 Fonte de carbono

O efeito da concentragao inicial de glicose ja é estudado ha varios
anos. King e Hossain (1982) verificaram que concentragao inicial de glicose acima

de 10% (p/v) ja provoca inibicdo do crescimento e diminui a produgéo de etanol.

Galani et al. (1985) utilizando fermentacdo em batelada, testaram
concentragbes de 2, 10 e 20% (p/v) de glicose e constatou que Z. mobilis
apresentou maior crescimento e producédo de proteinas quando em 2% de glicose.

Assim, pode-se observar que o aumento da concentragdo de glicose resulta em
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diminuicdo do crescimento do microrganismo além de ocasionar o aumento do
tempo de fermentacdo (SREEKUMAR et al., 1999).

3.2.1.2 Fonte de nitrogénio

Galani et al. (1985) relataram que NH4Cl e (NH4),SO4, s&o as
melhores fontes de nitrogénio quando se trata de Z. mobilis. Em seus estudos,
fizeram uma comparacao entre meio minimo e meio complexo, tendo estes varias
combinagdes de fontes organicas e inorgénicas de nitrogénio. O melhor resultado foi
obtido quando utilizado meio contendo (NH4)2SO4 MgS0O4.7H,0, K;HPO,4, KH2PO4,
NaCl, os aminoacidos cisteina, serina, treonina, nicotinamida e pantotenato de
calcio. Galani et al. (1985) sugerem que glutaminase e asparaginase estao
envolvidas na assimilagdo do nitrogénio, sendo produzidas quando asparagina,

aspartato, glutamina e glutamato sao utilizadas como fonte de nitrogénio.

3.2.1.3 Demais componentes do meio de cultivo

O uso de extrato de levedura para suplementacdo do meio de cultivo
fornece a vitamina pantotenato de calcio, aumentando o crescimento das células.
Porém para a producdo de etanol, ndo é necessaria a adicao deste suplemento
(BARATTI et al., 1986). A inclusdo de sais especificos na presenca de sacarose
pode limitar a formagao de alguns produtos, como sorbitol e levana, favorecendo a
formacédo de etanol. A presencga de cloretos pode fazer com que a producédo de
biomassa seja diminuida, favorecendo a formacdo de levana. Em baixas
concentracdes de KH,PO,4 a formagao de biomassa € estimulada, favorecendo a
producao de etanol e inibindo a formacao de outros produtos (KIRK e DOELLE,
1992).
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3.2.1.4- Agitacéao

Z. mobilis tem seu crescimento limitado quando exposta a vigorosa
agitagao, diminuindo o consumo de glicose e produg¢ao de etanol com consequente
aumento da biomassa (SREEKUMAR et al., 1999). Quando em contato com diéxido

de carbono, também apresenta alteragcdes de crescimento (TOMA et al., 2003).

3.2.1.5 pH

Cromie e Doelle (1981) verificaram uma taxa satisfatéria de
crescimento de Z. mobilis quando em pH entre 5 e 5,5. Em testes executados
posteriormente, King e Hossain (1982) observaram um bom desenvolvimento do

microrganismo em pH 7, porém neste pH, a produgao de etanol foi diminuida.

Lawford e Ruggiero (1990) demonstraram que o crescimento do
microrganismo associado ao metabolismo produz uma maior quantidade de etanol

quando em pH entre 4 e 4,5.

3.2.1.6 Temperatura

King and Hossain (1982) relataram que a melhor temperatura para o
crescimento de Z. mobilis era 34°C, porém consideraram 37°C a temperatura para
maxima fermentacdo. Diferentemente, autores como Galani et al. (1985) realizaram
seus experimentos a 30°C e verificaram que nesta temperatura o microrganismo

apresenta 6timo crescimento.
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3.2.1.7 Tempo de cultivo

Galani et al. (1985), também relataram em seus estudos que a
fermentacao de glicose a 2% (p/v) ocorre em 22 horas enquanto em glicose a 10 e
20% (p/v), o tempo de fermentacado é aumentado para 66 horas. Desta forma, nao &
necessario mais que um dia para o desenvolvimento do microrganismo quando se

executa fermentagao utilizando baixa concentracéo de glicose.
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3.3 Superficie de resposta

Em processos biotecnoldgicos, inumeros fatores podem influenciar a
fermentagdao, aumentando a producdo do metabdlito de interesse ou diminuindo a
liberacdo de produtos indesejaveis. Diversos trabalhos tém aplicado a técnica de
Superficie de Resposta como ferramenta para otimizagcdo das condi¢des de cultivo,
determinando valores o6timos de pH, temperatura, aeracdo, concentragcdo de

substrato entre outros.

A metodologia da superficie de resposta (MSR) € um conjunto de
técnicas utilizadas para otimizagdo, a qual tornou-se popular devido sua teoria
completa, eficiéncia e simplicidade (BOX & DRAPER, 1987). O modelo segundo Box
& Behnken (1960), € um modelo que consiste na repeticao do ponto central, para se
medir a variabilidade experimental e no conjunto de pontos situados nos pontos
médios de cada extremidade de um cubo multidimensional que define a regido de
interesse. Serve também para estimar a varidncia do erro (CALADO e
MONTGOMERY, 2003). Este método facilita o processo de otimizagdao devido ao
reduzido numero de ensaios a serem executados e permite avaliar a interagdo entre

as variaveis analisadas.

Trata-se de um modelo metodolégico empirico que relaciona um
grupo de variaveis que podem ser controladas experimentalmente. Tem sido
aplicado em pesquisas relacionadas a alimentos e para otimizagdo de processos
fermentativos (KALIL et al., 2000 e BANDARU et al., 2006).

Para otimizagdo dos componentes do meio de cultivo, Sreekumar et
al. (1999) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para estudar a
producao de etanol por Z. mobilis. Selecionaram cinco fatores: Glicose (5-25 g/L),
(NH4)2SO4 (0-4 g/L), KH,PO4 (0-4g/L), extrato de levedura (0-10g/L) e concentragao
do inoculo log1o (6-10) células viaveis, obtendo melhor produgéo de etanol (7,63 g/L)
em: 120,4g/L de glicose, 0,96 g/L de (NH4)>SO4, 0,02 g/L KH2PO4, 6,5 g/L de extrato
de levedura e concentragéo do inoculo de logio 8,4 células. Observaram também

que excesso de nitrogénio aumenta a biomassa e diminui a produgao de etanol.
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3.4 Método Gradiente de Otimizagao

O método Gradiente € um modelo de otimizacdo de busca indireta e
faz uso de derivadas para determinar a direcdao da busca do 6timo. A otimizagao
consiste na derivada parcial da fungado objetivo (fungdo resposta) em relacdo as
variaveis independentes em um determinado ponto inicial, dando origem a uma
matriz gradiente . Através dessa matriz é calculada a diregdo do 6timo (CARNEIRO
et al. 2005).

Para a otimizacdo das fungbes objetivo utilizou-se o programa
computacional OTGRAD, desenvolvido em linguagem Fortran, que apresenta uma
sequéncia de entrada de dados, que sao fornecidos pelo usuario, como: numero de
variaveis independentes com seu limite superior e inferior, nimero de variaveis
dependentes com seus respectivos limites superior e inferior, variaveis que se
deseja maximizar ou minimizar ou, ainda, escolher um valor alvo para a otimizagéo
(CARNEIRO et al., 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

Foi utilizada a bactéria Zymomonas mobilis CP4, cedida pelo
Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
filho” — UNESP - Rio Claro

4.2 Meio de Cultivo

4.2.1 Meio de preservacao

A composicao do meio de preservacao esta indicada na Tabela 4. Os
componentes foram preparados para 25 mL em frasco Erlenmeyer de 125 mL,
autoclavados a 121°C por 20 minutos. O meio estéril foi transferido para placas de
Petri, onde o microrganismo foi repicado. As células foram conservadas em camara

fria a 4°C, e as culturas renovadas a cada 30 dias.

Tabela 4 — Composi¢cao do meio de preservagao

Composicao Concentragao-(g/L)
Sacarose 100
Extrato de levedura 5
(NH4)2SOs4, 1
KH,PO4 2
MgSOs. 7H,0 1

Agar 20
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4.2.2 Meio para obtencao do pré-inéculo

Para obtencdo do inéculo foi selecionado o meio de cultura minimo
segundo Galani et al. (1985). Os componentes utilizados para a obtengao do inéculo
estdo indicados na Tabela 5. Os componentes foram preparados para 25 mL em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, autoclavados a 121°C por 20 minutos. Uma porgao
da bactéria foi transferida para os frascos, permanecendo por 24 horas em condi¢ao
estatica a 30 "C. Apds este tempo, o meio foi centrifugado a 9050 x g a 5°C por 15

minutos e as células tiveram a concentragao ajustada para 0,2 g/L.

Tabela 5 — Composi¢cao do meio para pré inéculo

Composicéao Concentracao — (g/L)
Glicose 20
(NH4)2S04, 1
KH2PO4 1
KoHPO4 1
MgSQ,. 7H,0 0,5
Pantotenato de calcio 5 (mg/L)

4.3 Processo Fermentativo

O processo fermentativo foi dividido em trés etapas. Na primeira
etapa foi testada a influéncia dos componentes do meio de cultivo em condigcéo
estatica e de agitagcado sobre a producao da enzima. Na segunda etapa, através do
processo fermentativo de batelada e utilizagcdo da metodologia de superficie de
resposta, foram determinados: a melhor concentracdo da fonte de carbono, de
glutamina e o melhor tempo de fermentagdo para a produgdo de glutaminase. Na
terceira etapa, foi feito um acompanhamento cinético do crescimento do

microrganismo e produgdo de glutaminase. Os meio utilizados em todos os
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experimentos do processo fermentativo foram selecionados de acordo com a
composicao de meio minimo, proposta por Galani et al. (1985), com adicdo de

alguns componentes para testes especificos.

4.3.1 Influéncia dos componentes no meio de cultivo em fermentacéo estéatica

e agitada

Foram preparados 6 diferentes meios para este teste, os quais foram
submetidos a incubagdo estatica e agitada. Os componentes do meio de
fermentagdo, exceto o pantotenato de calcio (esterilizado por filtragdo), foram
preparados para 25 mL em frascos Erlenmeyer de 125 mL e autoclavados a 121°C

por 20 minutos. A composig¢ao de cada um dos meios esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicdo dos meios de fermentacdo para testar a influéncia dos
componentes no meio de cultivo em fermentagao estatica e agitada. Concentragdes
fixas de glicose (30g/L) e pantotenato (5mg/L) em todos os meios.

Componentes

Meio Glicose Pantotenato (NH,).SO, KH,PO, K,HPO, MgSO,. Glutamina

(5 mg/L) (1 g/L) (lg/lL) (1g/lL) 7H,O0  (0,5g/L)
(0,549/L)
1 + + + + + + +
2 + + - + + + +
3 + + + - + + +
4 + + + + - + +
5 + + + + + - +
6 + + + + + + -

Foram inoculadas 0,2 g/L de células em cada frasco Erlenmeyer, em

seguida foram incubados na condig&o estatica em estufa a 30 °C e sob agitagdo em
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mesa agitadora a 150rpm e 30°C, por tempos de 18 e 24 horas. Apds a
fermentagcao, o meio foi centrifugado a 9050 x g a uma temperatura de 5°C por 15
minutos para separar a biomassa do sobrenadante. Em seguida foram realizadas as
determinacdes analiticas, sendo executado o teste de varidncia em blocos e o teste
de Tukey através do programa Statistica (STATSOFT, 2005).

4.3.2 Otimizacao da producéao de glutaminase em cultivo estatico

Os componentes do meio de fermentacao, exceto o pantotenato de
célcio, foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL, em volumes de 25 mL
e em seguida autoclavados a 121°C por 20 minutos. A composi¢cao deste meio esta

demonstrada na Tabela 7.

Tabela 7 — Composicdo do meio de fermentagdo para otimizacdo da producao de

glutaminase.
Composigéao Concentracgao — (g/L)
Glicose 10, 30 e 50
(NH4)2S04 1
KH2PO4 1
KoHPO4 1
MgSO,. 7H,0 0,5
Pantotenato de calcio 5 mg/L
Glutamina 0,05e1

Foi inoculada 0,2 g/L de células em cada frasco Erlenmeyer. Os
frascos foram incubados em condi¢ao estatica a 30 °C pelos tempos determinados a

partir do delineamento fatorial.
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4.3.2.1 Delineamento fatorial

Foi utilizada a metodologia estatistica de superficie de resposta.
Acucar X4 (g/L), tempo X, (h) e glutamina X3 (g/L), foram utilizadas como variaveis
independentes como apresentado na Tabela 8 e 9. A atividade de glutaminase (U/L)
foi usada como variavel dependente.

Tabela 8 : Variaveis independentes no planejamento experimental

Variaveis Niveis codificados

1 0 +1
Glicose Xi(g/L) 10 30 50
Tempo X;(h) 18 24 30
glutamina Xz (g/L) 0 0,5 1

Tabela 9: Delineamento da matrix central para trés variaveis independentes (valores
mostrados na Tabela 8).

Ensaio no. X1 Xo X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
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Apos a fermentagcdo, o meio foi centrifugado em 9050 x g a uma
temperatura de 5°C por 15 minutos para separar a biomassa do sobrenadante. Em
seguida foram realizadas as determinagbes analiticas. Os resultados foram

analisados pelos programas Statistica e otimizados pelo OTGRAD.

4.3.3 Cinética do crescimento de Zymomonas mobilis utilizando as condi¢des

otimizadas.

Foi conduzido um acompanhamento cinético de crescimento do
microrganismo em triplicata nas condi¢des otimizadas. Foram utilizados frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio (Tabela 10). Todos os componentes
do meio de fermentagcao, exceto o pantotenato de calcio (esterilizado por filtragdo)
foram autoclavados a 121°C por 20 minutos. Para tanto foi inoculada 0,2 g/L de
células em cada um dos frascos. Em seguida os mesmos foram incubados em
condigao estatica a 30°C e as amostras foram coletadas nos tempos de 0, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 horas.

Cada amostra coletada foi centrifugada em 9050 x g a uma

temperatura de 5°C por 15 minutos para separar a biomassa do sobrenadante e em

seguida foram realizadas as determinagdes analiticas.

Tabela 10: Composi¢cao do meio de cultivo para o teste de cinética

Composicéao Concentracao — (g/L)
Glicose 30,07
(NH4)2SO0s4, 1
KH2PO4 1
KzHPO4 1
MgSO,. 7H,0 0,5
Pantotenato de calcio 5 mg/L

Glutamina 0,73
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4.4 Determinagdes analiticas

4.4.1 Determinacéo da Atividade de glutaminase

A atividade enzimatica foi medida segundo Imada et al. (1973). Para
esta determinagdo foi utilizado o precipitado obtido pela centrifugagédo, re-
suspendido com 0,9 mL de solugdo salina (0,85%) para a obtengdo de uma solugéo
de biomassa. Em seguida em outro tubo, foram acrescentados: 0,1 mL da solugéo
preparada anteriormente, 1 mL de glutamina (0,04 M), 0,9 mL de tampao borato 0,1
M (pH 8,5), incubado a 37°C por 30 minutos. A reagao foi interrompida com a adigéao
de 0,5 mL de &acido tricloroacético 1,5 M e este preparado foi centrifugado em 6238 x

g por 20 minutos.

Em outro tubo, foram acrescentados 4,5 mL de agua destilada, 0,5
mL do sobrenadante da reagéo anterior e 0,1 mL de Reagente de Nessler. Apds 15
minutos, com o aparecimento de coloracéo, foi feita leitura em espectrofotdmetro a
400 nm. Os testes foram realizados em ftriplicata e os controles feitos utilizando

branco de enzima e de substrato.

O resultado foi expresso em U/L (a unidade de volume refere ao
volume de fermentado, portanto os 25mL), considerando uma unidade de
glutaminase como a quantidade de enzima necessaria para liberar um pm de
amonia por minuto a 37°C em pH 8,5 (tampéao borato 0,1 M). A amdnia liberada, foi
determinada pelo método de Nessler, a partir de uma curva padrao, utilizando sulfato
de amébnia em concentragdes entre 2,5 a 20 pg/mL, com posteriores leituras em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 400 nm.
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4.4.2 Determinag&o da Biomassa

Para realizacdo desta determinacdo foi utilizada a solucdo de
biomassa preparada anteriormente, diluida conforme a necessidade. A biomassa foi

estimada por turbidimetria em 605 nm, e a concentragéo de células expressa em g/L.

4.4.3 Determinagdo da concentracao de glicose

Sendo o meio de cultivo constituido por glicose, foi feita a
determinacgdo da concentragdo de glicose pelo método de Somogyi — Nelson (1945).
Para execucao deste método, utilizou-se uma curva de calibracdo que apresentou
diferentes concentragdes de glicose, construida a partir de um padrao de glicose (10
a 100 pg/mL).

Foi medida a concentragédo de glicose inicial, a concentragdo antes
de acrescentar o indculo no meio de cultivo e apds o termino da fermentacéo. Neste

ultimo caso, foi utilizado o sobrenadante obtido pela centrifugagao.

4.4.4 Determinacao da concentracao de Etanol

Para determinacéo de etanol foi utilizado o método titulométrico, que
consiste na oxidacao de etanol a acido acético quando em contato com dicromato de
potassio em meio sulfurico a quente. O excesso de dicromato de potassio presente
foi determinado por titulagdo com sulfato ferroso amoniacal, tendo orto-fenantrolina
como indicador. Para a analise também foi preparado um branco, o qual possui
apenas agua destilada. A partir da diferenca de volume de sulfato ferroso amoniacal,

foi calculada a concentracéo de etanol em g/L presente na amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na forma
de artigo, intitulado “Produgcdo de Glutaminase por Zymomonas mobilis CP4

utilizando ferramentas estatisticas”.

O artigo foi elaborado segundo normas da revista Journal of

Industrial Microbiology and Biotechnology, as quais estdo apresentadas no Anexo A.
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6 CONCLUSOES

Verificou-se que os componentes do meio de cultivo ndo exercem
influéncia significativa quando utilizados em baixas concentracbes. Porém, a
auséncia de agitacdo e o tempo de cultivo auxiliam diretamente a produgédo de

glutaminase.

Na otimizagao, verificou-se que utilizando o meio minimo, a melhor
concentragéo de glicose foi 30,0731 g/L, no melhor tempo de fermentagédo de 24:11
horas e a melhor concentragdo de glutamina 0,723 resultando em uma atividade de
glutaminase de 8,86 U/L.

A bactéria Zymomonas mobilis apresentou crescimento tipicamente
exponencial em meio definido de crescimento com produgcdo de glutaminase

diretamente relacionada ao crescimento do microrganismo e producao de etanol.
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Resumo

A glutaminase ¢ utilizada na industria como intensificadora de sabor, aroma e para o
enriquecimento nutricional dos alimentos. Além disto, possui potencial aplicagdo
farmacéutica podendo ser utilizada na producao de theanina e como agente anti-leucémico. A
bactéria Zymomonas mobilis ¢ encontrada em regides de clima tropical e tem sido estudada
para a producgdo de etanol. Devido a auséncia de relatos na literatura a respeito da produgado de
glutaminase por este microrganismo, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer os
fatores de influéncia para o crescimento de Z. mobilis e a sua relagdo com a produgdo de
glutaminase utilizando ferramentas estatisticas. Através da andlise de variancia em blocos e
teste de Tukey contatou-se a importancia dos componentes do meio de cultivo, da auséncia de
agitacdo e¢ do tempo de fermentacdo. Na otimizacdo foi usado meio minimo variando a
concentragdo de glicose (10, 30, e 50g/L), glutamina (0, 0,5 ¢ 1g/L) e o tempo de cultivo (18,
24 ¢ 30 horas). Obteve-se uma produgdao maxima de 8,86 U/L de glutaminase. Na cinética de
crescimento utilizou-se as condigdes otimizadas, onde observou-se crescimento tipicamente
exponencial. A produgdo de glutaminase mostrou estar relacionada com a produgdao de

biomassa.

Palavras chave: Zymomonas mobilis, glutaminase, superficie de resposta


mailto:buzato@uel.br

46
I- Introducéo
A glutaminase também conhecida como L-glutamina amidohidrolase (E.C 3.5.1.2) ¢
uma enzima amplamente distribuida na natureza encontrada em leveduras como
Debaryomyces ssp [6], em fungos como Aspergillus oryzae [14] e em bactérias como
Micrococcus luteus [24].

A glutaminase € tolerante ao sal e ao calor, importante para industria de alimentos,
podendo ser utilizada no realce de sabor e aroma, na elevagao da sintese do acido glutdmico
que provoca a diminui¢ao da produgdo do acido piroglutdmico na fabricacao do molho de soja
shoyo [15] e no processo de cura de lingtiica [6].

Adicionalmente ¢ uma enzima que possui potencial de aplicagdo médica como agente
antileucémico, pois sendo responsavel pela degradacdo da glutamina, possibilita a morte
seletiva das células dependentes deste aminoacido [18] e para obtengdo de theanina, que
colabora para o aumento do efeito de agentes antitumorais e auxilia no combate a hipertensao
[1].

A bactéria Zymomonas mobilis, encontrada em regides de clima tropical, é eficiente
produtora de etanol, sendo capaz de utilizar glicose, frutose e sacarose como fontes de energia
[22]. Trata-se de um microrganismo anaerobio facultativo [21] extensivamente estudado para
produgdo de etanol [17], levana [10] e sorbitol [25].

Ha relatos de enzimas do metabolismo de nitrogénio produzidas por Z. mobilis [7],
porém n3o hd nenhuma informagdo a respeito da producdo de glutaminase. O presente
trabalho avaliou através da analise de variancia em blocos e da metodologia de superficie de
resposta a importancia, as melhores concentracdes dos constituintes do meio de cultivo e as
condigdes de cultivo para produgdo de glutaminase por Z. mobilis.

A aplicacdo de planejamento experimental tem permitindo a execug¢do de niimero

reduzido de ensaios e avalia¢do das interacdes entre os fatores analisados [2, 9]
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Il - Materiais e Métodos

Microrganismo : Foi utilizada a bactéria Zymomonas mobilis CP4, mantida em meio de
cultura contendo em g/L: sacarose 100, extrato de levedura 5, (NH4),SO4 1, KH,PO4 2,

MgS04.7H,0 1, agar 20. As culturas foram mantidas a 4°C e renovadas a cada 30 dias.

Condigdes de Cultivo

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de
meio esterilizado. O inoculo utilizado foi de 0,2 g/L de células. A temperatura de incubagao
foi de 30°C.

Na primeira etapa de experimentos foi considerada a presenca e auséncia de cada um
dos seguintes componentes (g/L): (NH4)2SO4 1; glutamina, 0,5; MgS0O4.7H,0, 0,5; KH,POs,
1; KoHPO,, 1. Glicose (30g/L) e pantotenato (5 mg/L) foram mantidos em todos os testes. Os
tempos de cultivo foram de 18 e 24 horas, submetidos a condicdo estatica ou agitacao (150
rpm). Os resultados foram submetidos a analise de variancia em blocos e ao teste de Tukey.

Nos experimentos de otimizagdo utilizou-se (g/L): glicose, 10, 30 e 50; glutamina, 0,
0,5 e 1; (NH4)2SO4,1; KH,PO4, 1; KoHPO,, 1; MgS04.7H,0, 0,5 e pantotenato de célcio, 5
mg/L. Os tempos de fermentacdo foram 18, 24 e 30 horas. Os resultados foram plotados no
programa STATISTICA e OTGRAD.

Para cinética de fermentacdo utilizou-se os componentes em suas concentragdes
otimizadas.

Todos os experimentos foram executados em triplicata.

Métodos analiticos
Os acticares foram analisados pelo método de Somogy-Nelson [16, 20] e a biomassa foi

determinada por turbidimetria a 605 nm. A atividade de glutaminase foi determinada de
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acordo com Imada [8], considerando uma unidade de glutaminase, como sendo a quantidade
de enzima necessaria para liberar um pmol de aménia por minuto a 37°C em pH 8,5 (0,1 M

Tampao Borato), e a atividade de L-glutaminase foi apresentada em U/L.

Delineamento fatorial
Foi utilizada a metodologia estatistica de superficie de resposta. Concentracao de
Glicose X; (g/L), tempo X, (h) e glutamina X3 (g/L), foram utilizadas como variaveis
independentes como apresentado na Tabela 1 e 2. A atividade de glutaminase (U/L) foi usada
como variavel dependente.
Tabela 1.

Tabela 2.

11 - Resultados e Discussao

Na primeira etapa de experimentos foi estudada a composi¢cao do meio minimo, tempo e
condi¢do de cultivo (estatico e agitagdo). Os resultados de glutaminase estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3.

O teste estatistico de analise de varidncia em blocos mostrou que todos os
componentes utilizados tém importancia para a producdo de glutaminase por Z. mobilis. A
concentragdo de glicose utilizada estava de acordo Galani et al. [7] que enfatizaram que o uso
de concentracdes elevadas de glicose pode inibir o crescimento do microrganismo e ocasionar
aumento do tempo de fermentagdo. O pantotenato foi utilizado em substituicdo ao extrato de
levedura, utilizado em meio complexo [3, 4].

As fontes de nitrogénio utilizadas foram organica e inorganica. Swings e Deley [21]

reportaram a importancia de nitrogénio organico para o crescimento de Z. mobilis. Ziadé et al.
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[26] verificaram que para elevar a atividade de glutaminase a glutamina deve estar presente
no meio de cultivo e Galani et al.[7] verificaram que as melhores fontes de nitrogénio
inorganico foram o (NH4),SO4 ¢ o NH4CI, entretanto este ultimo ndo foi utilizado por
estimular a sintese de levana [12]. No presente estudo, a maior produ¢do de glutaminase se
deu quando as fontes organica e inorganica estavam presentes no meio de cultivo.

O MgS04.7H,0 foi adicionado devido a relatos sobre sua colaboragdo na estabilizacdo
do RNA e prolongamento da viabilidade celular [5]. H4 também relatos que a presenga de
KH,PO4abaixo de 10g/L beneficia a fermentagao e ajuda a tamponar o pH do meio [12].

Dos experimentos de composi¢do do meio minimo, tempo e condigdo de cultivo,
procedeu-se a analise estatistica com os valores de glutaminase obtidos. Os valores obtidos de
efeito de interacdo p na andlise de glutaminase estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4.

A tabela 4 mostra que houve interagdo significativa apenas entre os tratamentos (tempo,
cultivo estatico e agitagcdo), pois p<0,05. Nao foi obtida resposta significativa quanto aos
blocos (influéncia dos componentes no meio), pois p>0,05. Isto pode ter ocorrido devido a
utilizagdo de apenas uma concentragdo para os componentes do meio. Assim, na auséncia de
interagdo, decidiu-se utilizar para ensaios posteriores o meio completo.

Como os tratamentos apresentaram-se significativos, aplicou-se o teste de Tukey para
verificar a melhor interagdo entre os mesmos. Os resultados estdo demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5.

A partir deste teste, foi possivel observar que houve interagdo entre os tratamentos le 3,
led4,2e3,2¢e4.
1e3 —p<0,01 = Diferenga estatistica a nivel de 1%

1 e 4 —p<0,05 = Diferenga estatistica a nivel de 5%

2 e 3 —p<0,01 = Diferenga estatistica a nivel de 1%
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2e4 —p<0,01 = Diferenga estatistica a nivel de 1%

A melhor interacdo observada se deu entre os tratamentos 2 e 3 (sem agitagdo em tempo
de 24 horas) onde p apresentou o menor valor (0,000295). Assim, a condi¢do estatica foi
mantida para os demais experimentos.

O teste de Tukey mostrou que a condicdo estatica e tempo de fermentagdo de 24 horas

foram as melhores condigdes para o cultivo de Z. mobilis e produgdo de glutaminase.

Otimizacao da producéo de glutaminase

Baseando-se nos resultados dos testes da primeira etapa, notou-se que as varidveis,
concentracdo de glicose, de glutamina e tempo de fermentacdo exerceram influéncia na
producdo de glutaminase. O método de otimizacao utilizado na segunda etapa permitiu a
analise da interacao entre as variaveis ¢ selecionou as condi¢cOes Otimas das mesmas. A
matriz do delineamento experimental estd mostrada nas Tabelas 1 e 2. Quinze experimentos
foram executados utilizando diferentes combinagdes de variaveis. A partir dos resultados
(Tabela 6) a equacdo obtida para glutaminase em funcdo da concentracdo de glicose, de

glutamina e do tempo de fermentacao foi:

Y 1=-53,9699+0,1022x,+4,9235x,+3,2438x3-0,0016x,> —0,1017x,> —2,2157x5>

Tabela 6.

Através do grafico de Parity (Figura 1) observou-se que ha uma correlagdo satisfatoria
entre os valores experimentais e os valores preditos. Os pontos proximos a linha diagonal
indicam um bom modelo, sendo pequena a diferenga entre os valores experimentais e obtidos.
Para este modelo, a falta de ajuste ndo foi significativa (p=28,18%) indicando que ele pode

ser utilizado para fins preditivos.
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Figural

Os valores da atividade de glutaminase foram plotados no programa Statistica,
fixando-se a glicose em 30 g/L, ja que este fator mostrou-se menos significativo dentre os
fatores testados. O grafico da regido de combinacao bindria entre os fatores estd apresentado
na Figura 2.

Figura 2

Para a otimizacdo da equagdo preditiva originada pela superficie de resposta foi
empregado o programa computacional Otgrad, utilizando o método Gradiente. A otimizacgao
(maximizag¢do) da resposta investigada, através do método Gradiente, apresentou X;=30,0731
g/L; X,=24:11 horas ¢ X3=0,723 g/L tendo como resposta esperada de glutaminase 8,41 U/L.
Para validar o modelo, foi conduzido o experimento com as varidveis independentes no ponto
otimo e obteve-se uma resposta de glutaminase de 8,86 U/L.

Relatos feitos por autores [6] utilizando Debaromyces sp, mostraram que a glicose ndo
altera significantemente a atividade de glutaminase, isto pode ser verificado nos experimentos
executados no presente trabalho, ja que em algumas concentra¢des diferentes do acucar, a
quantidade de glutaminase nao apresentou alteragdes significativas.

Pesquisas [7] sugeriram que a glutaminase somente ¢ produzida quando na presenga
de aminoacidos no meio de cultivo, porém no delineamento estatistico deste trabalho, alguns
meios de cultivo ndo continham glutamina em sua composicdo e ainda assim houve a
produgdo de glutaminase. Isto ocorreu, pois no meio havia uma outra fonte de nitrogénio,
(NH4)2SO4, que proporcionou a formagao de glutamina na célula.

Pela otimizagdo confirmou-se que a presenca de glutamina aumenta a quantidade de
glutaminase fato que foi observado no experimento executado na primeira etapa. Verificou-se
também, que a presenca deste aminodcido promoveu melhoria no crescimento do

microrganismo com aumento da produc¢do de biomassa.
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A glutamina ¢ requerida como precursor para sintese de DNA e proteina [23]. A
presenga de glutamina exerceu o efeito de elevar a quantidade da enzima. A indugdo por
aminoacidos na produgdo de glutaminase também pode ser observada por outros autores [13,
18, 26] quando utilizados diferentes microrganismos ¢ métodos de fermentagao.

A producdo de glutaminase por Z. mobilis foi satisfatoria se comparada com a
producao testada por Keert et al. [11] que utilizaram Beauveria bassiana BTMF S10, isolada
a partir de sedimentos marinhos, a qual apresentou maxima producdo de glutaminase de 46,9
U/L (0,04 U/mL) apdés 108 horas de fermentagdo. Porém, pode ser considerada pequena
quando comparada a estudos que utilizaram Beauveria sp [18], que obtiveram uma produgio
de glutaminase de 49,89 U/mL ap6s 96 horas de fermentacao em estado sélido. Ressalta-se o

longo tempo de fermentagdo que foi trés vezes maior que neste estudo.

Cinética do crescimento de Zymomonas mobilis utilizando as condi¢Ges otimizadas.

Em processos fermentativos, o metabolito final primario pode influenciar na obteng¢ao
do produto desejado ou no crescimento do microrganismo. A Figura 3 ilustra o
acompanhamento cinético de cultivo, utilizando concentragdes de glicose 30,07 g/L e de
glutamina de 0,72 g/L estabelecidas como 6timas no teste de otimizagao.

Figura 3

A fase de adaptagdo do microrganismo se deu até 18 horas de cultivo, a partir deste
periodo iniciou-se a fase exponencial de crescimento, que durou até o tempo de 24 horas de
cultivo. Apos este periodo, o crescimento cessou e houve declinio da biomassa.

A atividade de glutaminase estava presente desde o inicio da fermentagcdo, mesmo na

fase de adaptag@o do microrganismo. A produ¢do maxima de 8,92 U/L ocorreu durante a fase
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exponencial de crescimento em 24 horas de fermentacao.
O consumo de glicose foi de aproximadamente 54%, dos quais 96,27% foram
destinados para producdo de etanol e 3,72% para produgdo de biomassa e outros metabdlitos.
O pH inicial de 5,8 diminuiu para 3,9 e o etanol teve sua producdo aumentada quando
a glicose do meio sofreu declinio. Considera-se que a producdo de etanol acompanha a
atividade de glutaminase, isto sugere que o etanol produzido ndo interfere diretamente na

produgdo da enzima.

IV — Conclusoes

Todos os componentes do meio de cultivo utilizados neste experimento foram
importantes para a produgdo de glutaminase por Zymomonas mobilis. Deve-se dispensar a
condig¢do de agitagdo e utilizar tempo de fermentacao de aproximadamente 24 horas.

Na otimizagdo, verificou-se que utilizando o meio minimo, a melhor concentracao de
glicose foi 30,0731 g/L, de glutamina 0,723 g/L no tempo de fermentacao de 24:11 horas
resultando em uma atividade de glutaminase de 8,86 U/L.

A bactéria Zymomonas mobilis apresentou crescimento tipicamente exponencial em
meio definido de crescimento com produc¢do de glutaminase diretamente relacionada ao
crescimento do microrganismo e produgdo de etanol.

Aparentemente a producao de etanol ndo interferiu na produgao de glutaminase.
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Tabelas

Tabela 1: Variaveis independentes no planejamento experimental

Variaveis Niveis codificadas

1 0 +1
Glicose X; (g/L) 10 30 50
Tempo X;(h) 18 24 30
Glutamina X3 (g/L) 0 0,5 1

Tabela 2: Delineamento da matrix central para trés variaveis independentes
(valores mostrados na Tabela 1).

Ensaio no. X1 X5 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 |
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
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Tabela 3: Efeito da auséncia de componentes no meio minimo e das condigdes de cultivo na
producdo de glutaminase (U/L)

Condigdes de cultivo

Componente ausente 18h 24h
Estético Agitacao Estatico Agitacao
(NH4),SO04 4,69 2,83 6,95 6,63
KH,PO,4 5,89 3,38 7,87 5,93
K,HPO,4 6,25 4,56 8,44 5,36
MgSO4 5,45 491 6,12 8,13
Glutamina 3,47 491 5,39 5,74

Tabela 4: Resultados da Analise estatistica para producdo de glutaminase.

SS Degr. of MS F p
Intercepto 1127,413 1 1127,413 1015,932 0,000000
Tratamento 44,475 3 14,825 13,359 0,000042
Bloco 11,894 7 1,699 1,531 0,211006
Erro 23,304 21 1,110

Tabela 5: Resultados da intera¢do entre os tratamentos — Teste de Tukey.

Trat Sem agitacao Com agitacao Sem agitacao Com agitacao
@) 2) A3) “4)
(1)18h 0,960783 0,000569 0,018481
(2)24h 0,960783 0,000295 0,006204
(3)18h 0,000569 0,000295 0,385344

(4) 24h 0,018481 0,006204 0,385344




Tabela 6: Valores experimentais para producdo de glutaminase.

Ensaiono.  Glicose Tempo Glutamina Glutaminase (U/L)
(9/L) (h) (9/L)
1 10 18 0,5 3,50
2 50 18 0,5 3,82
3 10 30 0,5 4,46
4 50 30 0,5 4,14
5 10 24 0 6,05
6 50 24 0 6,37
7 10 24 1 7,65
8 50 24 1 8,28
9 30 18 0 4,14
10 30 30 0 3,69
11 30 18 1 3,66
12 30 30 1 4,78
13 30 24 0,5 8,28
14 30 24 0,5 7,97
15 30 24 0,5 8,60

60
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Figuras
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Figura 1 — Grafico de Parity mostrando os valores preditos versus obtidos de atividade de
glutaminase

Figura 2 — Contorno da superficie de resposta do tempo e glutamina para producdo de
glutaminase (concentragdo constante de glucose - 30 g/L)
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g/L ¢ de glutamina 0,723 g/L eBiomassa (g/L.10), ®Glutaminase (U/L), O Etanol(g/L) e

B Acucares redutores totais - Consumo de Glicose durante o crescimento do microrganismo.



63

ANEXO A

Normas para submissédo do artigo para revista Journal of Industrial

Microbiology and Biotechnology.



64

Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology

Official Journal of the Society for Industrial Microbiology
Editor-in-Chief: J.J. Cooney

ISSN: 1367-5435 (print version)

ISSN: 1476-5535 (electronic version)

Journal no. 10295

Springer Berlin Heidelberg

Description

The Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology (JIM&B) builds bridges between
academia and industry whilst keeping you informed of the most important developments. On
a truly international basis, JIM&B covers all aspects of the industrial applications of
biotechnology, fermentation, environmental microbiology, biodegradation, biodeterioration,

genomics, bioinformatics, quality control and other areas of applied microbiology.

A publication of the Society of Industrial Microbiology & Biotechnology.

Impact factor: 1.273 (2005)
Section "Biotechnology & applied microbiology": Rank 83 of 139

Abstracted/Indexed in:
Abstracts in Anthropology, BIOSIS, Chemical Abstracts Service, Current Awareness in Biol.
Sci., Current Contents, Current Contents/ Life Sciences, Index Medicus/MEDLINE, Research

Alert, Science Citation Index, SciSearch

Instructions for authors
Editorial procedure
Manuscripts should be in English and should be submitted electronically, via e-mail,

to the Society of Industrial Microbiology at JIMB@capecod.net. For the subject line of the e-
mail, please use: “JIMB: [Abbreviated title...], [First author et al.]” (e.g. JIMB: “Enhanced
production of...”, Smith et al.). The initial e-mail will serve as a cover letter for the submission
and should include a mailing address, e-mail address, telephone number, and fax number of
the author for carrespondence

Manuscripts are handled in electronic form and should be submitted to the Editor-in-

Chief as e-mail attachments. They should be submitted in the current version of MS Word or



65

as a PDF file. Those using an earlier version of WORD should submit their manuscript as an
RTF file. Please contact the Editor-in-Chief (JIMB@capecod.net) if you are unable to
conform to these instructions or if your manuscript file is greater than 500 kB in size. For the
initial submission, legible lower-quality images may be submitted in order to meet file size
restrictions. If required, print-quality images will be requested during the review process.
Details on acceptable file formats for electronic submission are listed under

All manuscripts are subject to review by at least two members of the journal’s editorial board
or other experts.

Upon receipt, manuscripts will be assigned a manuscript tracking number and
forwarded to a Senior Editor. The corresponding author will be notified via e-mail when the
manuscript is received and informed of the manuscript tracking number and the Senior Editor
who will be handling the review. Queries regarding the review and revisions of the
manuscript should be directed to the Senior Editor. The manuscript tracking number should
be included in all correspondence regarding the submission.

The Senior Editor advises the corresponding author of his/her and the reviewers’
comments. If minor or major revisions are recommended, revised manuscripts should be
returned to the Senior Editor handling the manuscript. Revised manuscripts should be
submitted directly to the Senior Editor as e-mail attachments. At this point in the review
process, higher-quality figures may be requested if necessary. Accepted manuscripts will not
be forwarded to the publisher without an electronic copy of the final revision. Papers that do
not conform to the journal norms will be returned to the authors for revision before being
considered for publication. When the Senior Editor is satisfied that the manuscript is ready
for acceptance, s/he forwards it to the Editor-in-Chief for final acceptance.

The journal accepts manuscripts for the following sections:

-Original Papers should normally not exceed 16 printed pages (one printed page

corresponds to about 850 words of text or 3 illustrations with their legends).

-Short Communications should not exceed 3 printed pages.

-Letters to the Editor should not exceed 2 printed pages.

-Review Papers, including mini-reviews, should be critical reviews on subjects of interest to
industrial and applied microbiologists. The length of the article will depend on the subject.
-Authors considering preparation of a review should contact the Editor-in-Chief in advance to

determine the suitability of the topic.

General remarks:

iuscripts should be typed double spaced, including figure legends, any footnotes to tables or



66

‘es, and references.
nanuscripts must conform to the current edition of the CBE Style Manual for Biological

ors and are subject to copy-editing.

Title page:
The title page must include the name(s) of the author(s), a concise and informative title, the
affiliation(s) and address(es) of the author(s), and the e-mail address and telephone and fax

numbers of the corresponding author.

Abstract:

Each paper, including Reviews, must be preceded by an abstract of approximately 250
words or less presenting the questions being addressed or the hypothesis being tested, the
general methods used (e.g. liquid chromatography and mass spectroscopy) and the most

important results and conclusions.

Keywords:

Up to 5 keywords should be supplied after the Abstract for indexing purposes.

Abbreviations:
All abbreviations should be introduced parenthetically in the text when the term first appears
(except for standard physiological and biochemical abbreviations). Subsequently only the

abbreviation should be used.

Footnotes:
Footnotes to the text are numbered consecutively. Those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters, beginning with "a" in each table. (Asterisks may be used for

statistical values or data.)

Introduction:
The Introduction should state the purpose of the investigation and give a short review of the

pertinent literature. It should conclude with a concise statement of the author’s objectives.

Materials and Methods:
The Materials and Methods section should follow the Introduction and should provide enough
information to permit repetition of the experimental work. The name of suppliers or sources

of equipment and chemicals should be given parenthetically, with the city,



67

state/province/county and country. This information need not be given for common
equipment found in most laboratories (balances, pH meters, spectrophotometers) or
common chemicals (NaCl, DNA) the source of which is not crucial to repetition of the work.

The grade of chemicals should be stated if it is important for repetition of the work.

Results:

Present your findings, stating the major trends shown by data in figures or tables, but do not
repeat in the text data that are obvious from the figures or tables. The number of replicates
involved and the number of independent repetitions of the experiment or measurement

should be stated here or as a footnote to a table.

Discussion:

State your conclusions from the data and discuss how they compare with previously
published information on the subject. If appropriate, suggest theoretical implications and
propose future studies. It may be appropriate to combine Results and Discussion, particularly

where the results of one experiment are the basis for the next experiment reported in this

paper.

Acknowledgements:
These should be as brief as possible. Any grant that requires acknowledgement should be

mentioned. The names of funding organizations should be written in full.

References:

The list of references should include only works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Abstracts, theses and presentations at meetings are
not acceptable as references. Personal communications should be mentioned in the text with
the affiliation of the individual providing the communication and not included in the list of

references.

Citations

in the text should be identified by numbers in square brackets, and the list of references at
the end of the paper should be both alphabetized under the first author's name and
numbered. References by the same author or team of authors should be listed in
chronological order. Here are a few examples of the style of references:

1. Atlas RM (2005) Handbook of media for environmental microbiology. CRC Press, Boca
Raton, Fla USA



68

2. van Ginkel CG, Middlehuis BJ, Spijk F, Abma WR (2005) Cometabolic reduction of
bromate by a mixed culture of microorganisms using hydrogen gas in a gas-lift reactor. J Ind
Microbiol Biotechonol 32: 1-6

3. Heeschan W, Hahn G (1982) Quality control of media for Lactobacillus and Streptococcus.
In: Corry JE (ed) Culture media. GIT, Darmstadt, Germany, pp 109—119

If available, the Digital Object Identifier (DOI) of the cited literature should be added at the
end of the reference in question, e.g. “..J Ind Microbiol Biotechnol 30:1-5. DOI
10.10007/s10295-002-0001-5"

lllustrations and Tables:
All figures (photographs, graphs or diagrams) and tables should be cited in the text, and both
figures and tables should be numbered separately and consecutively throughout. Figure

parts should be identified by lower-case letters.

Line drawings:
Please submit high-quality images. Inscriptions should be clearly legible. See "Preparing

your manuscript" for preferred file formats.

Halftone illustrations:
Black-and-white and color halftone illustrations should be submitted as well-contrasted
images correctly aligned with the top facing up. Magnification should be indicated by a scale

bar.

Size of figures:
Figures should match the width of either one column (8.6 cm) or two columns (17.6 cm). The

maximum length is 23.5 cm, including the legend.

Figure legends:
Legends must be brief, self-sufficient explanations of the illustrations. The legends should be

placed together at the end of the text.

Tables:

Each table should have a title. Abbreviations, except widely used ones (e.g. s, M, or cm),



69

should be identified in a footnote. Footnotes to tables should be indicated by superscript
lower-case letters, beginning with “a” in each table. (Asterisks may be used for significance

values and other statistical data.)

Color illustrations
Since JIMB does not have funds to support color illustrations, authors wishing to have
illustrations in color will be required to pay € 950 (plus 16% VAT), irrespective of the number

of color figures in the article.

Preparing your manuscript

-Use a normal, plain font (e.g., Times Roman) for text.
ther style options:
1 -For textual emphasis, use italics.

1 -For special purposes, such as for vectors, use boldface.

-Use the automatic page-numbering function to number the pages.

-Lines should be numbered consecutively throughout the text.

-Do not use field functions.

-For indents use tab stops or other commands, not the space bar.

-Use the table functions of your word processing program, not spreadsheets, to make
bles.

-Use the equation editor of your word processing program or MathType for equations.
-Place any figure legends or tables at the end of the manuscript.

-Submit all figures as separate files and do not integrate them into the text.

General information on data delivery:
After acceptance of a manuscript, it will be forwarded

electronically to the publisher at the following address:

Journal Production Life Sciences/Chemistry
Springer-Verlag

Tiergartenstr. 17

69121 Heidelberg

Germany

Tel: +49-6221-487-8500

Fax: +49-6221-487-8527



70

e-mail: Gabriele.Schmitz@springer.com

If additional materials (i.e. print-quality figures) are

required, the publisher will contact the corresponding
author at the e-mail address listed on the submission.
The publisher will also provide proofs electronically to

the corresponding author for review prior to publication.

Electronic supplementary material

Electronic supplementary material (ESM) for a paper will be published in the electronic

edition of the journal provided the material is:

1. Submitted in electronic form together with the manuscript

2. Accepted after peer review

Legends for ESM tables and figures must be brief, self-sufficient explanations. ESM is to be
numbered and referred to as S1, S2, etc. After acceptance for publication, ESM will be
published as received from the author in the online version of the article only. It is referred to

in the printed version.

Proofreading

Authors are informed by e-mail that a temporary URL has been created from which
they can obtain their proofs. Proofreading is the responsibility of the author. Authors should
make their proof corrections (formal corrections only) on a printout of the PDF file supplied,
checking that the text is complete and that all figures and tables are included. Substantial
changes in content, e.g. new results, corrected values, title and authorship, are not allowed
without the approval of the responsible editor. In such a case please contact the journal’s
Editorial Office before returning the proofs to the publisher. After online publication,
corrections can only be made in exceptional cases and in the form of an erratum, which will

be hyperlinked to the article.

Offprints

Twenty-five offprints of each contribution are supplied free of charge. Orders for additional
offprints can be placed by filling out the order form that is provided with the proofs and
returning it together with the corrected proofs. When ordering additional offprints, an author is

entitled to receive, upon request, a PDF file of the article for personal use.



71

Online First
Papers will be published online about one week after receipt of the corrected proofs.
Papers published online can be cited by their DOI. After release of the printed version, the

paper can also be cited by issue and page numbers.

Legal requirements

The author(s) guarantee(s) that the manuscript will not be or has not been published
elsewhere in any language without the consent of the copyright holder (the Society for
Industrial Microbiology); that the rights of third parties will not be violated; and that the
reviewers, editors, publisher, or SIM will not be held legally responsible should there be any
claims for compensation.

Authors wishing to include figures, tables or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright holder(s) and to
include evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any
material received without such evidence will be assumed to originate from the authors.
Authors of an article published in JIMB may use figures and tabular material in their own
subsequent publications without permission, as long as the original JIMB paper is credited.
The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above
requirements. The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill these
requirements.

Authors must provide a signed Copyright Transfer Statement for their paper.
The form will be issued by the typesetter along with the proofs. It should be signed and
returned by fax together with the corrected proofs. If the Copyright Transfer Statement is not

signed and returned, the article cannot be published.



	Componentes
	Meio
	ARTIGO
	Condições de Cultivo
	Componente ausente

	ANEXO A


	Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology
	Description

	Electronic supplementary material
	pg_iniciais encadernada.pdf
	Gilcelene Bruzon
	GILCELENE BRUZON
	BANCA EXAMINADORA
	Prof. Dr. João Batista Buzato
	DEDICATÓRIA

	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS




