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RESUMO 
 
 
A glutaminase é utilizada na indústria como intensificadora de sabor, aroma e para 
o enriquecimento nutricional dos alimentos. Além disto, possui potencial aplicação 
farmacêutica podendo ser utilizada na produção de theanina e como agente anti-
leucêmico. A bactéria Zymomonas mobilis é encontrada em regiões de clima 
tropical e tem sido estudada para a produção de etanol. Devido a ausência de 
relatos na literatura a respeito da produção de glutaminase por este 
microrganismo, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer os fatores de 
influência para o crescimento de Z. mobilis e a sua relação com a produção de 
glutaminase utilizando ferramentas estatísticas. Através da análise de variância 
em blocos e teste de Tukey contatou-se a importância dos componentes do meio 
de cultivo, da ausência de agitação e do tempo de fermentação. Na otimização foi 
usado meio mínimo variando a concentração 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 
produção máxima de 8,86 U/L de glutaminase. Na cinética de crescimento utilizou-
se as condições otimizadas, onde observou-se crescimento tipicamente 
exponencial. A produção de glutaminase mostrou estar relacionada com a 
produção de biomassa.  

 
 

Palavras-chave: Zymomonas mobilis. Glutaminase. Superfície de resposta. 
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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 INTRODUÇÃO 
 

 

   A glutaminase, também conhecida como L-glutamina amidohidrolase 

(E.C 3.5.1.2), é uma enzima amplamente distribuída 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 

aplicação na indústria, podendo ser utilizada para auxiliar no realce de sabor e 

aroma dos alimentos, colaborando para síntese do ácido glutâmico e diminuição da 

produção do ácido piroglutâmico na fabricação do molho de soja.  

 

   Adicionalmente é uma enzima que possui potencial de aplicação 

terapêutica como agente anti-leucêmico pois, sendo responsável pela degradação 

da glutamina, possibilita a morte seletiva das células dependentes deste aminoácido. 

Pode também ser utilizada para obtenção de theanina, um componente do chá 

verde japonês, que colabora com o aumento do efeito de agentes antitumorais e 

auxilia no combate a hipertensão. 

 

   A produção biotecnológica de glutaminase através de processos 

fermentativos tornou-se interessante devido ao baixo custo. A aplicação de 

instrumentos estatísticos para otimização da produção utilizando planejamento 

experimental também tem proporcionado a redução de custos, permitindo a 

execução de um número reduzido de ensaios e a avaliação das interações entre os 

fatores analisados. 

 

   A bactéria Zymomonas mobilis encontrada em regiões 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 anaeróbio facultativo que teve seu comportamento estudado quando 

na produção de etanol, levana, sorbitol, ácido glucônico e asparaginase. 
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   Na literatura não há relatos a respeito da produção de glutaminase 

por Z. mobilis. Assim, para relacionar o metabolismo deste microrganismo e a 

produção de glutaminase são necessários estudos a respeito da utilização dos 

constituintes do meio de cultivo e das condições aplicadas no processo fermentativo. 

O presente trabalho procurou avaliar através de instrumentos estatísticos a interação 

dos constituintes do meio de cultivo, os fatores que mais influenciaram para 

obtenção da enzima e a relação do crescimento do microrganismo com a produção 

de glutaminase. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo Geral 

 

 
� Analisar a partir de instrumentos estatísticos a produção de glutaminase 

por Zymomonas mobilis CP4.  
 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 
� Verificar a influência dos constituintes do meio de cultivo, tempo de 

fermentação e agitação na produção de glutaminase. 

 

� Otimizar a produção de glutaminase através da metodologia de superfície de 

resposta aplicando o método do Gradiente. 

 

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

produção da enzima, etanol e consumo de açúcar. 

 

� Quantificar: glutaminase, etanol, açúcares redutores e biomassa.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

3.1 Glutaminase  

 

                     
   L-Glutaminase (L-glutamino amidohidrolase EC 3.5.1.2) é a enzima 

responsável pela hidrólise de L-glutamina para ácido L -glutâmico e amônia (Figura 

1) (NANDAKUMAR et al., 2003) estando presente inclusive em nosso organismo. A 

glutaminase existente na mitocôndria do neurônio produz o glutamato, um 

neurotransmissor excitatório amplamente distribuído no sistema nervoso central, que 

é reciclado nos neurônios e nas células gliais, sendo novamente transformado em 

glutamina, a qual retorna para o neurônio.  No organismo humano, parte da 

glutamina liberada através da desaminação é armazenada como reserva circulante 

de nitrogênio, podendo cedê-lo para uma série de compostos ou liberá-lo para a 

urina. Nos tubos renais está presente a glutaminase que hidroliza o nitrogênio 

amídico liberando amônia para urina. 

Glutaminase 

  NH2

     H --     C  - COOH

 CH2

 C    O

OH

 CH2

  NH2

     H -- C - COOH

 CH2

 C    O 
NH 2

 CH2

  

+   H2O   +   NH3

L- Glutamina Àcido L- glutâmico 
 

 

 

 

g

c

   
  

Figura 1 – Transformação da glutamina em glutamato e amônia 

 

A família das amidohidrolases, que catalisam a desaminação da 

lutamina, é composta de duas classes. A primeira classe apresenta glutaminase 

om grande especificidade, capaz de hidrolisar glutamina para ácido glutâmico. A 



 16

segunda classe contém algumas enzimas menos específicas, que hidrolisam tanto 

glutamina, quanto asparagina, com semelhante eficiência (NANDAKUMAR et al., 

003). 

.1.1 Glutaminase em microrganismos 

dos os 

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

Tabela 1 –  Leveduras indicadas na o produtoras de glutaminase 

Leveduras 

2

 

  

3
 
 
   A glutaminase pode ser encontrada nos animais, nas plantas e 

microrganismos; nestes últimos, estão incluídas as leveduras, os fungos e as 

bactérias. Nas tabelas 1, 2 e 3 (NANDAKUMAR et al., 2003) estão demonstra

p

 

 

 literatura com

Cryptococcus albidus Cryptococcus sp.  Hansenula 

Candida scottii Debaryomyces sp. accharomyces cerevisiae 

ryptococcus nadaensis   

S

C

 

 

Tabela 2 – Fungos indicados na litera  produtores de glutaminase 

Fungos 

tura como

Aspergillus oryzae ilachlidium humicola erticillium malthousei T V

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

Bactérias 

Acetobacter liquefaciens Corynebacterium equi Pseudomonas ovalis 

Achromobacter sp. Enterobacter cloacae Pseudomonas schuylkilliensis 

Acinetobacter glutaminasificans Erwinia carotovora Pseudomonas sp. 

Aerobacter aerogenes Escherichia coli Rhizobium etli 

Aeromonas hidrophila Flavobacterium flavescens Rhodopseudomonas sphseroides 

Agrobacterium tumefaciens Micrococcus glutamicus Serratia marcescens 

Alcaligenes faecalis Micrococcus lysodeikiticus Spirillum lunatum 

Azotobacter agilis Micrococcus luteus Staphylococcus aureus 

Bacillus circulans Nocardia sp. Streptomyces californicus 

Bacillus flavum Proteus marganii Streptomyces netropsis 

Bacillus licheniformis Proteus vulgaris Streptomyces olivochromogenes 

Bacillus megaterium Pseudomonas aeruginosa Vibrio cholerae 

Bacillus pasteurii Pseudomonas aurantica Vibrio costicola 

Bacillus subtilis Pseudomonas aureofaciens Xanthomonas juglandis 

Brevibacterium ammoniagenes Pseudomonas boreoplois  

Clostridium welchii Pseudomonas fluorescens  

 

 

   De todos os microrganismos listados nas tabelas acima, apenas 

uma minoria apresenta glutaminase extracelular, como é 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 fermentação em 

batelada, verificaram a existência 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 Produção de glutaminase por microrganismos 
 
 
3.1.2.1 Processos fermentativos, efeito indutivo da glutamina e inibição por 
aminoácidos. 
 
 
   Várias são as técnicas de fermentação que podem ser empregadas 

para produção de glutaminase, dentre elas estão fermentação em batelada, batelada 

alimentada e contínua e fermentação em estado sólido. Em todas estas técnicas há 

relatos sobre o efeito indutivo da glutamina para a produção desta enzima. 

 

Alguns pesquisadores como Sabu et al. (2000) além de utilizar 

fermentação em meio líquido, testaram a produção de glutaminase por fermentação 

em meio sólido, adicionando glicose 0,5% (p/v) como fonte de carbono e glutamina a 

0,25% (p/v) como fonte de nitrogênio, a partir de Beauveria sp. Após otimização do 

processo, obtiveram máxima produção de enzima (49,89 U/mL) estabelecendo que a 

glutamina teve papel indutor, estando diretamente associada ao crescimento 

microbiano. Kashyap et al. (2002) utilizando resíduos agro-industriais e 

Zygosaccharomyces rouxii em fermentação em estado sólido verificaram que não 

havia necessidade de adição de glutamina ou fontes de nitrogênio para estimular a 

produção da enzima.  

 

Ziadé et al. (2003) diferentemente de Kashyap et al. (2002) utilizando 

Lactobacillus rhamnosus e glutamina como agente indutor testaram diferentes 

tempos de fermentação e verificaram a existência de três fases. Na primeira fase 

que foi de 0-6 horas observaram indução, porém a formação dos produtos foi muito 

baixa. Na segunda fase de 6-9 horas (fase exponencial de crescimento) houve 

diminuição do pH em 0,5 a 0,7 unidade e a amônia começou a ser liberada, servindo 

de tampão para o sistema. Já na terceira fase, após 9 horas de fermentação, houve 

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

 

Kumar e Chandrasekaran (2003) produziram glutaminase em 

fermentação contínua utilizando células de Pseudomonas sp imobilizadas em gel de 
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alginato de cálcio, tendo uma produção máxima 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 aminoácido asparagina estava presente no meio de cultivo em 

concentração acima de 0,5 g/L. 

 

 

3.1.2.2 Efeito da concentração de sais, tempertura e pH para a produção de 
glutaminase 
 
 

Alguns pesquisadores, além de utilizarem diferentes processos 

fermentativos, realizaram testes para verificar o comportamento da enzima em meios 

contendo elevada concentração 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 é inibida pelo mesmo. A glutaminase de A. oryzae, 

utilizada na fermentação do molho de soja, apresentou inibição quando exposta a 

elevadas concentrações de sais. Porém, glutaminase excretada por microrganismos 

marinhos, como M. luteus e B. subtilis, toleram uma concentração de 16 e 25%(p/v) 

de NaCl respectivamente.  
 

Quanto à temperatura, a glutaminase de A. oryzae possui atividade 

ótima 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 Durá et al. (2004), que a partir de suas pesquisas constataram uma 

redução 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 após redução do pH 

para 5,5. 
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3.1.3 Glutaminase em Alimentos 
 
    

Nakadai e Nasuno (1989) apresentaram três métodos para aumentar 

a quantidade de ácido glutâmico no alimento: tratamento ácido, aplicação de 

glutaminase de C. albidus e adição de peptidoglutaminase de B. circulans e 

propuseram um quarto método: adição de glutaminase de Aspergillus ou C. albidus, 

o qual resultou em aumento de 42% de ácido glutâmico e redução de 38% do ácido 

piroglutâmico no final da fermentação do molho de soja. 

 

A. oryzae é tradicionalmente utilizado na fermentação Koji por 

secretar uma grande variedade de proteases e peptidases. Na fermentação do 

molho de soja, o ácido glutâmico e a glutamina são formados a partir de peptídeos 

pela ação de peptidases e a glutamina é então convertida em ácido glutâmico pela 

ação da glutaminase. Na ausência da glutaminase a maioria da glutamina liberada 

pelos peptídeos é quimicamente e irreversivelmente convertida em ácido 

piroglutâmico que não apresenta sabor (NANDAKUMAR et al., 2003). 

 

A glutaminase acaba contribuindo não 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 

monossódico, considerado alérgico para algumas pessoas (NANDAKUMAR et al., 

2003).  
  
Uma outra aplicação da glutaminase é a sua adição no processo de 

cura da lingüiça. Durá et al. (2004) obtiveram glutaminase a partir de Debaryomyces 

sp e estudaram os efeitos dos agentes de cura em relação à estabilidade da enzima. 

Observaram que sais de potássio e cloreto de sódio diminuem a estabilidade, 

reduzindo a meia vida da enzima e que nitrito, nitrato e glicose não alteram 

significantemente a atividade. Porém, o aumento de ácido ascórbico ocasionou uma 

diminuição da atividade. Além disto, foi constatado que a adição destes agentes na 

fermentação deve ser feita no início enquanto o pH estiver em 6 a 5,5, pois a 

diminuição do pH também prejudica a atividade da enzima. 

 



 21

Nandakumar et al. (2003) relataram a possibilidade da utilização de 

glutaminase para obtenção de theanina, um componente do chá verde japonês que 

aumenta o efeito de agentes anti-tumorais e apresenta-se como agente que 

combate à hipertensão. Um método para produção 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 período de 7 

horas em temperatura de 30 °C.  

 

 
3.1.4 Atividade Antileucêmica 

 
 

 Kallinowski et al. (1987) relataram que a glutamina é necessária para 

as células do tumor em concentração superior a 0,5 mM, constituindo substrato 

energético para estas células e alta taxa de proliferação (BULUS et al., 1989). 

Estudos apontaram que combinada com outra enzima como a asparaginase, a 

glutaminase pode ser utilizada em tratamento de câncer, especialmente leucemia 

(NANDAKUMAR et al., 2003).  
 

Além da glicose, a célula do tumor utiliza glutamina em grande 

quantidade, pois fornecem ATP para a rápida proliferação de células malignas, 

sendo a glutamina o maior substrato oxidativo tanto em tumores como em células 

normais de mamíferos. A progressão maligna pode não ser influenciada somente por 

características genéticas e instabilidade da transformação fenotipica, mas também 

por pequenas modificações que podem ocorrer em muitos estágios de 

desenvolvimento do tumor (SANTOS et al. 2004).  
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3.2 Zymomonas mobilis 

 

 

   Z. mobilis é uma bactéria gram negativa, de 2 a 6 µm de 

comprimento por 1 a 4 µm de largura, que ocorre geralmente em pares e sem 

formação de esporos (WENDT et al., 2002). É uma bactéria anaeróbia facultativa 

(SWINGS e DELEY, 1977) encontrada no meio ambiente em regiões de clima 

tropical, normalmente associada com plantas de alto teor de açúcares 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 produção de biomassa é normalmente observada em 

Z. mobilis, cujo crescimento celular e fermentação não são 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 última reação da via fermentativa pela redução reversível do acetaldeido 

catalisado pela isoenzima álcool desidrogenase (SREEKUMAR et al. 1999).  Lee e 

Huang (2000) testaram um modelo matemático para produção de etanol utilizando Z. 

mobilis em meio contendo glicose e frutose (20 g/L), obtendo 0,45 g/g de etanol 

quando em concentração de 20 g/L de frutose.  Tao et al. (2005) utilizaram uma 

cepa de Z. mobilis tolerante à acidez em condição de não esterilização, obtendo 

uma produção de etanol de 0,488 g/g. 

 

 

 

 

 



 23

                                     Sacarose                                                                    
 
    
Levana       Frutose                           Glicose 
                                                                                       
                                                                                                   

Ácido Glucônico 

 
 

ATP 
ADP 

                                                 
        Frutose-6-fosfato              Glicose-6-fosfato 

  
 
 
 

Àcido 6-fosfog
 

- 
 
 

Ácido 2-ceto-3-deoxi-6
 
 
 
 
 
 

   Ácido pirúvico                            
                
 
 
              Acetaldeido + CO2
 
 
                  
                        Etanol                                      
 
 
                                                                       
                                                                         
 
 
               
                                                            
                                                            
 
 

Figura 2 – Metabolismo de carboidratos em Z

    
NAD 

NADH2
lucônico 

H2O 

-fosfoglucônico 

       gliceraldeido-3-fosfato 

2ADP 
2ATP 
NADH2

NAD 
                  ácido pirúv

                  Acetaldeido

                    
                       Etano

ymomonas mobilis 
NAD 

NADH2
ico  

 + CO2 
NADH2

NAD 
l 



 24

O sorbitol é sintetizado a partir de frutose e glicose, por uma reação 

catalisada por glicose-frutose oxidorredutase (SPRINGER apud CAZETTA et al., 

2005). Para produção de sorbitol, também foi desenvolvido um modelo estatístico, 

utilizando células livres e imobilizadas de Z. mobilis (VIGNOLI et al. 2006) obtendo 

uma produção de sorbitol de 25 g/L com células livres e 50 g/L com células 

imobilizadas. 

 

A levana, um homopolissacarídeo, produzido extracelularmente a 

partir de sacarose e rafinose, vem sendo utilizada como agente anti-tumoral, material 

para cosméticos e componentes para alimentação animal (WENDT et al., 2002).  

Estudos feitos por Calazans et al. (2000) mostraram que a atividade antitumoral 

depende do peso molecular do polissacarídeo e que a classe específica deste peso 

molecular pode ser responsável por este efeito.   

 

Outros produtos têm sido obtidos a partir desde microrganismo, tais 

como ácido glicônico (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 concentração inicial de glicose já é estudado há vários 

anos. King e Hossain (1982) verificaram que concentração inicial de glicose acima 

de 10% (p/v) já provoca inibição do crescimento e diminui a produção de etanol. 

 

Galani et al. (1985) utilizando fermentação em batelada, testaram 

concentrações de 2, 10 e 20% (p/v) de glicose e constatou que Z. mobilis 

apresentou maior crescimento e produção de proteínas quando em 2% de glicose. 

Assim, pode-se observar que o aumento da concentração de glicose resulta em 



 25

diminuição do crescimento do microrganismo além de ocasionar o aumento do 

tempo de fermentação (SREEKUMAR et al., 1999). 

 

 

3.2.1.2  Fonte de nitrogênio 
 
    
   Galani et al. (1985) relataram que NH4Cl e (NH4)2SO4, são as 

melhores fontes de nitrogênio quando se trata de Z. mobilis. Em seus estudos, 

fizeram uma comparação entre meio mínimo e meio complexo, tendo estes várias 

combinações de fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio. O melhor resultado foi 

obtido quando utilizado meio contendo (NH4)2SO4, MgSO4.7H2O, K2HPO4, KH2PO4, 

NaCl, os aminoácidos cisteina, serina, treonina, nicotinamida e pantotenato de 

cálcio. Galani et al. (1985) sugerem que glutaminase e asparaginase estão 

envolvidas na assimilação do nitrogênio, sendo produzidas quando asparagina, 

aspartato, glutamina e glutamato são utilizadas como fonte de nitrogênio. 

 

 

3.2.1.3  Demais componentes do meio de cultivo 
 

 

   O uso de extrato de levedura para suplementação do meio de cultivo 

fornece a vitamina pantotenato de cálcio, aumentando o crescimento das células. 

Porém para a produção de etanol, não é necessária a adição deste suplemento 

(BARATTI et al., 1986). A inclusão de sais específicos na presença de sacarose 

pode limitar a formação de alguns produtos, como sorbitol e levana, favorecendo a 

formação de etanol. A presença de cloretos pode fazer com que a produção de 

biomassa seja diminuída, favorecendo a formação de levana. Em baixas 

concentrações de KH2PO4 a formação de biomassa é estimulada, favorecendo a 

produção de etanol e inibindo a formação de outros produtos (KIRK e DOELLE, 

1992).  
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3.2.1.4– Agitação 

 

 

 Z. mobilis tem seu crescimento limitado quando exposta a vigorosa 

agitação, diminuindo o consumo de glicose e produção de etanol com conseqüente 

aumento da biomassa (SREEKUMAR et al., 1999).  Quando em contato com dióxido 

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

 

 

3.2.1.5  pH 
 
 
 Cromie e Doelle (1981) verificaram uma taxa satisfatória 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 produção de etanol foi diminuída. 

 

 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 34ºC, porém consideraram 37ºC a temperatura para 

máxima fermentação. Diferentemente, autores como Galani et al. (1985) realizaram 

seus experimentos a 30ºC e verificaram que nesta temperatura o microrganismo 

apresenta ótimo crescimento. 
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3.2.1.7  Tempo de cultivo 
 
 
   Galani et al. (1985), também relataram em seus estudos que a 

fermentação de glicose a 2% (p/v) ocorre em 22 horas enquanto em glicose a 10 e 

20% (p/v), o tempo de fermentação é aumentado para 66 horas. Desta forma, não é 

necessário mais que um dia para o desenvolvimento do microrganismo quando se 

executa fermentação utilizando baixa concentração de glicose.  
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3.3 Superfície de resposta 
 

 

   Em processos biotecnológicos, inúmeros fatores podem influenciar a 

fermentação, aumentando a produção do metabólito de interesse ou diminuindo a 

liberação de produtos indesejáveis. Diversos trabalhos têm aplicado a técnica de 

Superfície de Resposta como ferramenta para otimização das condições de cultivo, 

determinando valores ótimos de pH, temperatura, aeração, concentração de 

substrato entre outros. 

 

A metodologia da superfície de resposta (MSR) é um conjunto de 

técnicas utilizadas para otimização, a qual tornou-se popular devido sua teoria 

completa, eficiência e simplicidade (BOX & DRAPER, 1987). O modelo segundo Box 

& Behnken (1960), é um modelo que consiste na repetição 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 região de 

interesse. Serve também para estimar a variância do erro (CALADO e 

MONTGOMERY, 2003). Este método facilita o processo de otimização devido ao 

reduzido número de ensaios a serem executados e permite avaliar a interação entre 

as variáveis analisadas.  

 

Trata-se de um modelo metodológico empírico que relaciona um 

grupo de variáveis que podem ser controladas experimentalmente. Tem sido 

aplicado em pesquisas relacionadas a alimentos e para otimização de processos 

fermentativos (KALIL et al., 2000 e BANDARU et al., 2006).  

 

Para otimização dos componentes do meio de cultivo, Sreekumar et 

al. (1999) utilizaram a metodologia de superfície de resposta para estudar a 

produção de etanol por Z. mobilis. Selecionaram cinco fatores: Glicose (5-25 g/L), 

(NH4)2SO4 (0-4 g/L), KH2PO4 (0-4g/L), extrato de levedura (0-10g/L) e concentração 

do inoculo log10 (6-10) células viáveis, obtendo melhor produção de etanol (7,63 g/L) 

em: 120,4g/L de glicose, 0,96 g/L de (NH4)2SO4, 0,02 g/L KH2PO4, 6,5 g/L de extrato 

de levedura e concentração do inoculo de log10 8,4 células. Observaram também 

que excesso de nitrogênio aumenta a biomassa e diminui a produção de etanol. 
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3.4 Método Gradiente de Otimização 
 
    

   O método Gradiente é um modelo de otimização de busca indireta e 

faz uso de derivadas para determinar a direção da busca do ótimo. A otimização 

consiste na derivada parcial da função objetivo (função resposta) em relação as 

variáveis independentes em um determinado ponto inicial, dando origem à uma 

matriz gradiente . Através dessa matriz é calculada a direção do ótimo (CARNEIRO 

et al. 2005). 

  

Para a otimização das funções objetivo utilizou-se o programa 

computacional OTGRAD, desenvolvido em linguagem Fortran, que apresenta uma 

seqüência de entrada de dados, que são fornecidos pelo usuário, como: número de 

variáveis independentes com seu limite superior e inferior, número de variáveis 

dependentes com seus respectivos limites superior e inferior, variáveis que se 

deseja maximizar ou minimizar ou, ainda, escolher um valor alvo para a otimização 

(CARNEIRO et al., 2005). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
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 preservação 
 

 
A composição do meio de preservação está 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 câmara 

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

 

Tabela 4 – Composição do meio de preservação 

Composição Concentração-(g/L) 

Sacarose 100 

Extrato de levedura 5 

(NH4)2SO4, 1 

KH2PO4 2 

MgSO4. 7H2O 1 

Agar 20 
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4.2.2  Meio para obtenção do pré-inóculo  

 

    

   Para obtenção do inóculo foi selecionado o meio de cultura mínimo 

segundo Galani et al. (1985). Os componentes utilizados para a obtenção do inóculo 

estão 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 porção 

da bactéria foi transferida para os frascos, permanecendo por 24 horas em condição 

estática a 30 ˚C. Após este tempo, o meio foi centrifugado a 9050 x g a 5ºC por 15 

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

 

Tabela 5 – Composição do meio para pré inóculo 

Composição Concentração – (g/L) 

Glicose 20 

(NH4)2SO4, 1 

KH2PO4 1 

K2HPO4 1 

MgSO4. 7H2O 0,5 

Pantotenato de cálcio 5 (mg/L) 

 

 

4.3   Processo Fermentativo 
 

 

   O processo fermentativo foi dividido em três etapas. Na primeira 

etapa foi testada a influência dos componentes do meio de cultivo em condição 

estática e de agitação sobre a produção da enzima. Na segunda etapa, através do 

processo fermentativo de batelada e utilização da metodologia de superfície de 

resposta, foram determinados: a melhor concentração da fonte de carbono, de 

glutamina e o melhor tempo de fermentação para a produção de glutaminase. Na 

terceira etapa, foi feito um acompanhamento cinético do crescimento do 

microrganismo e produção de glutaminase. Os meio utilizados em todos os 
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experimentos do processo fermentativo foram selecionados de acordo com a 

composição de meio mínimo, proposta por Galani et al. (1985), com adição de 

alguns componentes para testes específicos. 

 

 

4.3.1 Influência dos componentes no meio de cultivo em fermentação estática 
e agitada 

 

 

   Foram preparados 6 diferentes meios para este teste, os quais foram 

submetidos a incubação estática e agitada. Os componentes do meio de 

fermentação, exceto o pantotenato de cálcio (esterilizado por filtração), foram 

preparados para 25 mL  em frascos Erlenmeyer de 125 mL e autoclavados a 121˚C 

por 20 minutos. A composição de cada um dos meios está apresentada na Tabela 6. 

 

 

Tabela 6 – Composição dos meios de fermentação para testar a influência dos 
componentes no meio de cultivo em fermentação estática e agitada. Concentrações 
fixas de glicose (30g/L) e pantotenato (5mg/L) em todos os meios. 
 

Componentes 

Meio Glicose Pantotenato 
(5 mg/L) 

(NH4)2SO4

(1 g/L) 
KH2PO4 

(1 g/L) 
K2HPO4 

(1 g/L) 
MgSO4. 

7H2O 
(0,5 g/L) 

Glutamina
(0,5 g/L) 

1 + + + + + + + 

2 + + - + + + + 

3 + + + - + + + 

4 + + + + - + + 

5 + + + + + - + 

6 + + + + + + - 

  

 

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

seguida foram incubados na condição estática em estufa a 30 ºC e sob agitação em 
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mesa agitadora a 150rpm e 30ºC, por tempos de 18 e 24 horas. Após a 

fermentação, 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 

determinações analíticas, sendo executado o teste de variância em blocos e o teste 

de Tukey através do programa Statística (STATSOFT, 2005). 

 
 
4.3.2 Otimização da produção de glutaminase em cultivo estático 
 
 
   Os componentes do meio de fermentação, exceto o pantotenato de 

cálcio, foram distribuídos em frascos Erlenmeyer de 125 mL,  em volumes de 25 mL 

e em seguida autoclavados a 121˚C por 20 minutos. A composição deste meio está 

demonstrada na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Composição do meio de fermentação para otimização da produção de 
glutaminase. 

 
Composição Concentração – (g/L) 

Glicose 10, 30 e 50 

(NH4)2SO4 1 

KH2PO4 1 

K2HPO4 1 

MgSO4. 7H2O 0,5 

Pantotenato de cálcio 5 mg/L 

Glutamina 0, 0,5 e 1 

 

 

   Foi inoculada 0,2 g/L de células em cada frasco Erlenmeyer. Os 

frascos foram incubados em condição estática a 30 ºC pelos tempos determinados a 

partir do delineamento fatorial.   
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4.3.2.1 Delineamento fatorial 

 

   Foi utilizada a metodologia estatística de superfície de resposta. 

Açúcar X1 (g/L), tempo X2 (h) e glutamina X3 (g/L), foram utilizadas como variáveis 

independentes como apresentado na Tabela 8 e 9. A atividade de glutaminase (U/L) 

foi usada como variável dependente. 

 

Tabela 8 : Variáveis independentes no planejamento experimental 

Variáveis                                        Níveis codificados 
                                                       

                                                          1               0               +1 
 

Glicose  X1 (g/L) 10 30 50 

Tempo  X2 (h) 18 24 30 

glutamina  X3  (g/L) 0 0,5 1 

 

 

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

Ensaio no.            X1                   X2                                 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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Após a fermentação, 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 determinações analíticas. Os resultados foram 

analisados pelos programas Statistica e otimizados pelo OTGRAD. 

 

 

4.3.3 Cinética do crescimento de Zymomonas mobilis utilizando as condições 
otimizadas. 
 
 

 Foi conduzido um acompanhamento cinético de crescimento do 

microrganismo em triplicata nas condições otimizadas. Foram utilizados frascos 

Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio (Tabela 10). Todos os componentes 

do meio de fermentação, exceto o pantotenato de cálcio (esterilizado por filtração) 

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 

condição estática a 30ºC 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 determinações analíticas. 

 
 

Tabela 10: Composição do meio de cultivo para o teste de cinética 

Composição Concentração – (g/L) 

Glicose 30,07 

(NH4)2SO4, 1 

KH2PO4 1 

K2HPO4 1 

MgSO4. 7H2O 0,5 

Pantotenato de cálcio 5 mg/L 

Glutamina 0,73 
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4.4 Determinações analíticas 
 

 

4.4.1 Determinação da Atividade de glutaminase 

 

 

  A atividade enzimática foi medida segundo Imada et al. (1973). Para 

esta determinação foi utilizado o precipitado obtido pela centrifugação, re-

suspendido com 0,9 mL de solução salina (0,85%)  para a obtenção de uma solução 

de biomassa. Em seguida em outro tubo, foram acrescentados: 0,1 mL da solução 

preparada anteriormente, 1 mL de glutamina (0,04 M), 0,9 mL de tampão borato 0,1 

M (pH 8,5), incubado a 37˚C por 30 minutos. A reação foi interrompida com a adição 

de 0,5 mL de ácido 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 água destilada, 0,5 

mL do sobrenadante da reação anterior e 0,1 mL de Reagente de Nessler. Após 15 

minutos, com o aparecimento de coloração, foi feita leitura em espectrofotômetro a 

400 nm. Os testes foram realizados em triplicata 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 necessária para liberar um µm de 

amônia por minuto a 37˚C em pH 8,5 (tampão borato 0,1 M). A amônia liberada, foi 

determinada pelo método de Nessler, a partir de uma curva padrão, utilizando sulfato 

de amônia em concentrações entre 2,5 a 20 µg/mL, com posteriores leituras em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 400 nm.  
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4.4.2 Determinação da Biomassa 
 

 

  Para realização desta determinação foi utilizada a solução de 

biomassa preparada anteriormente, diluída conforme a necessidade. A biomassa foi 

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

 

 

4.4.3 Determinação da concentração de glicose 
 

  

   Sendo o meio de cultivo constituído por glicose, foi feita a 

determinação da concentração de glicose pelo método de Somogyi – Nelson (1945). 

Para execução deste método, utilizou-se uma curva de calibração que apresentou 

diferentes concentrações de glicose, construída a partir de um padrão de glicose (10 

a 100 µg/mL).  

 

   Foi medida a concentração de glicose inicial, a concentração antes 

de acrescentar o inóculo no meio de cultivo e após o termino da fermentação. Neste 

último caso, foi utilizado o sobrenadante obtido pela centrifugação.  

         

           

4.4.4 Determinação da concentração de Etanol 
 

 

  Para determinação de etanol foi utilizado o método titulométrico, que 

consiste na oxidação de etanol a ácido acético quando em contato com dicromato de 

potássio em meio sulfúrico a quente. O excesso de dicromato de potássio presente 

foi determinado por titulação com sulfato ferroso amoniacal, tendo orto-fenantrolina 

como indicador. Para a análise também foi preparado um branco, o qual possui 

apenas água destilada. A partir da diferença de volume de sulfato ferroso amoniacal, 

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

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados na forma 

de artigo, intitulado “Produção de Glutaminase por Zymomonas mobilis CP4 

utilizando ferramentas estatísticas”. 

 

O artigo foi elaborado segundo normas da revista Journal of 

Industrial Microbiology and Biotechnology, as quais estão apresentadas no Anexo A. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
   Verificou-se que os componentes do meio de cultivo não exercem 

influência significativa quando utilizados em baixas concentrações. Porém, a 

ausência de agitação e o tempo de cultivo auxiliam diretamente a produção de 

glutaminase.  

 

   Na otimização, verificou-se que utilizando o meio mínimo, a melhor 

concentração de glicose foi 30,0731 g/L, no melhor tempo de fermentação de 24:11 

horas e a melhor concentração 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 produção de glutaminase 

diretamente relacionada ao crescimento do microrganismo e produção de etanol. 
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Resumo 
 
A glutaminase é utilizada na indústria como intensificadora de sabor, aroma e para o 

enriquecimento nutricional dos alimentos. Além disto, possui potencial aplicação 

farmacêutica podendo ser utilizada na produção de theanina e como agente anti-leucêmico. A 

bactéria Zymomonas mobilis é encontrada em regiões de clima tropical e tem sido estudada 

para a produção de etanol. Devido a ausência de relatos na literatura a respeito da produção de 

glutaminase por este microrganismo, o presente trabalho teve como objetivo estabelecer os 

fatores de influência para o crescimento de Z. mobilis e a sua relação com a produção de 

glutaminase utilizando ferramentas estatísticas. Através da análise de variância em blocos e 

teste de Tukey contatou-se a importância dos componentes do meio de cultivo, da ausência de 

agitação e do tempo de fermentação. Na otimização foi usado meio mínimo variando a 

concentração 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 produção máxima de 8,86 U/L de glutaminase. Na cinética de 

crescimento utilizou-se as condições otimizadas, onde observou-se crescimento tipicamente 

exponencial. A produção de glutaminase mostrou estar relacionada com a produção de 

biomassa.  

Palavras chave: Zymomonas mobilis, glutaminase, superfície de resposta 
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I- Introdução 
 

A glutaminase também conhecida como L-glutamina amidohidrolase (E.C 3.5.1.2) é 

uma enzima amplamente distribuída na natureza encontrada em leveduras como 

Debaryomyces ssp [6], em fungos como Aspergillus oryzae [14] e em bactérias como 

Micrococcus luteus [24].  

 A glutaminase é tolerante ao sal e ao calor, importante para indústria de alimentos, 

podendo ser utilizada no realce de sabor e aroma, na elevação da síntese do ácido glutâmico 

que provoca a diminuição da produção do ácido piroglutâmico na fabricação do molho de soja 

shoyo [15] e no processo de cura de lingüiça [6]. 

 Adicionalmente é uma enzima que possui potencial de aplicação médica como agente 

antileucêmico, pois sendo responsável pela degradação da glutamina, possibilita a morte 

seletiva das células dependentes deste aminoácido [18] e para obtenção de theanina, que 

colabora para o aumento do efeito de agentes antitumorais e auxilia no combate a hipertensão 

[1]. 

 A bactéria Zymomonas mobilis, encontrada em regiões 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 anaeróbio facultativo [21] extensivamente estudado para 

produção de etanol [17], levana [10] e sorbitol [25]. 

 Há relatos de enzimas do metabolismo de nitrogênio produzidas por Z. mobilis [7], 

porém não há nenhuma informação a respeito da produção de glutaminase. O presente 

trabalho avaliou através da análise de variância em blocos e da metodologia de superfície de 

resposta a importância, as melhores concentrações dos constituintes do meio de cultivo e as 

condições de cultivo para produção de glutaminase por Z. mobilis. 

A aplicação de planejamento experimental tem permitindo a execução de número 

reduzido de ensaios e avaliação das interações entre os fatores analisados [2, 9]  
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II - 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)2SO4 1, KH2PO4 2, 

MgSO4.7H2O 1, ágar 20. As culturas foram mantidas a 4ºC e renovadas a cada 30 dias. 

 

Condições de Cultivo 

 Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de 

meio esterilizado. O inóculo utilizado foi de 0,2 g/L de células. A temperatura de incubação 

foi de 30ºC. 

 Na primeira etapa de experimentos foi considerada a presença e ausência de cada um 

dos seguintes componentes (g/L): (NH4)2SO4,1; glutamina, 0,5; MgSO4.7H2O, 0,5; KH2PO4, 

1; K2HPO4, 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 à condição estática ou agitação (150 

rpm). Os resultados foram submetidos a análise de variância em blocos e ao teste de Tukey. 

Nos experimentos de otimização utilizou-se (g/L): glicose, 10, 30 e 50; glutamina, 0, 

0,5 e 1; (NH4)2SO4,1; KH2PO4, 1; K2HPO4, 1; MgSO4.7H2O, 0,5 e pantotenato de cálcio, 5 

mg/L. Os tempos de fermentação foram 18, 24 e 30 horas. Os resultados foram plotados no 

programa STATISTICA e OTGRAD. 

Para cinética de fermentação utilizou-se os componentes em suas concentrações 

otimizadas. 

Todos os experimentos foram executados em triplicata. 

 

Métodos analíticos 

 Os açúcares 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 necessária para liberar um µmol de amônia por minuto a 37ºC em pH 8,5 (0,1 M 

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

  

Delineamento fatorial 

 Foi utilizada a metodologia estatística de superfície de resposta. Concentração de 

Glicose X1 (g/L), tempo X2 (h) e glutamina X3 (g/L), foram utilizadas como variáveis 

independentes como apresentado na Tabela 1 e 2. A atividade de glutaminase (U/L) foi usada 

como variável dependente. 

Tabela 1. 

Tabela 2. 

 

III - Resultados e Discussão 

 Na primeira etapa de experimentos foi estudada a composição do meio mínimo, tempo e 

condição de cultivo (estático e agitação). Os resultados de glutaminase estão apresentados na 

Tabela 3. 

Tabela 3. 

 O teste estatístico de análise de variância em blocos mostrou que todos os 

componentes utilizados têm importância para a produção de glutaminase por Z. mobilis. A 

concentração de glicose utilizada estava de acordo Galani et al. [7] que enfatizaram que o uso 

de concentrações elevadas de glicose pode inibir o crescimento do microrganismo e ocasionar 

aumento do tempo de fermentação. O pantotenato foi utilizado em substituição ao extrato de 

levedura, utilizado em meio complexo [3, 4]. 

As fontes de nitrogênio utilizadas foram orgânica e inorgânica. Swings e Deley [21] 

reportaram a importância de nitrogênio orgânico 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 nitrogênio 

inorgânico foram o (NH4)2SO4 e o NH4Cl, entretanto este ultimo não foi utilizado por 

estimular a sintese de levana [12]. No presente estudo, a maior produção de glutaminase se 

deu quando as fontes orgânica e inorgânica estavam presentes no meio de cultivo.  

O MgSO4.7H2O foi adicionado devido a relatos sobre sua colaboração na estabilização 

do RNA e prolongamento da viabilidade celular [5]. Há também relatos que a presença de 

KH2PO4 abaixo de 10g/L beneficia a fermentação e ajuda a tamponar o pH do meio [12]. 

Dos experimentos de composição do meio mínimo, tempo e condição de cultivo, 

procedeu-se a análise estatística com os valores de glutaminase obtidos. Os valores obtidos de 

efeito de interação p na análise de glutaminase estão mostrados na Tabela 4. 

Tabela 4. 

 A tabela 4 mostra que houve interação significativa apenas entre os tratamentos (tempo, 

cultivo estático e agitação), pois p<0,05. Não foi obtida resposta significativa quanto aos 

blocos (influência dos componentes no meio), pois p>0,05. Isto pode ter ocorrido devido a 

utilização de apenas uma concentração para os componentes do meio. Assim, na ausência de 

interação, 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 interação entre os mesmos. Os resultados estão demonstrado na Tabela 5. 

Tabela 5. 

A partir deste teste, foi possível observar que houve interação entre os tratamentos 1e 3, 

1 e 4, 2 e 3, 2 e 4. 

1 e 3  – p<0,01 = Diferença estatística a nível de 1% 

1 e 4 – p<0,05 = Diferença estatística a nível de 5% 

2 e 3  – p<0,01 = Diferença estatística a nível de 1% 
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2 e 4  – p<0,01 = Diferença estatística a nível de 1% 

 A melhor interação observada se deu entre os tratamentos 2 e 3 (sem agitação em tempo 

de 24 horas) onde p apresentou o menor valor (0,000295). Assim, a condição estática foi 

mantida para os demais experimentos. 

 O teste de Tukey mostrou que a condição estática e tempo de fermentação de 24 horas 

foram as melhores condições para o cultivo de Z. mobilis e produção de glutaminase. 

 

Otimização da produção de glutaminase 

 Baseando-se nos resultados dos testes da primeira etapa, notou-se que as variáveis, 

concentração de glicose, de glutamina e tempo de fermentação exerceram influência na 

produção de glutaminase. O método de otimização utilizado na segunda etapa permitiu a 

análise da interação entre as variáveis e selecionou as condições ótimas das mesmas.  A 

matriz do delineamento experimental está mostrada nas Tabelas 1 e 2. Quinze experimentos 

foram executados utilizando diferentes combinações de variáveis. A partir dos resultados 

(Tabela 6) a equação obtida para glutaminase em função da concentração de glicose, de 

glutamina e do tempo de fermentação foi: 

 

Y1=-53,9699+0,1022x1+4,9235x2+3,2438x3-0,0016x1
2 –0,1017x2

2 –2,2157x3
2

 

Tabela 6. 

 

Através do gráfico de Parity (Figura 1) observou-se que há uma correlação satisfatória 

entre os valores experimentais e os valores preditos. Os pontos próximos à linha diagonal 

indicam um bom modelo, sendo pequena a diferença entre os valores experimentais e obtidos. 

Para este modelo, a falta de ajuste não foi significativa (p=28,18%) indicando que ele pode 

ser utilizado para fins preditivos. 
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Figura 1 

Os valores da atividade de glutaminase foram plotados no programa Statistica, 

fixando-se a glicose em 30 g/L, já que este fator mostrou-se menos significativo dentre os 

fatores testados. O gráfico da região de combinação binária entre os fatores está apresentado 

na Figura 2.  

Figura 2 

Para a otimização da equação preditiva originada pela superfície de resposta foi 

empregado o programa computacional Otgrad, utilizando o método Gradiente. A otimização 

(maximização) da resposta investigada, através do método Gradiente, apresentou X1=30,0731 

g/L; X2=24:11 horas e 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 variáveis independentes no ponto 

ótimo e obteve-se uma resposta de glutaminase de 8,86 U/L.  

Relatos feitos por autores [6] utilizando Debaromyces sp, mostraram que a glicose não 

altera significantemente a atividade de glutaminase, isto pode ser verificado nos experimentos 

executados no presente trabalho, já que em algumas concentrações diferentes do açúcar, a 

quantidade de glutaminase não apresentou alterações significativas. 

Pesquisas [7] sugeriram que a glutaminase somente é produzida quando na presença 

de aminoácidos no meio de cultivo, porém no delineamento estatístico deste trabalho, alguns 

meios de cultivo não continham glutamina em sua composição e ainda assim houve a 

produção de glutaminase. Isto ocorreu, pois no meio havia uma outra fonte de nitrogênio, 

(NH4)2SO4, que proporcionou a formação de glutamina na célula.  

Pela otimização confirmou-se que a presença de glutamina aumenta a quantidade de 

glutaminase fato que foi observado no experimento executado na primeira etapa. Verificou-se 

também, que a presença deste aminoácido promoveu melhoria no crescimento do 

microrganismo com aumento da produção de biomassa.  
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A glutamina é requerida como precursor para síntese de DNA e proteína [23]. A 

presença de glutamina exerceu o efeito de elevar a quantidade da enzima. A indução por 

aminoácidos na produção de glutaminase também pode ser observada por outros autores [13, 

18, 26] quando utilizados diferentes microrganismos e métodos de fermentação.  

A produção de glutaminase por Z. mobilis foi satisfatória se comparada com a 

produção testada por Keert et al. [11] que utilizaram Beauveria bassiana BTMF S10, isolada 

a partir de sedimentos marinhos, a qual apresentou máxima produção de glutaminase de 46,9 

U/L (0,04 U/mL) após 108 horas de fermentação. Porém, pode ser considerada pequena 

quando comparada a estudos que utilizaram Beauveria sp [18], que obtiveram uma produção 

de glutaminase de 49,89 U/mL  após 96 horas de fermentação em estado sólido. Ressalta-se o 

longo tempo de fermentação que foi três vezes maior que neste estudo. 

 

 

Cinética do crescimento de Zymomonas mobilis utilizando as condições otimizadas. 

 

 Em processos fermentativos, o metabólito final primário pode influenciar na obtenção 

do produto desejado ou no crescimento do microrganismo. A Figura 3 ilustra o 

acompanhamento cinético de cultivo, utilizando concentrações de glicose 30,07 g/L e de 

glutamina de 0,72 g/L estabelecidas como ótimas no teste de otimização. 

Figura 3 

 A fase de adaptação do microrganismo se deu até 18 horas de cultivo, a partir deste 

período iniciou-se a fase exponencial de crescimento, que durou até o tempo de 24 horas de 

cultivo. Após este período, o crescimento cessou e houve declínio da biomassa. 

A atividade de glutaminase estava presente desde o início da fermentação, mesmo na 

fase de adaptação do microrganismo. A produção máxima de 8,92 U/L ocorreu durante a fase 
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exponencial de crescimento em 24 horas de fermentação. 

O consumo de glicose foi de aproximadamente 54%, dos quais 96,27% foram 

destinados para produção de etanol e 3,72% para produção de biomassa e outros metabólitos. 

O pH inicial de 5,8 diminuiu para 3,9 e o etanol teve sua produção aumentada quando 

a glicose do meio sofreu declínio. Considera-se que a produção de etanol acompanha a 

atividade de glutaminase, isto sugere que o etanol produzido não interfere diretamente na 

produção da enzima. 

 

 

IV – Conclusões 

 Todos os componentes do meio de cultivo utilizados neste experimento foram 

importantes para a produção de glutaminase por Zymomonas mobilis. Deve-se dispensar a 

condição de agitação e utilizar tempo de fermentação de aproximadamente 24 horas. 

Na otimização, verificou-se que utilizando o meio mínimo, a melhor concentração de 

glicose foi 30,0731 g/L, de glutamina 0,723 g/L no tempo de fermentação 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 produção de glutaminase diretamente relacionada ao 

crescimento do microrganismo e produção de etanol.  

 Aparentemente a produção de etanol não interferiu na produção de glutaminase. 
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Tabelas 

 

            Tabela 1: Variáveis independentes no planejamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    Tabela 2: Delineamento da matrix central para três variáveis independentes 

(valores mostrados na Tabela 1).   

Variáveis                                        Níveis codificados                                   
                                                          1               0               +1 

 
 

Glicose  X1 (g/L) 10 30 50 

Tempo  X2 (h) 18 24 30 

Glutamina  X3  (g/L) 0 0,5 1 

Ensaio no.            X1                       X2                                 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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Tabela 3: Efeito da ausência de componentes no meio mínimo e das condições de cultivo na 
produção de glutaminase (U/L) 
 

                                 Condições de cultivo 
 
                        18h                                            24h 
 

 
Componente ausente 

  
 
 

Estático 
 

Agitação 
 

 Estático 
 

Agitação 
 

(NH4)2SO4 4,69 2,83 6,95 6,63 
KH2PO4 5,89 3,38 7,87 5,93 
K2HPO4 6,25 4,56 8,44 5,36 
MgSO4 5,45 4,91 6,12 8,13 

Glutamina 3,47 4,91 5,39 5,74 
 

 

Tabela 4: Resultados da Análise estatística para produção 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 interação entre os tratamentos – Teste de Tukey. 

 

Trat Sem agitação 
(1) 

Com agitação 
(2) 

Sem agitação 
(3) 

Com agitação 
(4) 

(1) 18 h  0,960783 0,000569 0,018481 

(2) 24 h 0,960783  0,000295 0,006204 

(3) 18 h 0,000569 0,000295  0,385344 

(4) 24h 0,018481 0,006204 0,385344  
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Tabela 6: Valores experimentais para produção de glutaminase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ensaio no. 

    
Glicose     Tempo        Glutamina 
  (g/L)                 (h)             (g/L) 

 
Glutaminase (U/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  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 61

Figuras 
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Figura 1 – Gráfico de Parity mostrando os valores preditos versus obtidos de atividade de   
glutaminase 

 

 

 

Figura 2 – Contorno da superfície de resposta do tempo e glutamina para produção de 
glutaminase (concentração constante de glucose - 30 g/L) 
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Figura 3 – Cinética da produção de glutaminase por  Zymomonas mobilis em glicose 30,0731 
g/L e de glutamina 0,723 g/L  ●Biomassa (g/L.10), Glutaminase (U/L), □ Etanol(g/L) e     
■ Açúcares redutores totais - Consumo de Glicose durante o crescimento do microrganismo. 
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