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Introducéao

A glutaminase, por ser uma enzima utilizada na
industria de alimentos como intensificadora de sabor
e possuir potencial de aplicagdo no tratamento de
leucemia, tem sido alvo de diversas pesquisas. A
busca por novas fontes produtoras de enzimas vem
sendo constante, destas, as microbiologicas tém
recebido especial aten¢do. A bactéria Zymomonas
mobilis, utilizada principalmente na producdo de
etanol, sorbitol e levana, apresentou-se como
potencial produtora da glutaminase. O objetivo do
trabalho foi otimizar, através da utilizagdo do
delineamento Box-Behnken e do método Complex, as
quantidades de glicose, glutamina e o tempo de
fermentacdo, tendo como resposta a glutaminase
produzida pelo microrganismo.

Resultados e Discussao

Para investigar o efeito de trés Vvariaveis
independentes sobre a producdo de glutaminase, foi
empregado um delineamento fatorial 3 incompleto.
As variaveis independentes foram analisadas em 3
niveis de variacdo, sendo para glicose (x;) 10g/L,
30g/L e 50g/L, para o tempo de fermentacdo (x,) de
18, 24 e 30 horas e para glutamina (x3) 0 g/L, 0,5g/L e
1 g/L. O processo fermentativo foi conduzido a 30°C,
com inéculo em concentracdo de 0,2 g/L de células
de Zymomonas mobilis. Foi escolhida e analisada a
variavel dependente glutaminase (Y 1)

O modelo obtido pelo delineamento fatorial de Box-
Behnken?® est4 mostrado a seguir.

Y,= - 53,9699 + 0,1022x,+ 4,9235x,+ 3,2438X 3

- 0,0016x,° —0,1017x,” — 2,2157x 5.

O coeficiente de determinacéo total (R?), para o
modelo ajustado, foi de 93%. A andlise de variancia
indicou que as estimativas dos coeficientes da
regressdo sao significativas em nivel de 5%, com
excecdo do termo quadratico da concentracdo de
glutamina. A variavel mais importante foi o tempo de
cultivo e, para este modelo, a falta de ajuste foi ndo
significativa (p=25,73%), indicando que ele pode ser
utilizado para fins preditivos.

A regido de combinacdo binaria entre os fatores
pode ser observada através da superficie de contorno
apresentada na figura 1, com resposta esperada para
a glutaminase de 8,41 UJ/L.
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Figura 1. Contorno da superficie de resposta para a
glutaminase produzida, fixando-se a concentracéo de
glicose em 30g/L.

O programa computacional Otplex, empregado na
otimizacdo da equagéo preditiva oriunda da superficie
de resposta, utiliza o método Complex', que consiste
em um procedimento recorrente que permite a
imposicdo de restricdes explicitas e implicitas, tanto
para as variaveis independentes como para as
dependentes (respostas), e, com poucas iteragoes,
tende a um valor 6timo. A otimizacdo (maximizacao)
da resposta investigada, através do método Complex,
apresentou x;=30,0731 g/L; x,=24,1931 horas e
X3=0,723 g/L, tendo como resposta esperada
Y,=8,44U/L. Para validar o modelo, o experimento
com as variaveis independentes no ponto 6timo foi
executado obtendo-se uma resposta de glutaminase
de 8,86 U/L, que é um valor muito proximo aquele
obtido pelo método numérico aplicado.

Conclusdes

A metodologia de superficie de resposta e o método
Complex, que permite a possibilidade de inclusdo de
restricbes, mostraram-se ferramentas eficientes na
otimizagdo das condigbes de producdo de
glutaminase.
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