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Morder o fruto amargo e ndo cuspir
mas avisar aos outros gquanto é amargo,
cumprir 0 trato injusto e ndo falhar
mas avisar aos outros quanto € injusto,
sofrer 0 esquema falso e ndo ceder
mas avisar aos outros quanto é falso;
dizer também que sdo coisas mutaveis...
E quando em muitos a nocdo pulsar
— do amargo e injusto e falso por mudar —
entdo confiar & gente exausta o plano
de um mundo novo e muito mais humano.

Tarefa - Geir Campos
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OLIVEIRA, Marcos Roberto. Avaliacdo estatistica da producéo de levana por Zymomonas mobilis
ATCC 31821 utilizando fontes de carboidratos regionais e de baixo custo. 2005. 87f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A utilizacdo de substratos alternativos regionais e de baixo custo torna-se muito interessante, pois além
da facilidade de aquisicdo apresenta um custo relativamente baixo. Neste estudo analisou-se através
de instrumentos estatisticos a producéo do exopolissacarideo levana pelo microrganismo Zymomonas
mobilis ATCC 31821, variando-se a fonte de carbono (sacarose comercial, caldo e melago de cana-de-
aclcar) e os constituintes do meio de fermentacdo. No meio de melago ocorreu uma queda na
producdo de levana (2,533 g.L1) quando comparado aos meios de sacarose comercial (21,685 g.L1) e
caldo (15,456 g.L1). No meio de sacarose comercial 0 extrato de levedura e o fosfato de potassio foram
significativos na producéo de levana e no meio de caldo o extrato de levedura e o sulfato de magnésio.
Embora o caldo de cana-de-agUcar produza em torno de 28,724% a menos de levana em comparagédo
a sacarose comercial, a producéo de biomassa no caldo é 2,76 vezes maior que na sacarose comercial
(0,857g.L1 e 2,366 g.L1) o que poderia justificar uma produgdo acoplada de levana e biomassa de
Zymomonas mobilis. No emprego de substratos alternativos e complexos em biotecnologia, séo
necessarios estudos para avaliar a composicdo destes meios, evitando a suplementagdo
desnecessaria com vitaminas e sais minerais, quando utiliza-se as formula¢fes dos meios definidos
para 0s meios complexos.

PALAVRAS-CHAVE: Zymomonas mobilis, levana, caldo de cana-de-aglcar, melago de cana-de-
aclcar, planejamento estatistico.



OLIVEIRA, Marcos Roberto. Statistical study of levan production by Zymomonas mobilis ATCC
31821 using regional low-cost carbohydrate sources. 2005. 87f. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Londrina Stat University — Londrina.

ABSTRACT

The use of alternative regional low-cost substrates has become very interesting because in addition to
the ease of acquisition it presents a relatively low cost. In this study using statistical instruments, the
exopolysaccharide levan production by the Zymomonas mobilis microorganism was analyzed varying
the carbon source (commercial sucrose, molasses and sugar cane syrups) and the fermentation
medium constituents. There was a decrease in levan production in the molasses medium (2.533 gL1)
when compared to the commercial sucrose (21.685 gL1) and syrup (15.456 gL1) media. Yeast extract
and KH.PO4 were significant in the commercial sucrose medium for levan production and in the syrup
medium the yeast extract and MgSO4 were significant. Although sugar cane syrup up produced about
28.724% less levan compared to commercial sucrose, biomass production in the syrup was 2.76 times
greater than in commercial sucrose (0.857 gL1 and 2.366 gL1) that could justify joint levan and Z.
mobilis biomass production. Studies are needed on the use of alternative substrates and complexes in
biotechnology to assess the composition of these media, avoiding unnecessary supplementation with
vitamins and minerals salts, when using the formulations of the mediums defined for the complex
mediums.

Keywords: Zymomonas mobilis, levan, sugar cane molasses, sugar cane syrups, factorial planning.
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1 INTRODUCAO

Levana € um exopolissacarideo também conhecido como frutoligosacarideo,
formado por polimeros de frutose ligados através de ligagdes frutofuranosidicas, sendo produzida a
partir da reacdo de transfructolizacao catalisada pela enzima levanasacarase ( 2,6-frutose; D-glicose-
1-frutosiltransferase, E.C. 2.4.1.10). Sdo produzidas por diversos microrganismos como: Baccilus

subtilis, Aerobacter levanicum, Erwinia herbicola, Streptococcus salivarus e Zymomonas mobilis.

A levana possui uma grande variedade de aplicaces importantes. Na medicina
pode ser utilizada como agente hipo-colesterolémico, agente anti-tumoral, imunomodulador,
antiinflamatdrio e substituto de plasma. Na area de alimentos, possui diversas aplicacdes como: fonte
de di-frutofuranoses, frutose e frutooligossacarideos, agente emulsificante, agente encapsulante,

carreador de cores e sabores e substituto de gorduras.

A producéo biotecnoldgica de levana através de processos fermentativos utilizando
a bactéria Z. mobilis tornou-se atraente e promissora com 0S avangos nos conhecimentos sobre
fisiologia, bioquimica e metabolismo desta bactéria. Diversos autores destacam-na como promissora

candidata a producédo em larga escala.

A bactéria Z. mobilis é um bastonete gram-negativo, que ocorre geralmente aos
pares e nao forma esporos, capsula, lipidios intracelulares ou glicogénio. Sdo organismos anaerdbios
facultativos que utilizam somente glicose, frutose e sacarose como fonte de carbono. Na fermentacao
da sacarose por Z. mobilis, esta é hidrolisada predominantemente por duas enzimas extracelulares,
uma levanasacarase de baixa atividade especifica (SacB) e uma sacarase de alta atividade especifica

(SacC), enquanto que a formacdo de levanas é catalisada exclusivamente pela levanasacarase (SacB).
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A enzima levanasacarase pode estar ligada diretamente a parede celular da
bactéria ou livre no meio de fermentacdo. As reacdes catalisadas pela enzima levanasacarase
(liberagdo de frutose, formacéo de oligossacarideo e formacao de levana) sdo diferentemente afetadas
pelas condicbes do meio de fermentagdo (temperatura, concentracdo de sacarose e osmolaridade

salina).

Com a intencédo de se diminuir custos de producao e utilizar fontes alternativas de
substratos tém-se empregado caldo de cana-de-aglcar, melaco de cana-de-agUcar, aglcar de
beterraba, melago de acucar de beterraba, silagem de arroz e soro de leite, na obtengdo de produtos
de interesse biotecnoldgico. O caldo de cana-de-acucar e 0 melago de cana-de-agucar sdo substratos
complexos com uma alta concentracdo de sacarose com uma grande variedade de sais que séo
necessarios para producdo de metabolitos de interesse industrial. Na fermentagdo por Z. mobilis, a
osmolaridade do meio € um fator essencial para a producdo de sorbitol e levana. Os sais de sodio e
potassio levam a um aumento na sintese de sorbitol e levanas devido ao efeito de osmoprotecao da

célula.

A utilizacdo de instrumentos estatisticos como o planejamento experimental e a
metodologia de superficie de resposta tém sido utilizados por diversos autores na area de
biotecnologia. O planejamento experimental permite aprimorar e aperfeicoar produtos e processos,
reduzindo os custos de desenvolvimento e producdo, pois permite diminuir o nimero de ensaios na
etapa de desenvolvimento, e possibilita 0 estudo de um nimero consideravel de fatores a0 mesmo
tempo. Pode-se avaliar as interag@es entre estes fatores e obter 0s niveis 6timos de producdo, com

ISSO conseguir uma maior precisdo dos resultados e otimiza¢éo da producao.



Considerando que:

- 0 Brasil € um grande produtor de cana-de-acucar, 0 que gera substratos como a
sacarose, o caldo e melaco de cana de aglcar com altos teores de sacarose, de facil aquisicao e baixo
custo;

- a levana possui importantes aplicacfes em areas de grande interesse econdmico;

- a Z. mobilis apresenta um metabolismo promissor para a producéo de levana;

Este trabalho visou avaliar atraves de instrumentos estatisticos a utilizacdo destes
substratos (sacarose comercial, caldo de cana de aglcar e melago) e os constituintes do meio de

fermentacdo para a producdo do exopolissacarideo levana pelo microrganismo Z. mobilis ATCC 31821.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar através de instrumentos estatisticos a producdo do exopolissacarideo
levana pelo microrganismo Z. mobilis ATCC 31821, variando-se a fonte de carbono (sacarose

comercial, caldo de cana de aglcar e melaco) e os constituintes do meio de fermentagéo.

2.2 Objetivos Especificos

- Definir estatisticamente a melhor concentragdo de agucares e o tempo de cultivo

para a producgéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821 em meio de sacarose.

- Avaliar a utilizacdo de sacarose, caldo e melago de cana-de-aglcar como fontes
de carbono e a influéncia dos constituintes do meio de fermentacao para a producéao de levana por Z.

mobilis ATCC 31821.

- Avaliar por metodologia estatistica o efeito das varidveis: tempo de fermentacéo,
concentracdo de aclcares e constituintes do meio de fermentacdo na producdo de levana por Z.

mobilis ATCC 31821.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Exopolissacarideos

Um grande nimero de microrganismos, incluindo, bactérias, algas, leveduras e
fungos, podem produzir exopolissacarideos (biopolimeros extracelulares de sacarideos) (SAUDE;
JUNTER, 2002) que estdo diretamente relacionados aos processos de infec¢do, adaptacdo ambiental
(WEI et al, 1996), adesdo e protecdo celular dos microrganismos (MURALIDHARAN,;
JAYACHANDRAN, 2003; MONSAN et al., 2001). Constituem-se, na verdade, de uma bem sucedida
estratégia evolutiva permitindo a sobrevivéncia dos microrganismos em condicbes ambientais

adversas e extremas (SELBMANN et al., 2002).

A exploracdo comercial dos exopolissacarideos depende de suas caracteristicas
reoldgicas (MURALIDHARAN; JAYACHANDRAN, 2003), estando estas caracteristicas intimamente
ligadas as suas atividades bioldgicas (JUNG et al., 1997; KULICKE; LETTAU; THIELKING, 1997). As
caracteristicas reoldgicas dos exopolissacarideos dependem do seu tamanho molecular, carga,
composicdo dos monossacarideos, grau de ramificacdo e tipo de ligagdo glicosidica (KORAKLI et al.,
2000), além dos meios de crescimento e do tipo de microrganismo que os produzem (FRANZ, 1989;

00I; LIU, 2000).

Nas Ultimas décadas varios exopolissacarideos vém sendo pesquisados devido a
suas caracteristicas e campos de aplicacdo (JANG et al., 2001), tornando-se gradualmente
competitivos economicamente com as gomas naturais de origem vegetal e de algas
(MURALIDHARAN; JAYACHANDRAN, 2003), uma vez que ndo dependem de condicbes sazonais

para a produgdo e sdo de facil recuperacéo e purificacdo (SEVIOUR et al., 1992).



3.2 Levana

Descrita na literatura em 1930 por Hibert e Tipson (HIBERT; TIPSON, 1930), a
levana &€ um exopolissacarideo constituido por um polimero de frutose ligado atraves de ligaces
frutofuranosidicas, produzida pela reacdo de transfructolizacdo catalisada pela enzima levanasacarase
(B-2,6 frutana: D-glicose-frutosil transferase, EC. 2.4.1.10). A cadeia principal & composta de residuos
de B-D-frutofuranosil ligados por ligagcbes P(2-6) e ramificagbes com ligacbes P(2-1), possuindo
provavelmente uma estrutura dendritica formando uma macromolécula de forma globular (SIMMS;

BOKYO; EDWARDS; 1990), na Figura 1 é mostrada a estrutura quimica da levana.

-+—CH 0 O—(;H2 0 O——CH2 o o—>
H o H 0 H 0
H CH,0H H CH, H CH,OH
2 2
OH H OH OH H
A ramificacdo € ligada a

Aramificacdo e a cadeia — ~——o cH2 o)
principal contém ligacOes
B (2-6) H o)
H CH,OH
OH

O cadeia principal através de
ligagdes R (2-1)

Figura 1 - Estrutura quimica da levana (SIMMS, BOKYO, EDWARDS 1990).

O processo de biossintese da levana é extracelular e utiliza somente a sacarose
como substrato especifico, sendo a enzima levanasacarase, uma glicosil-transferase, responsavel
pela sintese deste polimero (VUYST; DEGEEST, 1999). A levanasacarase (SacB / LevU) atua como
uma hidrolase da sacarose e como uma frutosil-polimerase, para a formagéo de levana (OSEGUERA,
GUERECA; LOPEZ-MUNGUIA, 1996; CHAMBERT; PETIT-GLATRON, 1993; SANGILIYANDI et al.,
1999). Geralmente sdo encontradas ligadas a parede celular e ou livies no meio de cultura

(CHAMBERT; PETIT-GLATRON, 1993). A enzima levanasacarase também possui atividade hidrolitica



sobre a levana, sendo esta atividade interrompida nos pontos de ramificagdo (CHAMBERT; PETIT-

GLATRON, 1993).

A levana provavelmente funciona como fonte de armazenamento de carboidratos
para 0s microrganismos, quando as fontes de carboidratos intracelulares e extracelulares tornam-se
baixas e inadequadas para a célula bacteriana, a enzima levanase pode hidrolisar a levana presente
no meio, formando frutose e frutooligossacarideo (MIASNIKOV, 1997; YUN, 1996) que sdo utilizados

para obtencdo de energia pela célula bacteriana (BERGERON; MOROU-BERMUDEZ; BURNE, 2000).

Embora a levana resulte de metabolismo microbiano, polimero similar é produzido
por vegetais superiores, servindo como reserva de carboidratos e presumidamente aumenta a
propriedade de resisténcia dos vegetais ao congelamento e ressecamento (PONTIS; DELL
CAMPILLO, 1985). O grau de ramificacdo e 0 peso molecular dependem de sua origem. Levana de
baixo peso molecular com o minimo de ramificacdo pode ser encontrada em gramineas, em contraste,
a produzida por bactérias, € caracterizada por um alto peso molecular, o qual pode exceder a 107 kDa,
correspondendo aproximadamente a 60.000 residuos de frutose (MURO et al., 2000; CLARKE et al.,

1990).

Diversas bactérias pertencentes a diferentes géneros sao descritas como
produtoras de levana quando crescem em meio contendo sacarose. Dentre estas bactérias tém-se:
Baccilus subtilis, Aerobacter levanicum, Erwinia herbicola, Streptococcus salivarus e Zymomonas
mobilis (MIANISKQV, 1997), sendo a bactéria Z. mobilis, considerada uma promissora candidata a

producdo industrial em larga escala (ANANTHALAKSMY; GUNASEKARAN, 1999a).
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A levana possui diversas aplicacBes industriais e alimenticias (HAN; CLARKE,

1990) tais como: producdo de Di-frutofuranoses (SONG et al., 2000); separacdo e purificacdo de
liquidos biologicos (CHUNG et al., 1997); agente anti-tumoral (CALAZANS et al., 1997; YOO et al.,
2004); agente emulsificante; coadjuvante de formulagdes; agente encapsulante; carreador de cores e
sabores (ILAN, 1990); agente hipo-colesterolémico (YAMAMOTO et al., 1999); agente emulsificante e

substituto de gorduras (VIIJN; SMEEKENS, 1999).

O interesse na producéo industrial de levana tem aumentado nos Ultimos anos,
sendo que novas metodologias de producdo estdo sendo pesquisadas e desenvolvidas (AMMAR et
al., 2002); a dificuldade de se obter longas cadeias e complexos ramificados de frutana e levana tem
limitado as suas aplicagbes (VIJN; SMEEKENS, 1999). Levana e frutoligossacarideo podem ser
produzidos como subprodutos de valor agregado, nas destilarias de alcool utilizando a sacarose como

substrato (BEKERS et al., 2002).

3.3 Microrganismo produtor: Zymomonas mobilis

Z. mobilis € uma bactéria em forma de bastonetes, gram negativos com 2 a 6 um
de comprimento por 1 a 1,4um de largura (Figura 2), geralmente ocorrem aos pares e ndo formam
esporos, capsulas, lipideos intracelulares ou glicogénio. Possuem mobilidade através de flagelos
polares (que podem ser em nimero de 1 a 4), sendo que a mobilidade pode ser perdida
espontaneamente. Sao microrganismos anaerdbicos que suportam ambientes microaerdfilos. Foram
inicialmente isoladas como contaminantes de bebidas alcodlicas como vinho de palmeiras africanas,

polgue mexicano e cerveja em paises europeus (SHIMMWELL, 1937).



Figura 2 — Microscopia eletrdnica de células de Z. mobilis ATCC 31821 (PALHA et al. 2002).

S8o bactérias etanologénicas que produzem diversos subprodutos quando
crescem no meio contendo sacarose como: levana, sorbitol, &cido glucénico e fruto-oligossacarideo
(BEKERS et al., 2001; SPRENGER, 1996). Estes subprodutos causam uma significativa diminui¢do na
eficiéncia na producdo de etanol, perda de sacarose e problemas de filtragdo em equipamentos

(VUYST; DEGEEST, 1999; SANGILIYANDI; GUNASEKARAN, 1998).

Utilizam como fonte de carbono somente os agucares glicose, frutose e sacarose
(ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999b; MURO et al., 2000) e possuem tolerancia a altas
concentracfes de aclcar (400 g/L) e etanol (SPRENGER, 1996). No processo de fermentacdo
alcoolica, Z. mobilis € capaz de converter os substratos glicose e frutose em quantidades equimolares
de etanol e dioxido de carbono. Z. mobilis mantém além de sua capacidade fermentativa, funcbes da

cadeia transportadora de elétrons crescendo bem em ambientes microaerdfilos (SPRENGER, 1996).
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O género Zymomonas constitui 0 Gnico género de bactérias que, em condi¢oes

anaerdbias, utilizam a via de Entner-Doudoroff, uma via que é exclusiva de microrganismos aerobios
(KERSTERS; DE LEY, 1968). A via de Entner-Dourdoroff € uma via mais primitiva do que a via de
Embden-Meyerhof-Parnas, possuindo igual importancia no fornecimento de percursores metabdlicos
para as vias de biosintese; a via de Entner-Dourdoroff envolve a clivagem de 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfogluconato (KDGP), atraves da enzima KDGP aldolase para a formacéo de gliceraldeido-3-fosfato,
apos a etapa de clivagem, a via segue as mesmas etapas da via de Embden-Meyerhof-Parnas

(CONWAY, 1992).

O metabolismo da sacarose em Z. mobilis esta relacionado a trés enzimas
sacarases: levanasacarase extracelular (SacB / InvU), sacarase extracelular (SacC / InvB) e sacarase
intracelular (SacA / InvA); no Quadro 1 estéo relacionadas as localizagdes e funcdes das trés enzimas
sacarases de Z. mobilis (SANGILIYANDI; RAJ; GUNASEKARAN, 1999a ; AIT-ABDELKADER et al.,

2000 ; KANNAN; SANGILIYANDI; GUNASEKARAM, 1997 ; SPRENGER, 1996).

Na fermentacdo da sacarose por Z. mobilis, esta € hidrolisada predominantemente
pelas duas enzimas extracelulares, uma levanasacarase de baixa atividade especifica (SacB / LevU) e
uma sacarase de alta atividade especifica (SacC / InvB), enquanto que a formacdo de levana é
catalisada exclusivamente pela levanasacarase (SacB / LevU) (O'MULLAN; SZAKACS-DOBOZI;

EVELEIGH,1991).



11

Enzima Localizacéo Funcéo
Sacarase Intracelular Ainda ndo compreendida, nunca se evidenciou o transporte de sacarose para
SacA (InvA) dentro da célula, possivelmente um ancestral em comum perdeu 0 mecanismo de

transporte da sacarose.

Levansacarase SacB | Extracelular | Hidrolise da sacarose com baixa atividade especifica, formando glicose,

(LevU) frutoligosacarideo e levana.
Sacarase Extracelular | Hidrélise da sacarose com alta atividade especifica.
SacC (InvB)

Quadro 1 - Localizag&o e fungéo das 3 sacarases de Z. mobilis que participam do
metabolismo da sacarose(SANGILIYANDI; RAJ; GUNASEKARAN, 1999a ; AIT-ABDELKADER et al.,

2000 ; KANNAN; SANGILIYANDI; GUNASEKARAM, 1997 ; SPRENGER, 1996).

A bactéria Z. mobilis quando cresce em meio de sacarose consome
preferencialmente glicose, fazendo com que ocorram aciimulos significativos de frutose no meio de
fermentacéo que levam a conversao da frutose em levana atraves da levanasacarase (PARKER et al.,
1997). Estudos do mecanismo enzimatico da utilizacdo de sacarose por Z. mobilis demonstraram que
durante o crescimento do microrganismo em meio contendo sacarose ocorre a formagdo de levana,
com um baixo crescimento celular, sensivelmente menor do que em concentracdes equivalentes de
glicose e frutose, e que a bactéria produz levana a partir de sacarose, mas nao a partir de glicose e
ou frutose (DAWES et al., 1966). Existe uma correlacdo entre produtividade especifica de levana e
concentracdo de ATP em Z. mobilis, provavelmente significando que altos niveis de energia no

metabolismo séo favoraveis para a producédo de levana (VIGANTS; ZIKMANIS; BEKERS, 1996).

O conhecimento do metabolismo celular e das necessidades nutricionais
fundamentais das células sdo fatores importantes para a elaboracdo de meios de cultura que
assegurem a sobrevivéncia e crescimento das células microbianas e promovam a formacgdo de

produtos com interesse biotecnoldgico. No caso da bactéria Z. mobilis, 0 meio além de ter de fornecer
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sacarose como fonte de aglcar que possa ser convertida em levana, devera fornecer também os

nutrientes necessarios para o crescimento celular. No Quadro 2 estdo indicadas as principais

necessidades nutricionais da Z. mobilis, algumas fungdes e limitacbes dos nutrientes (ANDRADE,

2000).
Composto Fonte Funcdes Limitacbes
C,HeO. Glicose, frutose, ou Estes elementos essenciais para a | Em excesso podem inibir o crescimento
fontes complexas de constitui¢do celular, sendo | celular.
carboidratos, como: essenciais para o crescimento das
melacos de beterraba e | células.
da cana-de-agUcar.
N Peptideos, aminoAcidos, | A utilizagdo de peptideos e | Os nitritos e nitratos ndo séo assimilados
uréia, e sais de aménia. | aminoacidos produz altos | pelas Z. mobilis. E preciso ter uma
rendimentos na producdo de | atencdo especial com relagdo a variagao
etanol. Pode-se utilizar uréia como [de pH provocada pela adicdo de
fonte de N devido ao seu baixo | algumas fontes de N.
custo. Ex: a utlizagdo do NHsSOs leva a
formacéo de H2S0s.
Quando se utiliza uréia é necessario se
adicionar biotina para que esta possa ser
rapidamente assimilada.
S Sulfatos, sulfitos, 50% do enxofre que constitui as | -
metionina, tiamina e células provém dos sulfatos e da
pequenas quantidades | metionina, enquanto que a origem
de cisteina. do restante é desconhecida.
PO~ HsPO4 e KH2PO4 Os fions fosfato facilitam o |A limitagdo de ions fosfato pode implicar
catabolismo das células. Utilizar o | em uma reducdo de 20% na atividade
KH2NH; fornece também potéssio. | catabélica das Z. mobilis. Concentrages
muito elevadas de KH:PO: inibem o
crescimento destas bactérias.
fons MgClz, MgS04.7H20, Os ions Mg+ sdo importantes na|A adicdo de numerosos compostos
metélicos NaCl, e outros prevencdo da degradagdo do RNA | metélicos estimula o crescimento dos
e no prolongamento da viabilidade | microorganismos, contudo em
celular das Z. mobilis. concentragbes muito elevadas podem
Com concentragbes elevadas de | diminuir a velocidade de crescimento. A
fons magnésio verifica-se  um | adicdo em excesso de NaCl pode inibir o
aumento da fase exponencial de | crescimento das células.
crescimento das células.
Vitaminas e Acido pantoténico, As vitaminas e fatores de|As necessidades das Z. mobilis, em
fatores de biotina e ocasionalmente | crescimento sdo necessarios em |vitaminas e fatores de crescimento,

crescimento

outros fatores de
crescimento.

pequenas quantidades para o
funcionamento normal do
metabolismo celular. Para as Z.
mobilis, a adicdo em excesso
destes compostos ndo é toxica.

dependem muito das cepas e da idade
das culturas.

Quadro 2 - Necessidades nutricionais da Z. mobilis (ANDRADE, 2000).




3.4 Producdo de levana

A produgdo de levana tem sido amplamente estudada em Baccilus subtillis e Z.
mobilis (SANGILIYANDI; RAJ; GUNASEKARAN, 1999b), sendo que o processo de fermentagcdo mais
utilizado € em batelada, que tem a vantagem de acelerar a taxa de crescimento celular e facilitar a
recuperacdo do produto (VIIKARI, 1986; BEKERS et al., 2001, ANANTHALAKSHMY;
GUNASEKARAN, 2001; CALAZANS et al., 2000). A producdo de levana por Z. mobilis ocorre na
auséncia ou baixa taxa de crescimento celular (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999c) e esta
sempre relacionada a baixas produtividades de etanol, sendo considerada um produto indesejado que
contribui para a diminuicio da produc&o de etanol a partir da sacarose (FALCAO DE MORAES et al.,

1993).

A temperatura € 0 pH desempenham um papel importantissimo na formacédo de
produtos em processos fermentativos. Na fermentacdo de sacarose por Z. mobilis, esta formacéao de
produtos esta intimamente relacionada a taxa de hidrélise da sacarose que depende da temperatura
do processo fermentativo e pH (LOPES et al., 1991; LYNESS; DOELLE, 1981; LYNESS; DOELLE,
1983). A temperatura 6tima para o processo fermentativo de producdo de levana tem sido descrito
como 25 °C (ANANTHALAKSHMY, GUNASEKARAN, 1999b), sendo que acima de 30 °C, a sintese
de levana é substancialmente inibida. Diversos autores relatam que o pH 6timo para a producdo de
levana é 5,0, com pouca formacdo em pH 6,5 quando a taxa de hidrdlise de sacarose € alta (DOELLE

etal., 1993).

Segundo Bekers e colaboradores (2002) para a producdo de levana a
concentracdo de sacarose do meio de fermentacdo e a temperatura do processo fermentativo sdo 0s

dois fatores mais importantes que regulam a atividade da levanasacarase e conseqlientemente a
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sintese de levana. A presenca de sacarose no meio de cultura é um fator essencial para que ocorra a
producdo de levana, ndo sendo observada a producdo em meios contendo somente glicose e ou

frutose como fonte de carbono (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999c).

Doelle e colaboradores (1993) afirmam que a produgdo de levana é notadamente
diminuida quando ocorre a adicdo de glicose ao meio de cultura, pois a levanasacarase é
drasticamente inibida. Entretanto a adicdo de levana de baixo peso molecular aumenta a taxa de
sintese de levana por agir como um iniciador de cadeia. A formacéo de levana durante a fermentacéo,
depende da razdo de hidrélise da sacarose, ou seja, dos niveis de sacarose, glicose e frutose no meio;
uma alta taxa de hidrélise de sacarose com acumulo de aglicares monoméricos conduz a uma baixa

producdo de levana (VIIKARI; GISLER, 1986).

Outros fatores podem influenciar a producdo de levana como: presenca de levana
pré-formadas, forca ibnica e constante dielétrica do meio de reagcdo (CHAMBERT; PETIT-GLATRON,
1993). A producdo de levana € aumentada quando condicdes limitantes de crescimento séo aplicadas
ao microrganismo, como a auséncias de biotina, acido pantoténico e ou (NH4)2SO4 no meio de cultura

(MURO et al., 2000).

A osmolaridade do meio é um outro fator extremamente essencial para a produgéo
de levana, os sais de sodio e potassio levam a um aumento na sintese de levana e sorbitol,
possivelmente devido a um efeito de osmoprotecdo da célula (BEKERS et al., 2001), Singh e Fett
(1995) descreveram que 0 aumento na osmolaridade do meio de fermentacdo estimulou a producéao

de levana em linhagens de Pseudomonas (SINGH; FETT, 1995)

14



Vigants e colaboradores (1998) estudaram o efeito do cloreto de sodio sobre a
atividade de levanasacarase de Z. mobilis e observaram que a adi¢do de NaCl e KCI, ao meio de
cultivo estimula a sintese de levana, sendo que este estimulo pode ser devido a diversos fatores
como: influéncia direta dos sais na ativacdo do gene da levanasacarase, estimulo a secre¢do de
levanasacarase no meio de cultura e ativagdo direta da levanasacarase pelo NaCl e KCI. A ativacao
direta da enzima levanasacarase pelo NaCl e KCI é maior em baixas concentracfes de substrato

sacarose (VIGANTS et al., 1998).

3.5 Substratos: Caldo e melago de cana-de-agUcar.

Diversos autores nos ultimos anos tém dado enfoque a producdo de metabdlitos
biotecnoldgicos utilizando fontes alternativas de substratos procurando reduzir custos de producéo e
impactos ambientais no caso desses substratos serem residuos agorinddstriais. Dentre alguns
substratos utilizados podemos citar: caldo de cana-de-agucar (HAN; WATSON, 1992), melaco de
cana-de-aglicar (CAZZETA et al., 2005), melago de beterraba (BEKERS et al., 2001), silagem de arroz

(BEKERS, 2002) e soro de leite (MACEDO et al., 2002).

Para a producdo de levana autores descrevem a utilizacdo de substratos
alternativos. Han e Watson (1992) utilizaram Bacillus polymyxa em caldo de cana-de-agucar e melago
de beterraba, observando que a producéo de levana poderia ser aumentada com a adi¢do de peptona.
Bekers e colaboradores (2001a) utilizaram como substrato alternativo xarope de beterraba observando
que a suplementacdo com extrato de levedura e minerais estimulavam o crescimento e a sintese de
levana. Porém ao utilizarem suco e xarope de beterraba sem adi¢cdo de vitaminas ou sais, obtiveram

uma baixa producéo de levana.
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O caldo e 0 melaco de cana-de-aglcar s@o substratos complexos com uma alta
concentracdo de sacarose com uma grande variedade de sais que sdo necessarios para producédo de
metabolitos de interesse industrial. A producdo mundial de cana-de-agucar esta diretamente
relacionada com a produgdo de acucar e encontra na beterraba agucareira seu grande competidor
mundial. A produ¢do mundial situou-se, entre 1993 e 1995, na faixa de 112 milhdes de toneladas,
destacando-se como principais produtores Brasil, Tailandia, Australia, Cuba, india e CEE (beterraba).
O Brasil possui uma posicao privilegiada na producédo de cana-de-agucar (Tabela 1) e conta com uma
avancada tecnologia de producéo de alcool anidro a partir da cana-de-acucar. Tem 0 menor custo de
producdo do mundo e ainda possui potencial de expansdo de &rea plantada e de produtividade

(PESSOA, 2000).

Tabela 1- Producdo de cana-de-acucar no Brasil, por Regido, 1995/2000 (PESSOA, 2000).

Estados/Anos 1995 1996 1997 1998 1999 2000 Var % a.a
Parana 19.350 21.000 23.000 24.500 26.000 28.000 7,7
Séo Paulo 174.180 180.000 185.000 190.000 195.000 200.000 2,8
Minas Gerais 16.726 17.000 18.000 19.000 19.500 20.000 3,6
Centro-oeste 19.267 21.000 24.000 27.500 31.000 34.000 12,0
Alagoas/Pernambuco 42.314 35.000 36.000 37.500 39.000 40.000 11
Outros 49.014 50.000 52.000 53.500 55.000 56.500 2.9
Total Brasil 320.851 324.000 338.000 352.00 365.500 378.500 3,4

*Producdo em milhdes de toneladas

O melago de cana-de-aglcar € um subproduto do refino do acucar, € um liquido
escuro viscoso que contém uma alta quantidade de aglcares que ndo podem ser cristalizados por
métodos convencionais. No Brasil, 0 melaco é enviado as destilarias como substrato para a producao
de etanol. O meio de fermentacdo para a producao de etanol normalmente € uma mistura de caldo e
melago de cana-de-aclcar (FALCAO DE MORAIS et al., 1993). Na Tabela 2 é mostrada a composic&o

média do melago de cana-de-agucar (CURTIN, 1983).



Tabela 2 - Composicao do melaco de cana-de-actcar (CURTIN, 1983).

17

COMPOSICAO DO MELACO DE CANA-DE-ACUCAR TEOR
Concentracdo de solidos — Brix (°B) 79,5
Sélidos totais (%) 75,0
Aclcares totais (%) 46,0
Proteinas (%) 3,0
Extrato livre de nitrogénio (%) 63,0
Lipidios totais (%) 0,0
Fibras totais (%) 0,0
Cinzas (%) 8,1

MINERAIS
Célcio (%) 0,8
Fosforo (%) 0,08
Potassio ( %) 2,4
Sadio (%) 0,2
Cloro (%) 14
Enxofre (%) 0,5
MINERAIS TRACO
Cobre (mg/Kg) 36,0
Ferro (mg/Kg) 249,0
Manganés (mg/Kg) 350
Zinco (mg/Kg) 13,0
VITAMINAS

Biotina (mg/Kg) 0,36
Colina (mg/Kg) 745,0
Acido pantoténico (mg/Kg) 21,0
Riboflavina (mg/Kg) 18
Tiamina (mg/Kg)” 0,9

O caldo de cana-de-acicar é uma fonte renovavel e relativamente barata de

sacarose, que € obtida a partir do esmagamento da cana-de-agUcar. No Brasil é o principal substrato

para a producdo de etanol e aglcar. Na Tabela 3 é mostrada a composi¢do do caldo de cana-de-

aclcar (COPERSUCAR, 2005).

No emprego de substratos alternativos e complexos em processos fermentativos,

como o caldo de cana-de-acucar ou 0 melago, sdo necessarios estudos para avaliar a composi¢éo

destes meios, evitando a suplementacao desnecessaria destes meios complexos com vitaminas e sais

minerais, quando se adapta as formulagdes de meios definidos aos meios complexos.



Tabela 3 - Composicdo média da cana-de-acucar (COPERSUCAR, 2005)
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COMPOSICAO MEDIA DA CANA-DE-ACUCAR

COMPOSICAO: TEOR
Agua 65-75
Aclcares 11-18
Fibras 8-14
Sélidos sollveis 12-23
PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA CANA-DE-ACUCAR

CONSTITUINTES: SOLIDOS SOLUVEIS (%)
Aclcares 75a93
Sacarose 70a91
Glicose 2a4
Frutose 2a4
Sais:

- de &cidos inorganicos 15a45
- de acidos organicos 10a3,0
Proteinas 05a0,6
Amido 0,001 a 0,05
Ceras e graxas 0,05a0,15
Corantes 3ab

Considerando o amplo campo de aplica¢do da levana, a capacidade produtora da

bactéria Z. mobilis, a possibilidade de utilizacdo de substratos regionais e de baixo custo e a

necessidade da otimizagdo destes meios de fermentacéo alternativos. Este trabalho visou analisar

através de instrumentos estatisticos a producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821, através do

estudo das variaveis: tempo de fermentacdo, concentracdo de acucares, tipos de substratos e

constituintes do meio.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para os experimentos foi a bactéria Z. mobilis ATCC

31821, cedida pelo Departamento de Bioquimica e Microbiologia da UNESP - Rio Claro.

4.1.2 Meios de cultura

4.1.2.1 Meio de preservacao

Constituinte

Concentragdo em g/L

Sacarose

Extrato de levedura
KH2PO4

(NH4)2S04
MgSO4(7H20)
Agar (Meio sélido)

20
2
1
1

05

20

4.1.2.2 Meio de obtencdo de inoculo

Constituinte

Concentracdo em g/L

Sacarose

Extrato de levedura
KH2PO4

(NH4) 2S04
MgSOs4(7H20)

100
2
2
1

05
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4.1.2.3 Meio de fermentacéo de sacarose (CALAZANS et al., 1997).

Constituinte Concentragéo em g/L
Sacarose 150

Extrato de levedura 2

KH2PO4 2

(NH4)SO4 1
MgSOs4(7H20) 0,5

4.1.2.4 Meio de fermentacéo de caldo de cana-de-acucar

O caldo de cana-de-agUcar foi previamente autoclavado, filtrado e os agUcares
redutores totais (ART) foram quantificados pelo método do Fenol Sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A
partir dessa dosagem corregdes foram realizadas com sacarose comercial até atingir a concentragéo
desejada de 250 g/L de ART. Este meio suplementado com os constituintes do meio de fermentagéo de

sacarose (4.1.2.3).

Constituinte Concentragdo em g/L
Caldo de cana-de-aglcar 250*

Extrato de levedura 2

KH2PO4 2

(NHz) 2S04 1
MgS04(7H20) 0,5

* concentragdo em g/L de ART.

4.1.2.5 Meio de melago de cana-de-agUcar

O melago de cana-de-agucar foi previamente pré-diluido, autoclavado, filtrado e os
acucares redutores totais foram quantificados pelo método do Fenol Sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A
partir dessa dosagem corregdes foram realizadas com diluigdes até atingir a concentragao desejada de
250 g/L de ART. Este meio foi suplementado com os constituintes do meio de fermentagéo de sacarose

(4.12.3)
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Constituinte Concentragdo em g/L
Melago de cana-de-agUcar 250

Extrato de levedura 2

KH2PO4 2

(NHz) 2S04 1
MgS04(7H20) 0,5

* concentragdo em g/L de ART.

4.2 Métodos

4.2.1 Planejamento estatistico

A anélise estatistica foi realizada em trés etapas:

- 18 Etapa:

Otimizagao da concentragdo de sacarose e tempo para a produgéo de levana.

- 22 Etapa:

Avaliagédo dos efeitos dos sais constituintes do meio na fermentagdo em sacarose,
para a produgéo de levana.

- 32 Etapa:

Avaliagéo das fontes de carbono complexas (caldo de cana-de-aglcar e melago de

cana-de-agucar) e suplementagdes com os constituintes do meio, para a produgéo de levana.

4.2.1.1 Planejamento estatistico: 12 Etapa.

Para esta etapa utilizou-se 0 meio de fermentacdo de sacarose descrito em 4.1.2.3,
onde se variou a concentragdo de sacarose (variavel independente X1) e tempo de fermentacdo
(variavel independente X»), utilizando-se para a otimizagéo o delineamento estatistico fatorial completo
do tipo 32 com duas repeti¢des verdadeiras no ponto central, totalizando 11 experimentos; o qual €

mostrado na Tabela 4 com as variaveis codificadas e decodificadas.
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Tabela 4 - Delineamento fatorial completo do tipo 32 com duas repeti¢des verdadeiras no ponto central
para avaliar o efeito da concentragdo de sacarose e tempo de fermentagao na producédo de levana
por Z. mobilis ATCC 31821.

ENSAIOS* VARIAVEIS CODIFICADAS VARIAVEIS DECODIFICADAS
Concentragdo de Tempo de
X1 X2 Sacarose Fermentagdo

(glL) (H)

01 -1 -1 150 12
02 1 0 150 18
03 1 1 150 24
04 0 -1 250 12
05 0 0 250 18
06 0 1 250 24
07 1 -1 350 12
08 1 0 350 18
09 1 1 350 24
10 0 0 250 18
11 0 0 250 18

*Ensaios aleatorizados.

4.2.1.2 Planejamento estatistico: 22 Etapa

Nesta etapa foram avaliados os efeitos dos constituintes do meio de fermentacao
de sacarose descrito em 4.1.2.3, na produgéo de levana por Z. mobilis, onde variou-se a presenca (+1)
e auséncia (-1) dos sais. O tempo de fermentacao (24 h) e a concentragéo de sacarose (250 g/L) foram
fixadas a partir dos resultados obtidos na 12 etapa do planejamento estatistico. Para a 22 etapa foi
utilizado o planejamento estatistico fatorial fracionado de resolu¢do IV do tipo 2 ' totalizando 8

experimentos, que é mostrado na Tabela 5 em variaveis codificadas e decodificadas.
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Tabela 5 - Planejamento fatorial fracionado de resolucao IV do tipo 241, para avaliar os efeitos dos
sais do meio de fermentagéo na producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821.

ENSAIOS* VARIAVEIS CODIFICADAS VARIAVEIS DECODIFICADAS
Extrato KH:POs  (NH4)2SOs  MgSOs Extrato KH:POs  (NHz)SOs  MgSO4
Levedura Levedura (g.LY (g.LY (g.LY
QLY
01 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0
02 1 -1 -1 1 2 0 0 05
03 -1 1 -1 1 0 2 0 05
04 1 1 -1 -1 2 2 0 0
05 -1 -1 1 1 0 0 1 0,5
06 1 -1 1 -1 2 0 1 0
07 -1 1 1 -1 0 2 1 0
08 1 1 1 1 2 2 1 0,5
*Ensaios aleatorizados.

4.2.1.3 - Planejamento estatistico 32 Etapa

Na 32 etapa avaliou-se a producao de levana por Z. mobilis utilizando-se as fontes
de carbono complexas: caldo de cana-de-agUcar e melago de cana-de-agUcar, como variaveis
qualitativas. Avaliaram-se também os efeitos dos constituintes dos meios de fermentagéo de caldo de

cana-de-agucar e melago de cana-de-agucar descrito respectivamente em 4.1.2.2 € 4.1.2.3.

O tempo de fermentacdo (24 h) e a concentragdo de agucares (250 g.L-') foram
fixados a partir dos resultados obtidos na 12 etapa do planejamento estatistico. Para a 32 etapa foi
utilizado o planejamento estatistico fatorial completo do tipo 25 totalizando 32 experimentos que é

mostrado na Tabela 6 em variaveis codificadas e decodificadas.
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Tabela 6 - Planejamento fatorial completo do tipo 25 totalizando 32 experimentos, para avaliar os
efeitos das fontes de carbono (caldo de cana-de-agUcar e melago de cana-de-aglcar) e  sais

constituintes dos meios de fermentacdo na producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821.

Ensaio*  VARIAVEIS CODIFICADAS VARIAVEIS DECODIFICADAS
X1 X2 X3 Xa Xs Fonte de Extrato de KH2PO4 (NH4)2S04 MgSOa4
Carbono Levedura (g.LY (g.LY) (g.LY)
@Lh
1 1 1 41 1 Melago 0 0 0 0,5
2 1 1T 1 4 Caldo 0 0 0 0
3 -1 1 T 1 A Melago 2 0 0 0
4 1 1 1 - 1 Caldo 2 0 0 0,5
5 -1 1 1 1A Melago 0 2 0 0
6 1 - 1 - 1 Caldo 0 2 0 05
7 -1 1 1 -1 1 Melago 2 2 0 0,5
8 1 1 1 1 Caldo 2 2 0 0
9 1 1 1 -1 Melago 0 0 1 0
10 1 - 1 1 1 Caldo 0 0 1 05
11 -1 1 1 1 1 Melago 2 0 1 0,5
12 1 1 1 1 -1 Caldo 2 0 1 0
13 -1 1 1 1 1 Melago 0 2 1 0,5
14 1 - 1 1 -1 Caldo 0 2 1 0
15 -1 1 1 1 -1 Melago 2 2 1 0
16 1 1 1 1 1 Caldo 2 2 1 0,5
17 1 1 1 1 -1 Caldo 2 2 1 0
18 -1 1 1 1 1 Melago 2 2 1 0,5
19 1 1 1 1 Caldo 0 2 1 0,5
20 -1 1 1 1 -1 Melago 0 2 1 0
21 1 1 1 1 1 Caldo 2 0 1 0,5
22 -1 1 1 1 -1 Melago 2 0 1 0
23 1 1 1 -1 Caldo 0 0 1 0
24 -1 1 1 1 1 Melago 0 0 1 0,5
25 1 1 1 -1 1 Caldo 2 2 0 0,5
26 -1 1 1 14 Melago 2 2 0 0
27 1 - 1T 1 A Caldo 0 2 0 0
28 -1 1 1 -1 1 Melago 0 2 0 0,5
29 1 1 1T 1 4 Caldo 2 0 0 0
30 -1 1 1 41 1 Melago 2 0 0 0,5
31 1 - 1 -1 1 Caldo 0 0 0 0,5
32 e I Melago 0 0 0 0

* Ensaios aleatorizados.
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4.2.2 Preservagdo do microrganismo

O microrganismo Z. mobilis foi preservado no meio descrito em 4.1.2.1 com a
concentragao de sacarose a 20 g.L-'. O repique das culturas foi realizado a cada quatro semanas e
conservado em camara fria a 4°C. A cada repique foi realizado o teste de Gram para verificar a pureza

da cultura.

4.2.3 In6culo

O indculo foi obtido através do cultivo da bactéria Z. mobilis no meio de obtencao de
inoculo (item 4.1.2.2), mantido por 24 h a 28°C em frascos Erlenmeyers de 125mL com um volume de
trabalho de 25 mL . No final do cultivo o meio foi centrifugado por 20 min a 5000xg, o sobrenadante
descartado e as células foram assepticamente re-suspensas em solu¢do salina (NaCl 0,9%),
posteriormente calculou-se a concentragdo de células em comprimento de onda de 605nm, sendo o

indculo padronizado em 0,2g/L de células para todos os experimentos.

4.2.4 Processo fermentativo

As fermentagdes foram realizadas em erlenmeyers de 125 mL com um volume de
meio de 25 mL, mantidas estaticamente em uma temperatura de 25°C, conforme os delineamentos
estatisticos (Tabelas 4, 5 e 6). Para cada fermentagéo foram realizadas as anélises de biomassa,
acucar consumido, levana, atividade de levanasacarase e atividade de invertase, conforme diagrama

esquematico demonstrado na Figura 3.



Zymomonas mobilis ATCC 31821
Meio de preservacdo sacarose 2%
Repiques mensais

Interrup¢ao do cultivo
Centrifugagdo
4300xg - 20 minutos

Obtengdo de inéculo
Meio de sacarose 10 %
24 horas - 28 °C

Biomassa
Crescimento celular
Turbidimetria - 650 nm

Liguido metabélico
Determinagéo de A.R.T

Liquido metabdlico
Determinacao de A.R.

Método do Fenol-Sulfirico
Padrdo Glicose

Método de Somogyi & Nelson
Padrédo Glicose

Padronizagao do Inéculo
Ressuspensdo em salina 0,9%
Inécuio 0,2 g/L d células

Liquido metabdlico
Aliquotas
Andlises

Liguido metabélico
Dosagem de Levana

Precipitagdo de Levana
Etanol absoluto - Overnight -4°C

Centrifugagao 4°C-8500xg - 20 min
Descarte sobrenadante

Re-suspender com Etanol Absoluto
Precipitar e Centrifugar (2X)

Determinagao do teor de frutose
Fenol Sulfarico

Fermentagao
Meio de Sacarose / Caldo / Melago
24 Horas - 25 °C

Liquido metabélico
Atividade de Levanasacarase

Determinagao de atividade
Sacarose PA 10%
2 Horas - 30 °C

Interrupgao da atividade
Banho fervente
10 minutos

Teor de levana formada
Precipitagdo + Fenol sulfirico

Interrupg¢do do Cultivo
Centrifugacdo 4300xg - 20 minutos
Biomassa / liquido metabélico

Liquido metabélico
Atividade de Invertase

Determinacao de atividade
Sacarose PA 10%
30 Minutos - 30 °C

Interrup¢ao da atividade
Banho fervente
10 minutos

Determinagao de AR Liberado
Somogy & Nelson

Figura 3 — Fluxograma do desenvolvimento dos experimentos e determinagdes realizadas no liquido metabolico e biomassa.
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4.2.5 Determinacgéo da biomassa

Os meios de cultivos foram centrifugados a 4300xg por 20 min, as células obtidas
foram re-suspensas em solu¢do de NaCl 0,9% (p/v), 3 aliquotas de 1 mL foram transferidas para

frascos previamente tarados e submetidos a secagem até atingirem peso constante.

Paralelamente uma das aliquotas deste cultivo sofreu uma série de dilui¢des para a
obtencéo de leituras de absorbancia que variem entre 0,1 a 0,7 em comprimento de onda de 605 nm.
Em seguida foram plotados em grafico os valores das absorvancias das aliquotas correspondentes ao

seu peso seco. Esta curva foi utilizada como padrao para acompanhamento do crescimento celular.

4.2.6 Determinacéo de Acucares Redutores (AR) e Acucares Redutores Totais (ART)

A determinagdo de ART foi realizada pelo método de Fenol-Sulfurico (DUBOIS et
al., 1956). Na confec¢éo da curva padréo foi utilizada glicose P.A. variando-se a concentragdo de 0 a
100 pg/mL e as leituras de absorvancia foram realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de

onda de 490 nm.

A determinagéo de AR foi realizada pelo método de Somogy & Nelson (NELSON,
1944; SOMOGY, 1945). Na confec¢do da curva padrdo foi utilizada glicose P.A. variando-se a
concentragdo de 0 a 100 ug/mL e as leituras de absorvéncia foram realizadas em espectrofotdmetro,

no comprimento de onda de 540 nm.
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4.2.7 Separacdo de levanas

A separagao da levana foi realizada através da centrifugagéo (5000xg, 4°C por 20
min) para retirada das células do meio de fermentacao, a levana posteriormente foi precipitada através
da adi¢do de etanol absoluto em baixa temperatura (5 +/- 1 °C) com a relagéo alcool:sobrenadante de
3:1 (vIv); ap6s a precipitacdo, procedeu-se a uma nova centrifugacao sendo o precipitado re-suspenso

em H,0 destilada e repetido o processo de precipitagao por duas vezes.

4.2.8 Determinacéo do teor de levana

A levana submetida ao procedimento 4.2.7 (separagdo de levana) foi quantificada
pelo método de Fenol-Sulfurico (DUBOIS, et al., 1956). Na confecgéo da curva padrao foi utilizada
frutose P.A. variando-se a concentragdo de 0 a 100 pg/mL e as leituras de absorvancia foram

realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 490 nm.

4.2.9 - Determinacdo de atividade da levanasacarase

O meio de fermentagéo foi centrifugado a 5000xg por 20 min a 4°C para a retirada
de células, sendo o sobrenadante utilizado para fonte da enzima levanasacarase; a atividade da
levanasacarase foi determinada incubando-se 9 mL de solugdo de sacarose PA 10% (p/v) dissolvida
em tampéo citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 com 1 mL da solug¢do sobrenadante incubando-se a 30°C por 2

h, posteriormente a reagao foi interrompida em banho-maria a 100 °C por 10 min.
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A atividade de levanasacarase foi determinada através da concentragao de levana

formada presente no meio de reagao, utilizando os mesmos procedimentos descritos em 4.2.7 € 4.2.8
(ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999c). Uma unidade de atividade da levanasacarase foi

expressa como a quantidade de enzima requerida para produzir 1umol de levana (expressa em

unidade de frutose) por ml por minuto (U =pumol/ ml. min-).

4.2.10 - Determinacgéo de atividade da invertase

O meio de fermentacgéo foi centrifugado a 5000xg por 20 min a 4°C para a retirada
de células, sendo o sobrenadante utilizado para fonte da enzima invertase; a atividade da invertase foi
determinada incubando-se 9 mL de solugdo de sacarose PA 10% (p/v) dissolvida em tamp&o citrato-
fosfato 0,1M pH 5,0 com 1 mL da solugdo sobrenadante incubando-se a 30°C por 30 min,

posteriormente a reagao foi interrompida em banho de &gua fervente por 10 min.

A atividade de invertase foi determinada através da concentragdo de agucares
redutores liberados no meio de reagdo, os agucares redutores foram determinados pelo Método de
Somogy & Nelson (NELSON, 1944; SOMOGY, 1945). Uma unidade de atividade da invertase foi
expressa como a quantidade de enzima requerida para liberar 1umol de agucar redutores (expressa
em unidade de glicose) por ml por minuto (U =umol/ ml. min') (ANANTHALAKSHMY;

GUNASEKARAN, 1999c).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho s&o apresentados na forma de artigo, o qual
foi elaborado de acordo com as normas da revista Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology

(ISSN: 1367-5435), que sdo mostradas no Anexo A.

O artigo intitulado “Study of levan production by Zymomonas mobilis using regional
low-cost carbohydrate sources” é apresentado no Anexo B, tendo sido submetido ao Journal of

Industrial Microbiology and Biotechnology na data de 12 de maio de 2005.

Os resultados complementares deste trabalho estéo descritos no Anexo C, os quais
mostram a cinética das fermentacdes e atividades enzimaticas (levanasacarase e invertase) de todos

0s experimentos realizados.
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6 CONCLUSOES

- Na primeira etapa da otimizagdo da concentracdo de sacarose e tempo de
fermentacéo verificou-se que as melhores condi¢cdes para producao de levana foram sacarose a 250

g/L e tempo de fermentagdo de 24 horas onde a producéo atingiu 21,685 g/L de levana.

- Quanto a influéncia e interacdo dos sais no meio de sacarose os resultados
mostraram que o extrato de levedura e o fosfato de potassio foram significativos para a producdo de

levana.

- O caldo de cana-de-agucar foi mais adequado para a producao de levana quando

comparado ao melaco que inibiu a producao.

- Comparando as fontes de carbono testadas quanto a producéo de levana, 0s
melhores resultados foram: 21,685 g/L, 15,423 g/L e 5,234 g/L nos meios de sacarose, caldo de cana-

de-acucar e melaco respectivamente.

- Embora o caldo de cana-de-agUcar produza em torno de 28,724% a menos de
levana em comparacdo a sacarose comercial, a producdo de biomassa no caldo € 2,76 vezes maior
que na sacarose comercial (0,857g/L e 2,366 g/L) o que poderia justificar uma producdo acoplada de

levana e biomassa de Z. mobilis, como fonte protéica de possivel aplicagdo alimentar.
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Abstract

The use of alternative regional low-cost substrates has become very interesting because in addition to
the ease of acquisition it presents a relatively low cost. In this study using statistical instruments, the
exopolysaccharide levan production by the Zymomonas mobilis microorganism was analyzed varying
the carbon source (commercial sucrose, molasses and sugar cane syrups) and the fermentation
medium constituents. There was a decrease in levan production in the molasses medium (2.533 gL1)
when compared to the commercial sucrose (21.685 gL1) and syrup (15.456 gL1) media. Yeast extract
and KH2PO4 were significant in the commercial sucrose medium for levan production and in the syrup
medium the yeast extract and MgSOa were significant. Although sugar cane syrup up produced about
28.724% less levan compared to commercial sucrose, biomass production in the syrup was 2.76 times
greater than in commercial sucrose (0.857 gL and 2.366 gL1) that could justify joint levan and Z.
mobilis biomass production. Studies are needed on the use of alternative substrates and complexes in
biotechnology to assess the composition of these media, avoiding unnecessary supplementation with
vitamins and minerals salts, when using the formulations of the mediums defined for the complex
mediums.

Keywords: Zymomonas mobilis, levan, molasses sugar cane, sugar cane syrups.
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| - Introduction

The levan is exopolysaccharide that have a wide variety of applications. The levan can be used
in medicine as a hypo-cholesterol [1], antitumor [2], immune modulator [3], anti-inflammatory [4] and
plasma substitute [5] agent. It is used in foods as a source of di-fructofuranoses [6], fructose and
fructooligosaccharides [7] and as an emulsifying and encapsulating agent, color and flavor vehicle [8]
and fat substitute [9].

The Z. mobilis bacterium is considered a potential candidate for large scale levan production
[10]. Itis produced from the catalyzed transfructolization reaction by the levansucrase enzyme (j3-2,6
frutan:D-glucose-fructosyltransferase, EC. 2.4.1.10) that uses sucrose as substrate. Levan can be
produced as economically valuable sub-products in alcohol distilleries using sucrose as substrate [11].

Sugar cane syrup and sugar cane molasses are complex substrates with a high concentration
of sucrose and a great variety of salts that are necessary for metabolite production of industrial interest.
The osmolarity of the medium is an essential factor for levan and sorbitol production by Z. mobilis, the
sodium and potassium salts lead to an increase in the levan and sorbitol synthesis due to the effect of
cell osmoprotection [12]. Sugar cane syrup [13], sugar cane molasses [14], sugar beets [15], wheat
extract [16], whey [17] have been used in attempts to reduce production costs and use alternative
substrate sources.

The use of statistical instruments, such as factorial experimental planning associated to the
surface response methodology, have been used by various authors in biotechnology [18,19,20,21].
Experimental planning permits product and process implementation and optimization, reducing
development and production costs, because it promotes decrease in the number of experiments at the
development stage, so that a considerable number of factors can be studied at the same time. The
interaction among these factors can be assessed and optimum production levels obtained and hence
greater precision in the results and production optimization [22]. The response-surface methodology is a

set of experiment planning and analysis techniques used in the mathematical modeling of responses
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that can be applied, for example, in pharmacology [23], food sciences [24] and optimization of
fermentative processes [25].

The present study assessed, using statistical methodology, the effects of the carbohydrates
sources (commercial sucrose, sugar cane syrups and sugar cane molasses), sugar concentration,

fermentation time and the influence of the medium constituents in levan production by Z. mobilis.

Il - Materials and methods

Microorganism and culture conditions

The Z. mobilis bacteria was maintained in culture medium containing in gL-1: sucrose 20, yeast
extract 2.5, KH2PO4 1, (NH4)2S04 1 and MgSO4(7H20) 0.5. Media were autoclaved at 121°C for
15 min. The cultures were kept at 4°C and renewed every three weeks. The inoculum medium
contained sucrose at 100 gL-1 and salts described previously. The cell concentration was standardized
to 0.2 gL-1. The cell concentration was determined by turbidimetry at 605 nm. Batch fermentations were

carried out, in 125ml erlenmeyer flasks with 25 ml fermentation culture medium at 25°C.

Culture media

Three culture media were used, commercial sucrose, sugar cane syrups and sugar cane
molasses. The commercial sucrose medium containing in gL1: sucrose 150, 250 and 350; yeast 2.5
extract, KHoPOs 1, (NH4)2SOs 1 and MgSOs(7H20) 0.5. The sugar cane syrups medium was
centrifuged, filtered and autoclaved. Commercial sucrose was added until a total sugar concentration of
250 gL-1 was reached and the others constituents of the commercial sucrose medium were added. The
sugar cane molasses medium was centrifuged, filtered and autoclaved, sugar cane molasses was

diluted to a total sugar concentration of 250 gL-1, added to the constituents of the sucrose medium.
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Analytical methods
After each fermentation, the culture was centrifuged (4,0000xg for 15 min) and cell growth
determined by turbidimetry at 605 nm relating it to a biomass with a dry matter calibration curve. The
reducing sugars were quantified according to Somogy [26] and Nelson [27] using glucose as standard.
The total reducing sugars were quantified by the Phenol-Sulfuric Acid Method [28]. The levan produced
was precipitated by the addition of ethanol to 75 % (v/v) at low temperature (5 + 1 °C) and quantified in

fructose units [29].

Factorial planning

Three successive factorial planning were used to assess the sugar concentration, fermentation
time, carbon sources and the constituents of the medium. The first factorial planning was carried out to
optimize the sucrose concentration (independent variable x1) and fermentation time (independent
variable x2) for levan production, using the complete factorial planning of the 32 type with two true
replications at the central point (Table 1). In the second factorial planning the effects of medium
constituents of the sucrose medium on levan production were assessed. The fermentation time (24 h)
and sucrose concentration (250 gL1) were defined from the results obtained in the first planning.
Fractioned factorial statistical planning of IV resolution of the 241 type was used (Table 2). In the third
factorial planning, the sugar cane molasses and sugar cane syrups carbon sources and constituents of
medium were assessed for levan production, and the complete factorial planning of the 25 type was
used totaling 32 experiments (Table 5). The Statistica 5.0 software by Statsoft was used to carry out

the planning and the analysis of the responses obtained.

Il - Results and discussion
- Assessment of the sucrose concentration and fermentation time: first factorial planning
Levan production by Z. mobilis occurs when this bacteria grown in high sucrose concentrations

[30]. The complete factorial 32 design was used to determine the optimal concentration of sucrose and
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fermentation time for levan production by Z. mobilis, where the sucrose concentration (x1) and the
fermentation time (x.) were assessed. The temperature of the fermentative process was fixed at 25°C
[31] in the conditions described previously. Table 1 presents the design used and the responses
obtained in the first stage of statistical planning.

Table 1.

Table 2 presents the analysis of variance, where it can be observed that the two factors
selected (x1 and x») were significant (p < 0.05) for levan production. Levan production was modeled by
the quadratic equation: Z = 17.651 — 1.355x1 — 7.267x12 + 4,880x2 - 1,855x,2

Table 2.

The optimum conditions for levan production (Table 1) were 250 gL'l sucrose concentration
and a fermentation time of 24 h. Under these conditions production reached 21.685 gL-*. The results
show that an increase in fermentation time caused an increase in the levan production at all
concentrations of sucrose tested. However, the sucrose concentration at its upper (350 gL-1) and lower
(150 gL1) limits reduced levan production. An increase in fermentation time leads to an increase in
consumption of the sugar present in the medium and to an increase in the levan production in all the
experiments.

Low biomass production (Table 1) is normally observed in Z. mobilis whose cell growth and
fermentation are not linked [32]. This occurs because Z. mobilis uses the Entner-Doudoroff via for
carbon catabolism and produces only 1 mol ATP per mol of glucose consumed and that result for Z.
mobilis in one of the lowest molar growths described for bacteria [33].

The surface-response (Figure 1) showed sub-regions more suitable to high levan production
values with the variable x; = zero and the variable x, = +1 in codified values.

Figure 1.

The experimental values obtained are close to the values reported by other authors [34]. The

different variations in production described by the various authors are explained by the different

conditions and strains used. For the next factorial planning, therefore, the conditions were fixed at
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25°C, 250 gL total sugars and 24 h fermentation.
Effect of the culture medium constituents: second factorial planning

Having fixed the sugar concentration and fermentation time, the effects of the fermentation
medium constituents on levan production were assessed using the fraction factorial planning of IV
resolution of the 241 type. The responses obtained in this design are presented in Table 3.

Table 3.

Table 3 shows that cell growth was very low in experiment 1 where the medium consisted of
only the carbon source without the presence of the other constituents that was reflected in a low levan
production (2.127 gL-1). The highest levan contents obtained were 20.202 gL1; 16.382 gL'1; 16.211 gL!
and 12.325 gL in experiments 8, 2, 4 and 6, respectively, all in the presence of yeast extract. The
analysis of variance (Table 4) shows that the yeast extract was significant for levan production
(p=0.000) and that the model explains 90.7 5% of the experimental data.

Table 4.

The effect of yeast extract has been described [35, 36] as a source of vitamins (pantothenic
acid, nicotinic acid, biotin, thiamine and pyridoxine) essential for cell growth and as a stimulating factor
for levan synthesis [37]. The KH2PO4 was significant for levan production (p=0.037), but the greatest
levan contents occurred when the KH,PO4 was associated to yeast extract. Bekers and co-workers

[38] reported that sodium and potassium salts have a stimulating effect on levan synthesis.

The surface-response (Figure 2) illustrates the estimated results and indicated that yeast extract
in association with KH2PO4 at higher levels increased levan production.
Figure 2.
MgSO4 and (NH4)2SO4 were not statistically significant for levan production, that was confirmed
by experiment 5 (Table 3) where the levan value was only 4.563 gL even at the highest levels

experimented. According to some authors, the ammonium salts may influence negatively in the
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production of some biopolymers [39].
Study of the influence of the carbon source and the interactions with the culture medium constituents:
third factorial planning

Levan production by Z. mobilis was assessed at this stage using sugar cane molasses and
sugar cane syrups as qualitative variables and the effects of the fermentation medium constituents. The
fermentation time (24 h) and the sugar concentration (250 gL) were fixed from the results obtained in
the first factorial planning. The responses obtained are shown in Table 5 and the analysis of variance in
Table 6.

Table 5.

Figure 3 was constructed from the results presented in Table 5 where two distinct groups for
levan production can be observed. In the first group there were lower levan contents and sugar cane
molasses was used as carbon source and in the second group there were higher levan contents and
sugar cane syrup was used as carbon source. The low levan values obtained when molasses was used
may be due to the presence of potassium, chloride, sulfur, calcium and sodium salts [40, 41] or trace
metals such as iron, zinc, copper and magnesium [42] that inhibited cell growth and metabolities
production.

Table 6.

Figure 3.

The analysis of variance (Table 6) showed that yeast extract and MgSOs were significant for
levan production (p= 0.000 and p = 0.026, respectively), in experiment 4 (Table 5) when sugar cane
syrup was used as carbon source and the two constituents were associated where the highest levan
production was obtained of 15.456 gL-! with 0.664 gL yield. This value is similar to the described in the
literature [43, 44], but the comparison of the values is hindered by the different conditions used by each
author.

Levan production with sugar cane syrup reached values of more than 15 gL, lower values than
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those obtained when sucrose was used as carbon source [45, 46], but if the biomass production in
sugar cane syrup (Table 1) and commercial sucrose (Table 1) are compared, the biomass production in
the sugar cane syrup culture medium (Table 1) is greater that would justify joint production of two
products, levan and biomass as a protein source with possible nutritional application.

This demonstrates that sugar cane syrup, a cheap substrate widely available in Brazil, has
potential for use. In addition to the substrate, the current industrial park could be used [47] (alcohol
distilleries), to amplify production of new products with greater aggregate value and with different

industrial applications.
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Tables

Table 1: Factorial 32 designed to investigate the effects of the sucrose concentration and fermentation
time on levan production.

Runs Coded levels Responses
X1 X2 Biomass Consumption of Levan
(%) TRS (gL @t
01 -1 -1 0.754 22.547 5.231
02 -1 0 0.891 37.612 12.154
03 -1 +1 1.012 51.324 14,123
04 0 -1 0.654 29.847 9.523
05 0 0 0.724 41.856 18.241
06 0 +1 0.857 49.576 21.685
07 +1 -1 0.366 14.258 3.457
08 +1 0 0.481 21.789 8.231
09 +1 +1 0.558 29.234 11.687
10 0 0 0.785 40.587 17.853
11 0 0 0.745 41.687 17.245
Real levels
Variables -1 0 +1
X1 Sucrose initial (g/L) 150 250 350
X2 Culture time (h) 12 18 24

TRS = Total reduction sugars

Table 2: Analysis of variance showing the effects of concentration of sugars and time fermentation on
the levan production by Z. mobilis ATCC 31821

Source of Sum of Degrees of Mean  F-test P
variation squares freedom Square

Sucrose initial (L) 11.024 1 11.024  43.740 0.022
Sucrose initial(Q) 133.796 1 133.796  530.858 0.001
Time fermentation (L) 142.925 1 142,925 567.080 0.001
Time fermentation 8.725 1 8.725  34.618 0.027
Q)

Lack-of-Fit 5.766 4 1.441 5.720 0.154
Pure error 0.504 2 0.252

Total 333.270 10

L = linear effect Q = quadratic effect
% of explained variance = 98.118. % of maximum explained variance = 96.864.
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Table 3: 241 fractioned factorial design to investigate the influence of the culture medium constituents
on levan production, with 250 g.L-* TRS, 24 h fermentation at 25°C.

Runs Variables Responses
X1 X2 X3 X4 Biomass Consumption of Levan
([59) TRS (gL (159)
01 -1 -1 -1 -1 0.211 22.238 2.127
02 +1 -1 -1+l 0.833 65.234 16.382
03 -1+ 1+ 0.273 29.211 7.325
04 +1 41 -1 -1 0.392 59.231 16.211
05 -1 -1 41+ 0.315 8.758 4.563
06 +1 -1 +1 -1 0.668 39.437 12.325
07 -1 41 +1 A 0.264 50.592 7.230
08 +1 41 +1 o+l 0.620 40.831 20.202
Real levels
Variables -1 +1
Xt Yeast extract (gL1) 0 2
X2 KH2PO4 (gL'l) 0 2
X3 (N H4)2SO4 (gL'l) 0 1
Xs  MgSOs (gL?) 0 0.5

TRS = Total reduction sugars

Table 4: Analysis of variance showing the effects on the influence of the constituents of the culture
medium for levan production by Z. mobilis ATCC 31821 .

Source of Sum of Degrees of Mean F-test P
variation Squares freedom sguares
Yeast extract 240,627 1 240.627 62.766  0.000
KH2POq4 30,307 1 30.307 7.905  0.037
Pure error 19,168 5 3.833
Total 290,102 7

% of explained variance = 93,393. % of maximum explained variance = 90,750.
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Table 5: Complete 25 factorial design to investigate the influence of sugar cane molasses and sugar
cane syrup and culture medium constituents on levan production.

Runs Variables Responses
X1 X2 X3 X4 X5 Biomass  Consumption of Levan
(gL TRS (gL (gLh)
1 101 1 1 o+ 0.337 24.654 1.850
2 +1 -1 1 -1 -1 1.770 59.824 12.321
3 -1+ 1 -1 Al 0.502 34.564 5.234
4 +1 +1 -1 -1 41 2.366 77.263 15.456
5 -1 01 +1 1 A 0.494 31.452 2.546
6 +1 -1 41 1+ 2.022 64.568 13.451
7 -1+ 41 1 41 0.390 26.311 4.325
8 +1 +1 41 -1 -1 2.533 85.423 15.324
9 -1 01 1 41 A 0.429 32.154 0.542
10 +1 -1 -1 41+ 1.984 67.566 14.895
11 -1+ -1 41+l 0.441 29.254 3.845
12 +1 +1 1 41 -1 2.514 85.432 13.270
13 o I A N | 0.402 27.546 2.789
14 +1 -1 41 41 A1 1.888 64.187 11.854
15 -1+ 41 41 Al 0.487 33.145 4.785
16 +1 41 +1 41 +] 2.223 79.546 15.423
17 +1  +1 41 41 -1 1.916 66.213 15.211
18 -1 41 41 41 41 0.542 35.456 5.234
19 +1 -1 41 41 o+ 1.906 60.123 12.385
20 -1 -1 41 41 A 0.321 21.512 1.234
21 +1 +1 -1 41 41 2.222 75.423 12.954
22 -1+ 1 41 A 0.506 33.456 3.574
23 +1 -1 1 41 -1 1.984 68.549 13.458
24 101 1 +1 H 0.334 21.354 3.214
25 +1 +1 +1 1 o+ 2414 79.546 14.235
26 -1 41 41 1 A 0.620 41.325 4.012
27 +1 -1 +1 -1 - 2.026 69.574 13.254
28 101 +#1 1 H 0.328 23.016 3.854
29 +1 +1 1 -1 - 2.320 79.546 12.854
30 -1+ 1 1+l 0.507 34.236 3.210
31 +1 -1 -1 -1 4+ 1.906 67.584 14.985
32 -1 -1 -1 -1 -] 0.308 19.124 0.395
Real levels
Variables -1 +1
X1 Carbon source Sugar cane molasses Sugar cane syrup
X2 Yeast extract (gL7) 0 2
X3 KH2PO4 (gL1) 0 2
X4 (NH4)2S04 (gL1) 0 1
X5 MgSOs (gL1) 0 0.5
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Table 6: Analysis of variance of the influence of the carbon sources sugar cane molasses, sugar cane
syrup and the culture medium constituents on levan production by Z. mobilis ATCC 31821.

Source of Sum of Degrees of Mean F-test p
variation sguares freedom sguares
Carbon source 903,639 1 903,639 1190,574 0,000
Yeast extract 22,040 1 22,040 29,039 0,000
MgSO4 4,203 1 4,203 5,539 0,026
1*2*3 4,090 1 4,090 5,390 0,028
2*3*4 6,044 1 6,044 7,964 0,009
Puré error 19,733 26 0,759
Total 959,753 31

% of explained variance = 97,944. % of maximum explained variance = 97,548.
1*¥2*3 = interaction X1.X2.X3s 2*3*4 = interaction X2.X3.X4
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Figures

Figure 1: Surface-response for independent variables x: and xz for levan production by Z. mobilis ATCC
31821.
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Figure 2: Surface-response for the factors x1 and x. for levan production by Z. mobilis ATCC 31821.
The other factors were fixed at level -1.
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Figure 3: Predicted and observed values for levan production by Z. mobilis ATCC 31821.
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ANEXO C

Resultados complementares dos experimentos, onde estdo demonstradas as
analises de rendimento (Y,x), eficiéncia de conversdo (Yus), produtividade (Yuun) € producdo especifica

(Yaxn) € as atividades enziméticas de levanasacarase e invertase.
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RESULTADOS COMPLEMENTARES

1 - Analise da 12 etapa:
Planejamento fatorial completo do tipo 32 para a otimizag@o da concentragdo

de sacarose e tempo de cultivo para a producéo de levanas por Z. mobilis ATCC 31821.

A producdo de levana por Z. mobilis ocorre quando esta bactéria cresce em altas
concentracdes de sacarose. Visando otimizar o processo de produgdo em meio de sacarose, foram
realizados os cultivos com Z. mobilis ATCC 31821 utilizando o meio de fermentagcdo de sacarose
descrito em 4.1.2.3, onde variou-se a concentragdo de sacarose em 150, 250 e 350 g.L1 (varidvel
independente x1) e tempo de fermentacdo em 12, 18 e 24 h (varidvel independente x;), sendo que a

temperatura do processo fermentativo foi fixada em 25°C.

Os resultados dos ensaios do planejamento fatorial completo 32 com duas
repeticOes verdadeiras no ponto central para se otimizar a concentracdo de sacarose e tempo de

fermentacgéo para a producdo de levanas estao representados na Tabela 1 e 2 e nas Figuras 1, 2 e 3.

Tabela 1 — Resultados obtidos na otimiza¢do da concentragdo de sacarose e tempo para a producéo
de levanas.

Ensaio Concentracgéo Tempo de Biomassa ART Levana Atividade
de Sacarose Fermentacéo Final Consumido (g.LY Levanasacarase
(g.LY) (h) (g.LY) (g.LY) (uMol/ml/min)
01 150 12 0,754 22,547 5,231 0,625
02 150 18 0,891 37,612 12,154 1,358
03 150 24 1,012 51,324 14,123 1,874
04 250 12 0,654 29,847 9,523 1,125
05 250 18 0,724 41,856 18,241 2,025
06 250 24 0,857 49,576 21,685 2,458
07 350 12 0,366 14,258 3,457 0,498
08 350 18 0,481 21,789 8,231 0,895
09 350 24 0,558 29,234 11,687 1,245
10 250 18 0,785 40,587 17,853 1,953

11 250 18 0,745 41,687 17,245 1,901
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Tabela 2 — Resultados obtidos na otimizacdo da concentracdo de sacarose e tempo para a produgdo
de levanas.

Ensaio Rendimento: Eficiéncia converséo: Produtividade: Producéo especifica:

Ypix Ypis YpiLh Ypix.h
01 6,938 0,232 0,218 0,289
02 13,641 0,323 0,506 0,568
03 13,956 0,275 0,588 0,581
04 14,561 0,319 0,397 0,607
05 25,195 0,436 0,760 1,050
06 25,303 0,437 0,904 1,054
07 9,445 0,242 0,144 0,394
08 17,112 0,378 0,343 0,713
09 20,944 0,400 0,487 0,873
10 22,743 0,440 0,744 0,948
11 23,148 0,414 0,719 0,964
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W Levana (g/L)

Figura 1 - Producdo de biomassa, consumo de ART e producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821
em meio de sacarose.
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Figura 2 - Producdo de levana e atividade de levanasacarase de Z. mobilis ATCC 31821 em meio de
sacarose.
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Figura 3 - Eficiéncia de conversdo, produtividade e producédo especifica de levana de Z. mobilis ATCC

31821 em meio de sacarose.
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Na Tabela 1 e Figura 1 estdo demonstrados 0s respostas obtidas da 1 2 etapa do

planejamento estatistico onde as condi¢des 6timas para a producdo de levana foram: a concentracdo
de sacarose de 250 g.L! e o tempo de fermentacdo de 24 h, nesta condi¢do a producéo atingiu 21,695
g.L1. Pode-se observar pelos resultados que um aumento no tempo de fermentagcdo provoca um
aumento na producdo de levana em todas as concentracbes de sacarose testadas. Porém a
concentracdo de sacarose em seus limites superiores (350 g.L1) e inferiores (150 g.L1) diminuem a

producdo de levana.

Um aumento do tempo de fermentacdo leva a um aumento no consumo de
acucares presentes no meio e a um aumento da producao de levana em todos 0s ensaios. A atividade
de levanasacarase mostra uma correlagdo direta com a maior atividade, no ensaio 6 a atividade foi de
2,458 uMol/ml/min o0 que corresponde a méxima producdo de levana de 21,685 g/L, a Figura 2

relaciona estas atividades e a produgdo de levana.

Quando se analisa as respostas obtidas da Tabela 2 e Figura 3 pode-se observar
que a melhor produtividade (Ypwn) foi de 0,904 (ensaio 6) que coincide com a melhor producdo de
levana. A eficiéncia de converséo é semelhante nos ensaios 5, 9, 10 e 11. Analisando-se a biomassa
final, a eficiéncia de conversdo (Yps) € 0 rendimento (Ypx) pode-se observar que a producdo é

desacoplada do crescimento celular.

Nesta 1 2 etapa do planejamento estatistico conclui-se que a concentracdo de
sacarose de 250 g.L1 e o tempo de fermentacdo de 24 h, foram as melhores condicbes para a

producdo de levana; sendo assim optou-se por estas condi¢cdes para as proximas etapas.
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sacarose, para a producéo de levanas.
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Avaliacdo dos efeitos dos sais constituintes do meio na fermentacdo em

Tendo sido definido na 12 na etapa a concentragdo 6tima de sacarose em 250 g.L!

e 0 tempo de fermentacdo de 24 h, estes parametros foram fixados e nesta etapa avaliou-se os efeitos

dos constituintes do meio de fermentagéo de sacarose descrito em 4.1.2.3, na producéo de levanas por

Z. mobilis. Variando-se a presenca (+1) e auséncia (-1) dos sais. Para a 22 etapa foi utilizado o

planejamento estatistico fatorial fracionado de resolucéo IV do tipo 2 4- 1 totalizando 8 experimentos,

que é mostrado na Tabela 3 em variaveis codificadas e decodificadas. Os resultados obtidos nesta

etapa estdo demonstrados na Tabela 3 e 4 e nas Figuras 4, 5 € 6.

Tabela 3 — Resultados obtidos da avaliagio da presenca e auséncia de sais do meio de sacarose para
a producdo de levanas por Z. mobilis ATCC 31821.

Ensaio Extrato Fosfato Sulfato Sulfato Biomasssa ART Levana Atividade
De de de de Final Consumido (g.LY Levanasacarase
Levedura Potassio Aménio  Magnésio (g.LY) (g.LY) (uMol.mlL.min%)
01 0g.L? 0g.Lt 0glL? OglLt 0,261 22,238 2,127 0,254
02 29.L1 Og.lL? 0g.L? 05g.L? 0,833 65,234 16,382 1,785
03 0g.Lt 29.Lt Og.Lt 05¢.L? 0,273 29,211 7,325 0,698
04 2g.Lt 2g.Lt 0g.L? 0g.L? 0,392 59,231 16,211 1,865
05 OgL? 0g.Lt lglt 059g.Lt 0,315 8,758 4,563 0,298
06 2¢g.lLt 0g.L?t lgl? 0glL? 0,668 39,437 12,325 1,458
07 0glLt 2¢g.lLt lgl? 0glLt? 0,264 50,592 7,230 0,789
08 29.Lt 29.L* lgLt 059.Lt 0,620 40,831 20,202 2,351

Tabela 4 — Resultados obtidos da avaliacdo da presenca e auséncia de sais do meio de sacarose para
a producdo de levanas por Z. mobilis ATCC 31821.

Ensaio Producdo especifica: Eficiéncia conversao: Produtividade: Producéo especifica:

Ypix Ypis YpiLh Ypix.h
01 0,815 0,096 0,089 0,034
02 1,967 0,251 0,683 0,082
03 2,683 0,251 0,305 0,112
04 4,135 0,274 0,675 0,172
05 1,449 0,521 0,190 0,060
06 1,845 0,313 0,514 0,077
07 2,739 0,143 0,301 0,114
08 3,258 0,495 0,842 0,136




69

70+

60

50

40-

30

20

10+

0,
1 2 3 4 5 6 7 8
Ensaios

@ Biomassa Final (x10) (g/L)
W ART Consumido (g/L)
W Levana (g/L)

Figura 4 - Producdo de biomassa, consumo de ART e producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821
em meio de sacarose na presenca e auséncia de sais .
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Figura 5 - Producéo de levana e atividade de levanasacarase de Z. mobilis ATCC 31821 em meio de
sacarose na presenca e auséncia de sais.
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Figura 6 - Eficiéncia de conversdo, produtividade e producdo especifica de levana de Z. mobilis ATCC
31821 em meio de sacarose.

Através da andlise da Tabela 3 e a Figura 4 os resultados demonstram que a
alteracdo dos sais no meio de fermentacdo altera significativamente a producdo de levana e que a

melhor producdo de levana foi de 20,202 g.L- (onde estéo presentes todos 0s sais).

O extrato de levedura influencia positivamente na producéo de levana quando se
compara 0s ensaios 8 (presenca de extrato de levedura) e 5 (auséncia de extrato de levedura) onde as
producdes foram respectivamente 20,202 g.L1 e 4,563 g.L1. O extrato de levedura e o fosfato de
potdssio se mostraram estatisticamente significativos na producéo de levana (p<0,05). As melhores
produtividades (YpLn ) apresentadas pela Tabela 4 e Figura 6 sdo dos experimentos 2, 4 e 8 0s quais

apresentam extrato de levedura em sua composicao.
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Esta 2 2 etapa foi realizada com o objetivo de se verificar a influéncia e interacoes

dos sais na fermentacdo, para que na 3?2 etapa onde serdo utilizados substratos complexos (caldo e
melaco) os efeitos desses sais possam ser analisados e explicados. Analises estatisticas prévias

demonstram que niveis mais elevados de extrato de levedura e fosfato de potassio tendem a aumentar

a producdo de levana.
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3 — Anélise da 3? Etapa:

Avaliacdo das fontes de carbono complexas (caldo de cana-de-acUcar e

melacgo de cana-de-acUcar) e suplementacéo com sais, para a producdo de levanas.

Nesta etapa avaliou-se a producdo de levanas por Z. mobilis utilizando caldo de
cana-de-acucar e melaco de cana-de-acucar (fontes de carbono complexas) como variaveis
qualitativas na concentracdo aclcares fixada em 250 g.L, e os efeitos e interagbes dos constituintes
do meio de fermentagéo descritos respectivamente em 4.1.2.3. O tempo de fermentagdo de 24 h e a
concentracdo de acucares (250 g.L) foram fixados a partir dos resultados obtidos na 12 etapa do
planejamento estatistico. Os resultados obtidos nesta etapa estdo demonstrados na Tabela 5 e 6 e nas

Figuras 7,8 e 9.
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Tabela 5 - Resultados obtidos na avaliacdo da influéncia das fontes de carbono complexas e dos sais
constituintes do meio de fermentacdo de sacarose.

Ensaio  Fonte Extrato Fosfato Sulfato  Sulfato  Biomasssa ART Levana Atividade
de De de de de Final Consumido (g.L?) Levanasacarase
Carbono Levedura Potassio Aménio Magnésio (g.LY) (g.LY) (uMol.mlL.min%)
1 Melagp  0g.L? OglLt OglL!t 05g.lL? 0,337 24,654 1,850 0,194
2 Caldo O0glL?! OglLt OglL? 0g.L? 1,770 59,824 12,321 1,658
3 Melago  2g.L? OgLt OglLt 0g.lL? 0,503 34,564 5,234 0,695
4 Caldo 29.L? OglLt OglL* 05glL? 2,366 77,263 15,456 1,925
5 Melagp  0g.L? 2gLt 0OglLt 0g.L? 0,494 31,452 2,546 0,321
6 Caldo 0g.L? 2g.Lt 0OglL* 05g.lL? 2,022 64,568 13,451 1,854
7 Melagp  2g.Lt 2g.Lt 0OglL* 05glL? 0,390 26,311 4,325 0,542
8 Caldo 2¢g.Lt 2gLt  0OglL? O0glL? 2,533 85,423 15,324 2,140
9 Melagp  0g.L? OglLt 1glLt 0g.L? 0,430 32,154 0,542 0,074
10 Caldo O0glL? OglLt 1glLt 05g.lL? 1,985 67,566 14,895 2,021
11 Melagp  2g.L? OglLt 1glLt 05g.lL? 0,442 29,254 3,845 0,432
12 Caldo 2¢g.Lt OglLt 1glLt 0g.L? 2,514 85,432 13,270 1,765
13 Melago  0g.Lt 2gLt  1glLt 05glL? 0,402 27,546 2,789 0,364
14 Caldo 0g.L? 2gLt  1glL? 0g.L? 1,889 64,187 11,854 1,458
15 Melago  2g.L? 2gLt  1glL? O0g.L? 0,487 33,145 4,785 0,524
16 Caldo 2¢g.L1 2g.Lt 1glLt 05g.lL? 2,224 79,546 15,423 1,985
17 Caldo 2¢g.L1t 2gLt  1glt 0glL? 1,916 66,213 15,211 2,074
18 Melagp  2g.L? 2gLlt  1lgl! 05¢lL? 0,542 35,456 5,234 0,654
19 Caldo 0glL? 2gLlt 1gl! 05¢lL?t 1,907 60,123 12,385 1,654
20 Melagp  0g.L? 2gLt  1glLt 0g.L? 0,322 21,512 1,234 0,154
21 Caldo 2g.L1t OglLt 1glL* 05glL? 2,222 75,423 12,954 1,754
22 Melagp  2g.Lt OglLt 1glLt 0g.L? 0,506 33,456 3,574 0,523
23 Caldo 0g.L? OglLt 1glLt O0g.L? 1,985 68,549 13,458 1,895
24 Melago  0g.L? OglLt 1glL* 05glL? 0,335 21,354 3,214 0,521
25 Caldo 2g.L? 2gLlt 0O0glL! 05¢lL? 2,414 79,546 14,235 1,958
26 Melagp  2g.L? 2gLt 0OglL? 0g.L? 0,620 41,325 4,012 0,520
27 Caldo 0glL? 2gLt 0OglLt 0g.L? 2,027 69,574 13,254 1,754
28 Melagp  0g.L? 2gLt 0OglL! 05¢lL?t 0,329 23,016 3,854 0,521
29 Caldo 29.L? OgLt OglLt 0g.L? 2,321 79,546 12,854 1,854
30 Melagp  2g.Lt OglLt OglL* 05glL? 0,508 34,236 3,210 0,454
31 Caldo 0g.L? OgLt OglL* 05glL? 1,907 67,584 14,985 1,954
32 Melago  0g.L? OgLt OglL? 0g.Lt 0,308 19,124 0,395 0,054
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Tabela 6: Resultados obtidos da avaliagdo da presenca e auséncia de sais do meio de sacarose para a
producdo de levanas por Z. mobilis ATCC 31821.

Ensaio  Producdo especifica: Eficiéncia converséo: Produtividade: Producéo especifica:

Y pix Ysip YpiLh Ypixh
01 5,486 0,075 0,077 0,229
02 6,961 0,206 0,513 0,290
03 10,410 0,151 0,218 0,434
04 6,531 0,200 0,644 0,272
05 5,150 0,081 0,106 0,215
06 6,652 0,208 0,560 0,277
07 11,090 0,164 0,180 0,462
08 6,049 0,179 0,639 0,252
09 1,262 0,017 0,023 0,053
10 7,505 0,220 0,621 0,313
11 8,707 0,131 0,160 0,363
12 5,278 0,155 0,553 0,220
13 6,938 0,101 0,116 0,289
14 6,276 0,185 0,494 0,261
15 9,821 0,144 0,199 0,409
16 6,936 0,194 0,643 0,289
17 7,939 0,230 0,634 0,331
18 9,650 0,148 0,218 0,402
19 6,495 0,206 0,516 0,271
20 3,837 0,057 0,051 0,160
21 5,829 0,172 0,540 0,243
22 7,058 0,107 0,149 0,294
23 6,781 0,196 0,561 0,283
24 9,600 0,151 0,134 0,400
25 5,896 0,179 0,593 0,246
26 6,467 0,097 0,167 0,269
27 6,539 0,191 0,552 0,272
28 11,721 0,167 0,161 0,488
29 5,539 0,162 0,536 0,231
30 6,324 0,094 0,134 0,263
31 7,859 0,222 0,624 0,327

32 1,281 0,021 0,016 0,053
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Figura 7 - Producdo de biomassa, ART consumido e producéo de levana por Z. mobilis ATCC 31821 utilizando das fontes de carbono complexas e auséncia e
presenca dos sais constituintes do meio.
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Figura 8 - Producéo de levana e atividade de levanasacarase de Z. mobilis ATCC 31821 utilizando das fontes de carbono complexas e auséncia e presenca

dos sais constituintes do meio.
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Figura 12 - Eficiéncia de conversdo, produtividade e producéo especifica de levana de Z. mobilis ATCC 31821 utilizando das fontes de carbono complexas e
auséncia e presenca dos sais constituintes do meio.
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Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 e Figuras 7 e 9

pode-se concluir que o caldo é o melhor substrato do que o melaco. O melaco inibe todos os
parametros analisados (Figuras 7, 8 e 9 e Tabela 5 e 6). O extrato de levedura apresentou um efeito
positivo quando adicionado ao caldo, maiores niveis de extrato de levedura tendem a aumentar a
producdo de levana. Anélises estatisticas prévias mostram que o sulfato de magnésio foi significativo

para a producdo de levana.
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