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RESUMO

A bactéria Zymomonas mobili$¢ considerada um microrganismo com alto potencial
biotecnoldgico para a producao de etanol e levana, por apresentar baixa producédo de biomassa
e alta tolerancia a elevadas concentragfes de etanol. Apesar disso, sua eficiéncia pode ser
prejudicada, devido a exposicdo das células livres a condicbes desfavoraveis durante os
processos fermentativos convencionais. A utilizacdo de células imobilizadas é uma alternativa
para solucionar tais problemas, pois oferece inUmeras vantagens como maior concentracao
celular, maior estabilidade e consequientemente maior producédo. Diante disso, o objetivo deste
trabalho, foi selecionar um suporte adequado para a imobilizacZyndemonas mobilis
visando aumentar a producao de etanol e levana empregando sacarose como fonte de carbono.
Os suportes avaliados foram: alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco de cana. Os
melhores parametros para a producao de etanol e levana, foram determinados utilizando a
metodologia de superficie de resposta (MSR). O primeiro experimento realizaffooth

as variaveis independentes: concentracéo de sacarose; pH; tempo de incubacao; temperatura e
agitacdo do meio de cultura. Com base nas melhores condicdes observadas no experimento
252 foi avaliada a capacidade de reutilizacdo dos suportes em fermentacdes subseqiientes
durante 12 dias. A producdo de etanol foi determinada pelo método de microdifusdo e a
levana foi determinada indiretamente em unidades de frutose apds hidrélise acida. A
biomassa foi determinada por densidade otica a 570 nm e a fixacdo do microrganismo no
suporte foi confirmada por microscopia eletronica de varredura. No experim@hto 2
verificou-se que o melhor suporte de imobilizacdo foi a bucha vegetal, a qual apresentou os
maiores valores de biomassa imobilizada (2,95 g/L); producédo de levana (24,9 g/L) e etanol
(50,95 g/L). Para os experimentos com reutilizacdo dos suportes, verificou-se que exceto para
a gquitosana, a microbiota imobilizada em todos 0s suportes permaneceu viavel até o 12° ciclo
de reutilizacdo do suporte. Neste experimento, o suporte bagaco de cana foi 0 que apresentou
melhores resultados para a adesdo microbiana (3,23 g/L), bem como para a producdo de
levana (32,13 g/L) e etanol (36,50 g/L). Diante disso, a bucha vegetal e o bagaco de cana
foram o0s suportes mais promissores para producéo de etanol e levana por batelada e por
batelada sequencial, respectivamente. Tais resultados indicam que o uso destes suportes
principalmente em fermentacg&o por batelada sequencial, constitui uma alternativa interessante
que pode contribuir para a reducao nos custos de producéo de levana e etanol e no aumento de
estabilidade do processo.

Palavras-chave: bioetanol, polissacarideo microbian@ymomonas mobilis células
imobilizadas, batelada sequencial.



ABSTRACT

Zymomonas mobiliss considered to have high biotechnological potential for ethanol and
levan production, because it produces little biomass and shows good tolerance to ethanol
concentrations. However, this efficiency can be decreased if the free cells are exposed to
unfavorable conditions during conventional fermentations. Cell immobilization is an
alternative to solve this problem and offers numerous advantages such as higher cell
concentrations, greater stability and improved production. Thus the aim of this work was to
select a suitable support for the immobilizatiorZzginomonas mobilis order to increase the
production of ethanol and levan from sucrose as the carbon source. The optimum values for
ethanol and levan production were determined using response surface methodology (RSM).
The first experiment was a2 design with the following independent variables: sucrose
concentration, pH, incubation time, temperature and agitation of the culture medium. Based
on the best conditions observed in t&*2experiment, reuse of the support was evaluated
during 12 days of fermentation. Ethanol production was determined by microdiffusion and the
levan production on fructose units after acid hydrolysis. The biomass was determined by
optical density at 570 nm and microbial growth on the support was verified by scanning
electron microscopy. In the®? experiment the loofa sponge was the best support for
immobilization with the highest values for immobilized biomass (2.95 g/L); levan production
(24.9 ¢g/L) and ethanol production (50.95 g/L). In the immobilization support reuse
experiments in batch fermentations, all the supports evaluated could be reused for 12 cycles,
with the exception of chitosan beads. Sugarcane bagasse was shown to be the best substrate
for microbial adhesion (3.23 g/L) and for levan (32.13 g/L) and ethanol production (36.50
g/L). Thus the loofa sponge and sugarcane bagasse represented the most promising support
and substrate for ethanol and levan production by batch and repeated batch fermentations,
respectively. The use of this support mainly in repeated batch fermentation is an interesting
alternative for the reduction of production costs and to increase process stability.

Keywords: ethanol, microbial polysaccharid@ymomonas mobilisimmobilization cell,
repeated batch fermentation.
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1. Introducéo e justificativa

A utilizacdo de microrganismos para a producao de biocompostos em escala industrial,
como o0 etanol e a levana, € objeto de intensas pesquisas em todo mundo. Uma das
dificuldades encontradas para a producdo em escala industrial € o baixo rendimento,
comumente obtido pelas técnicas convencionais.

A bactériaZzymomonas mobiligpresenta grande potencial para a producéo de etanol e
levana. Isso se deve a capacidade de tolerar elevadas concentracdes de etanol e agucares;
produzir baixa concentracdo de biomassa; utilizar via metabdlica diferenciada e pela
capacidade de sintetizar diferentes produtos a partir de mudancas nas condicfes de cultivo,
além de ter crescimento celular independente do consumo de carbono.

Apesar da grande capacidade fermentativa deste microrganismo, sua eficiéncia pode
ser prejudicada devido a exposicao das células livres a condigbes desfavoraveis durante os
processos fermentativos convencionais. Para solucionar tais dificuldades, pesquisas tém sido
realizadas no sentido de aperfeicoar esta tecnologia, e dentre as alternativas mais promissoras,
pode-se destacar a utilizacdo de microrganismos imobilizados.

A imobilizacdo de microrganismos oferece uma série de vantagens em relacdo a
utilizacdo de células livres. Dentre estas, destacam-se a protecdo das células frente a
condicBes ambientais desfavoraveis e maior concentracao de biomassa no suporte.

Dentre as diferentes técnicas de imobilizacdo celular, o aprisionamento em géis de
alginato e quitosana tem sido apontados como 0s que s&80 capazes de manter a atividade e
viabilidade celular por longos periodos de tempo.

Outro método interessante para a imobilizacdo é a adsorcdo de células em suportes
lignocelulosicos, como a bucha vegetal e o bagaco de cana, os quais apresentam boa
estabilidade a diferentes tratamentos quimicos e fisicos e extensa superficie de adeséao celular.

Tomando como base as pesquisas desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do laboratério
de biopolimeros, onde foi avaliada a producédo de etanol e levana pela bAgtmonas
mobilis livre no meio de fermentacéo e, obteve-se baixo rendimento de producéo, este estudo
visou aumentar a producao utilizando células imobilizadas em diferentes suportes.

Diante disso e da necessidade em desenvolver tecnologias que possibilitem aumentar o
rendimento de producdo de etanol e levana, utilizando matérias-primas economicamente
viaveis e de facil manipulacéo, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a eficiéncia de quatro

suportes (alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco de cana), para a imobilizacdo de
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Zymomonas mobili€CT4494 visando aumentar a producdo de etanol e levana e ainda,
possibilitar a reutilizagcdo da biomassa celular imobilizada em fermentacdo por batelada

sequencial.
2. Objetivo
2.1. Objetivo geral
Avaliar a eficiéncia da imobilizagdo dg/momonas mobili€CT4494, utilizando as
técnicas de aprisionamento em alginato e quitosana e adsor¢cdo em bagacgo de cana e bucha
vegetal, visando melhorar a producéo de etanol e levana.

2.1. Objetivos especificos

- Imobilizar as células deZzymomonas mobilisCCT4494, utilizando as técnicas de

aprisionamento em alginato e quitosana, e adsor¢cdo em bagaco de cana e bucha vegetal.

- Determinar as condicbes Otimas para a producdo de etanol e levana, utilizando a
metodologia de superficie de resposta (MSR), para avaliar o efeito das variaveis
independentes: pH inicial do meio de cultivo; concentracdo de substrato (sacarose); agitacao

do meio de cultivo; temperatura e tempo de incubacéo.

- Avaliar a técnica e 0 suporte mais promissores para a producao de etanol e levana.

- Determinar a capacidade de reutilizacdo do sistema imobilizado por fermentacdo por

batelada sequencial.
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3. Revisdao bibliografica

3.1. Zymomonas mobilis

A Zymomonas mobilié uma bactéria Gram Negativa, pertence a classe Proteobacteria
e faz parte da famili&phingomonadaceaa qual foi isolada pela primeira vez de bebidas
fermentadas (MADIGAN et al., 2010; SWINGS; DE LEY, 1977). E um microrganismo
anaerobio facultativo, mesofilo com temperatura 6tima de desenvolvimento entre 25 e 30 °C,
e valores de pH entre 5 e 7. S&0 bastonetes curtos e largos, arranjados aos pares ou de forma
isolada (Figura 1B), com flagelos mono ou lofotriquios (HAYASHI et al., 2011; MADIGAN
et al., 2010; MESQUITA, 2008; SWINGS; DE LEY, 1977).

Figura 1. Aspecto macroscopico das coldnias (A) e microscopico (1000 x) (Bjym@monas

mobilis.

Mesquita (2008).

A Zymomonas mobiliapresenta como exigéncia nutricional a presenca de glicose,
sacarose ou frutose no meio de cultivo, gerando quantidades praticamente equimolares de
etanol e CQ@ Devido a tal exigéncia, esta bactéria ndo cresce em meios utilizados
rotineiramente em microbiologia, como o caldo nutriente e agar padrao para contagem, sendo
estes meios comumente utilizados para verificar a pureza da cultura (BEKERS et al., 2000;
SWINGS; DE LEY, 1977).

Em meio liquido, seu crescimento caracteriza-se pela alta densidade celular dispersa
ou pela formacdo de sedimentos sob a forma de flocos. JA nos meios soélidos, apresenta
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crescimento lento com formagé&o de colbnias convexas, de cor creme ou esbranquigadas, com
didmetro de 1 ou 2 mm, apds incubagdo por 48 h a 30°C (Figura 1A). As células de
Zymomonas mobilispodem sofrer pleomorfismo com o envelhecimento da cultura,
originando morfotipos filamentosos e longos com dilatacao tipica na extremidade (HAYASHI

et al., 2011; MESQUITA, 2008; SWINGS; DE LEY, 1977).

Esta bactéria apresenta a rara caracteristica de manter alta eficiéncia na converséo de
glicose, mesmo em elevadas concentracdes de etang| er@@i® 1 mol de glicose origina 1,6
mol de etanol e 1,8 mol de GGalém de pequenas quantidades de outros subprodutos como o
lactato, acetaldeido, acido acético, glicerol, acetoina, di-hidroxicetona, acido glicénico,
manitol, sorbitol e levana (HAYASHI et al., 2011; MADIGAN et al., 2010; SWINGS; DE
LEY, 1977).

A bactériaZzymomonas mobilisitiliza a eficiente via metabdlica Entner-Doudoroff,
para a degradacéo de hexoses, seguida da descarboxilagcdo do piruvato, obtendo como produto
final etanol e C@ porém em meio contendo sacarose o rendimento de etanol é reduzido,
devido a formacédo de subprodutos como a levana e o sorbitol, conforme demonstrado na
Figura 2 (PENTJUSS et al., 2013; MADIGAN et al., 2010; BEKERS et al., 2000; VIIKARI,
1988).

Segundo Kalnenieks (2006) a Zymomonas mabitiginico microrganismo que utiliza
a via Entner Doudoroff anaerobicamente, em vez da via glicolitica Embden Meyerof. Esta via
€ provavelmente a mais antiga e menos eficiente energeticamente das vias fermentativas, uma
vez que produz apenas um mol de ATP para cada molécula de glicose consumida. Por outro
lado, esta bactéria utiliza um sistema de difusdo facilitada da glicose para o meio intracelular,
pela presenca de proteinas facilitadoras de transporte, apresentando alto crescimento em meio
de cultura rico em acucares (ROMANO; CONWAY, 1996).

A Zymomonas mobiliguando cultivada em meio contendo sacarose como fonte de
carbono, tem como subprodutos da sintese de etanol, a producdo de levana e sorbitol, sendo
gue a frutose formada a partir da hidrélise da sacarose, ndo é primariamente transportada para
o interior das células, mas sim utilizada na formacéo de levana e frutooligossacarideos pela
acdo da enzima levanasacarase (LOOS et al., 1994).

Durante a sintese do biopolimero levanZymomonas mobiliautiliza trés enzimas
distintas, a sacarase intracelular, a levanasacarase extracelular e a sacarase extracelular. Esta
altima é responsavel pela hidrolise da sacarose, e a enzima levanasacarase tem a funcao de

converter a sacarose em frutanas, formando a cadeia da levana (HETTWER et al., 1995).
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Figura 2. Metabolismo dos carboidratos @lymomonas mobilis.
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3.2. Imobilizag&o celular

A maioria dos processos fermentativos convencionais utiliza células livres no meio de
cultivo, porém o emprego de microrganismos imobilizados potencializa a producéo, devido a
elevada concentracdo de células nos suportes (PHISALAPHONG et al., 2007).

A imobilizagdo € uma estratégia para aumentar a eficiéncia dos processos
fermentativos convencionais, que possibilita a reutilizacdo de biocatalisadores por longos
periodos. E ainda, reduz os custos de producdo, aumenta a protecado das células contra agentes
inibidores e facilita a separagdo dos biocatalisadores da fase aquosa, onde se encontram 0s
produtos de interesse tecnoldgico (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006).

A imobilizacdo consiste no confinamento fisico de biocatalisadores (células
microbianas ou enzimas), em uma regido definida de espaco, na qual sdo mantidas suas
atividades cataliticas em processos de operacdo continua ou descontinua, possibilitando a
reutiizacdo das mesmas em processos subsequentes (KATCHALSKI-KATZIR e
KRAEMER, 2000).

Dentre as diversas aplicacdes de biocatalisadores imobilizados, pode-se destacar sua
utilizacdo nas industrias alimenticia, farmacéutica e médica, também em processos de controle
biolégico e biorremediacdo. Além disso, algumas técnicas de imobilizacdo possibilitam
estudos com microrganismos capazes de se desenvolverem em ambientes estressantes
(CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

Em se tratando da utilizagdo de células imobilizadas para a biorremediacio de areas
contaminadas, verifica-se que ja existem diferentes aplicacdes bem sucedidas desta técnica,
como por exemplo, a utilizacdo de células Ricillus spp. imobilizadas em espuma de
poliuretano para degradasftalato (PATIL et al., 2006) e também, o tratamento de efluentes
contaminados com corantes, por células imobilizadas de Funalia iPR#gRK et al., 2006).

Na industria de alimentos e sucroalcooleira, dentre as principais aplicacdes da
tecnologia de imobilizagdo, podem-se destacar a utilizagdo de células imobilizadas de
Saccharomycescerevisiae para producdo de etanol, bem como de vinhos e cervejas
(STANISZEWSKI et al., 2009; FERRARO et al., 2000).

Outro exemplo € a producao de xilitol a partir de célula€atedida guilliermondii
imobilizadas em bagaco de cana de acucar (SANTOS et al., 2008) e a utilizagédo de células de
Zymomonas mobilisnobilizadas em esferas de alginato de calcio para a biossintese de levana
e etanol (BEKERS et al., 2001).
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Na literatura existem diferentes suportes para imobilizar células e enzimas, conforme
destacado na Figura 3. Os principais suportes usados na imobilizag&o por aprisionamento em
matrizes e encapsulamento, incluem os alginatos, k-carragena, pectina, agar-agar, quitosana,
gelatina, colageno e polivinil alcool. (NORTON; D'’AMORE, 1994; PARASCANDOLA et
al., 2006).

Dentre as diferentes metodologias (Figura 4) para imobilizacdo celular, o
aprisionamento em matriz porosa e a adsor¢cao em suportes poliméricos sdo as mais utilizadas,

por apresentarem maior efetividade e facilidade na execucéo.

Figura 3. Esquema representativo dos principais suportes utilizados em imobilizacdo celular e
enzimatica.

Suportes para imobilizacédo

Organicos Inorgéanicos
Celulose, Agar, Amido, Quitina, Quitosana, Colageno, Seda, Areia, Argila, Betonita, Pedra pondes,
Albumina, Bucha vegetal, Alginato de calcio, Bagago de cana, Carvao, Porcelana, Alumina, Vidrp
Gluten, Bagaco de cevada, Palha de milho, pectina, Carragena, poroso, Ceramica, Silica, Oxido de
Casca de frutas, pedagos de frutas, Gelatina, Maltodextrina, ferro, Ago inox, Oxido de niquel
Resina, Poliestireno, Terra diatomacea, lignina, Nailpn, Alumino-silicatos.
Polivinilicos, Poliacrilatos.

3.2.1. Principais métodos de imobilizacdo celular

3.2.1.1. Imobilizagéo por floculagao celular

Os microrganismos apresentam naturalmente a caracteristica de formar agregados
celulares, dependendo das condi¢cdes do meio de cultivo. Este fenbmeno é observado mais
comumente em fungos e algas e em menores casos entre bactérias. Pode haver também a
formacdo de agregados celulares entre microrganismos diferentes (co-imobilizacdo), que é

bastante utilizada em processos de biorremediacao (PENG; BLY, 1998).
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A imobilizacdo por floculacédo celular € definida por varios autores como a agregacao
de células de maneira natural ou induzida artificialmente por um agente ligante como o
glutaraldeido, formando aglomerados celulares que se sedimentam com facilidade, sem a
necessidade de utilizar suportes (JIN; SPEERS, 1998).

A floculagédo é uma técnica muito adotada pelas industrias de bebidas, principalmente
aquelas produtoras de vinho e cerveja, pois a utilizacdo de leveduras floculantes afeta de
forma positiva a produtividade e a qualidade dos produtos, além da possibilidade de reutilizar
a massa celular em processos subsequentes, devido a facil recuperacdo das mesmas
(KOURKOUTAS et al., 2004).

Figura 4: Esquema representativo de alguns métodos de imobilizacao.

Métodos de imobilizacad

. . Floculagéo ~
Fixagdo Aprisionamento em celular Contencédo em
em suporte matriz porosa membranas
| | |
Adsorcéo Floculagéo Natural Microencapsulag&o
| (autoagregaca
| |
IL|ga<;a}o_ Floculacao Artificial Microencapsulacao
eletrostatica (Ligacéo cruzada) enterfacial
| |
c%\?:éi?e Contencéo entre
micromembranas

3.2.1.2. Imobilizacao por fixagdo em superficie solida

A técnica de adsorcdo em superficies soélidas, pode ser realizada por meio de
interacOes ibnicas ou por ligagbes covalentes entre os grupos reativos do suporte e do
biocatalisador. Neste tipo de imobilizagdo os principais suportes utilizados incluem materiais
lignocelulésicos como o0 bagaco de cana, e a bucha vegetal (DOMINGUEZ et al., 2001;
KOURKOUTAS et al., 2004).
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A imobilizag&o por adsor¢do € um método simples, eficiente e de baixo custo, tendo
como Unica desvantagem, o desprendimento de parte dos biocatalisadores para o0 meio
reacional. Uma alternativa para evitar tais perdas, e aumentar a concentracdo de
biocatalisadores imobilizados, é a utilizacdo de suportes porosos, que possibilitem a ligacao
do biocatalisador também a superficie interna do suporte (GROBOILLOT et al., 1994).

A camada do biofilme microbiano formado na superficie do suporte atinge espessura
de aproximadamente 1 mm. N&o existe barreira fisica entre as células em suspenséao e as fixas
no suporte, e por isso, pode haver desprendimento de células para o meio reacional,
resultando em um potencial de equilibrio entre elas (NORTON; D'AMORE, 1994).

Na literatura existem diferentes aplicagcbes de microrganismos imobilizados por
adsorcdo, como por exemplo, em pesquisa realizada por Vignoli et al. (2006), os quais
utilizaram células d&ymomonasspp. imobilizadas em bucha vegetal para a producéo de
sorbitol e obtiveram producgéo de 50 g/L. Outro exemplo é a utilizacdo de bagaco de cana para
imobilizar Candida guilliermondiobjetivando produzir xilitol (SANTOS et al., 2008).

Phisalaphong et al. (2007) avaliaram a eficiéncia da imobilizac&adeharomyces
cerevisiaeM 30 em suporte composto por uma mistura de alginato e bucha vegetal, visando a
producédo de etanol. Estes autores verificaram producdo apos 48 h de fermentacédo de 91,7 g/L

de etanol, sendo o suporte eficiente para a imobilizac&o e resistente mecanicamente.

3.2.1.3. Imobilizagédo por aprisionamento em matrizes porosas e encapsulamento

Na imobilizagdo por aprisionamento em matrizes porosas, as células ficam inseridas
entre a malha rigida/semi-rigida da matriz, tendo sua difusdo para o meio reacional impedida
pelo acumulo celular ou pelo proprio suporte (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006;
KOURKOUTAS et al., 2004). Este processo confere as células protecéo frente as condi¢oes
adversas de pH, temperatura e compostos inibidores. E ainda, possibilita a troca de nutrientes,
metabdlitos e gases, entre as células imobilizadas e o meio reacional (PARK; CHANG, 2000).

A imobilizacdo sob a forma de esferas é a mais utilizada, devido a elevada area
superficial que apresenta. A porosidade do material utilizado é essencial para a difusao
adequada de oxigénio e nutrientes do meio de fermentacgéo para o interior das esferas. Estudos
demonstram que a melhor transferéncia de oxigénio foi observada utilizando géis de alginato,
com 0,1- 0,15 mm (OGBONNA et al., 2000).

Ciani e Ferraro (1996) observaram que a utilizacéo de cultura mi€andeda stela e

Saccharomyces cerevisjaammbas imobilizadas em alginato, propiciou aumento na eficiéncia
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da fermentacdo para a producao de vinho, devido a alta concentracdo da biomassa no suporte
e reducdo na competicdo entre estes microrganismos. Suzzi et al. (1996), também utilizaram
células imobilizadas d8accharomyces cerevisiaen alginato, para a producdo de vinho e
observaram maior facilidade na separacdo e reutilizacdo da biomassa em fermentacdes
subsequentes.

Ani e Wahidin (2006) utilizaram a bactétiactobacillus delbrueckiimobilizada em
esferas de alginato de calcio para a producao de acido latico a partir de residuos de abacaxi,
onde obtiveram resultado satisfatorio (30 g/L) apds 36 h de fermentacéo.

No encapsulamento, as células encontram-se envoltas por uma membrana, nao
havendo a formacgdo de matriz entre a massa celular. Esta técnica consiste na contencdo de
células em membranas filtrantes microporosas, microencapsulacdo, ou por interacdes entre as
superficies de dois liquidos imisciveis, denominada microencapsulacéo interfacial (PARK;
CHANG, 2000).

Nesta técnica pode-se utilizar membranas pré-formadas ou promover a formacao
situ da membrana em torno das células. S&o muito utilizadas em fermentacdes continuas,
como por exemplo, nas industrias de vinhos e cervejas (KAREL et al., 1985; CUNHA, 2005).

A encapsulagédo oferece algumas vantagens em relacdo ao aprisionamento entre
matrizes, como prevencéo da perda celular para o meio de fermentacdo e menor limitagdo na
transferéncia de massa, pela auséncia da formacdo de gel no ndcleo da esfera (PARK;
CHANG, 2000; CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006).

Boza et al. (2004) obtiveram aplicagdo promissora desta técnica para a producdo de

polissacarideos, utilizando gel de maltodextrina por culturas liofilizadBsifinckia spp.

3.3. Imobilizac&o celular na producéo de etanol

O bioetanol € um composto organico, obtido pela fermentagdo de meio de cultivo rico
em carboidratos, seguido de destilacdo. Tem diferentes aplicacdes em processos industriais,
sendo a maioria direcionada a producdo de biocombustiveis (UNREAN; SRIENC, 2010;
STANISZEWSKI et al., 2009).

A producédo de bioetanol surgiu como uma forma de solucionar o problema da crise
energética mundial, devido a escassez de combustiveis fésseis. Diante desta realidade,
intensas pesquisas tém sido realizadas visando a producéo de etanol, por meio da utilizacdo de

substratos alternativos como o0s residuos agricolas e industriais (BEHERA; RAY;
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MOHANTY, 2010; STANISZEWSKI; KUJAWSKI;, LEWANDOWASKA, 2009;
YAMASHITA et al., 2008).

O uso deste combustivel como fonte alternativa de energia, tem avancado muito no
sentido de contribuir para a reducéo nos indices de poluentes emitidos, menores custos com
importacdo de petréleo, bem como para criacdo de maiores oportunidades para politicas de
desenvolvimento sustentavel (BEHERA et al., 2010; NIKOLIC® et al., 2009;
MOHAGHEGHI et al., 2006).

Varios pesquisadores tém estudado a obtencdo de etanol por via fermentativa com
células imobilizadas ou livres, e observaram que esta pode ser realizada utilizando diferentes
substratos, como por exemplo, acUcares (glicose, frutose, sacarose), bagaco de cana, soro de
queijo, vinhaca, melaco, palha de milho e arroz, dentre outros (GHORBANI et al., 2011;
STANISZEWSK et al., 2009; UNREAN; SRIENC, 2010).

Nikolic” et al. (2009) utilizando farelo de trigo como substrato para a producdo de
etanol comSaccharomyces cerevisiaar. ellipsoideusimobilizadas em esferas de alginato,
observaram que o suporte foi eficiente para a producéo de etanol e promoveu maior tolerancia
da cultura a alta concentracédo de etanol, sendo 10,23 % a maior concentracao obtida pelo
processo com células imobilizadas.

Em estudo realizado por Unrean e Srienc (2010) utilizando linhageBsctierichia
coli modificadas geneticamente, em sistema imobilizado, para produzir etanol a partir de
mistura de xilose, arabinose e glicose como fonte de carbono, observaram producdo durante
sucessivos ciclos de fermentacdo, com méxima producéo de 36,7 g/L de etanol em meio com
glicose e xilose.

Jamai et al. (2001) avaliaram as diferencas fisiologicas €drelida tropicalise
Saccharomyces cerevisiamobilizadas em alginato de calcio, para a producdo de etanol,
utilizando glicose como fonte de carbono. Estes autores obtiveram maior produtividade para
Saccharomyces cerevisi@aem 5,16 g/(L.h), e as duas espécies apresentaram alteracdes na
taxa de crescimento, taxa respiratéria e tolerdncia a altas concentracfes de etanol,
demonstrando que os microrganismos quando imobilizados em um suporte, apresentam
adaptacOes morfoldgicas e fisiologicas.

Yu et al. (2007) testaram bagaco de sorgo como suporte para a imobilizacdo de
Saccharomyces cerevisiagsando a sintese de etanol, e obtiveram maior produgdo com
concentracao inicial de sacarose de 20 %, em 16 h de fermentacdo, com produtividade de
16,68 (g/L.h).
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Segundo Kalnenieks (2006), a producdo de etanol fponomonasspp. tem
velocidade trés a cinco vezes maior do que a observada em leveduras. Esta bactéria apresenta
ainda, crescimento celular ndo associado ao consumo de substrato, fato este importante para
processos fermentativos continuos.

A producdo de etanol utilizando cultivo misto, de célulasZzgmomonas mobilis
imobilizadas em alginato e células livres Eiehia stipitis, foi avaliada por Peiris et al.

(2009), utilizando como substrato uma mistura de xilose e glicose e obtiveram fator de
conversao de substrato em produto de 0,49-0,50 g/g. Verificaram também, que a bactéria
apresentou capacidade em utilizar outras fontes de carbono, quando em co-cultura com a
levedura Pichia stipitis

Behera et al. (2010) avaliaram a producao de etanol por célufgsmbenonas mobilis
e Saccharomyces cerevisi@i@obilizadas em alginato de caélcio, utilizando como substrato
flores deMadhuca latifolia L., uma planta tipica e abundante nas florestas da india. Estes
autores obtiveram rendimento em etanol, com base na massa seca de substrato, de'154,5 g/kg
e 134,55 g/kg, respectivamente.

Yamashita et al. (2008) utilizaram lodo residual da industria de papel, rico em
carboidratos, para a producédo de etanol com céluldymemonas mobilisnobilizadas em
alginato, obtendo maior producédo de etanol (18 g/L) em 48 h de fermentac&o. Estes autores
observaram ainda, que as células imobilizadas permaneceram viaveis durante 4 ciclos de
reutilizacdo, com producao de etanol.

Em pesquisa realizada por Kannan et al. (1998) utilizando linhagem mutante de
Zymomonas mobilismobilizada em esferas de alginato, com meio de cultivo a base de
sacarose, verificou-se melhor producéo de etanol (67,1 g/L ) em 25 % de sacarose, durante 15
h de fermentacdo. Esta melhor producdo foi inversamente proporcional a formacdo dos
subprodutos sorbitol e levana.

Bandaru et al. (2006), avaliaram a utilizagédo de amido de sagu, como fonte de carbono
para a producdo de etanol, utilizando célulaZzg@®omonas mobiliso-imobilizadas com
amiloglucosidase e obtiveram resultados promissores, uma vez que a co-imobilizacédo

potencializou a producao de etanol, em até 55,3 g/L.
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3.4. Imobilizagdo celular na producgéo de levana

A levana é um exopolissacarideo constituido de unidades de frutose, unidas por
ligacbesp (2-6), sob forma linear ou ramificada €in(2-1) (Figura 5). E sintetizada por
varios microrganismos, principalmente pela bactéZiamomonas mobilis durante a
fermentacdo de meio de cultura a base de sacarose, extrato de levedura e sais minerais
(SWINGS; DE LEY, 1977; ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; CALAZANS et al., 2000).

Figura 5. Estruturg (2-6) da ramificacdo principal da levana.

A sintese de levana é realizada pela enzima levanasacarase que utiliza a sacarose como
substrato. Hettwer et al. (1995) relataram que a bacEmaomonas mobilipossui trés
enzimas distintas: a sacarase intracelular (SacA), a levanasacarase extracelular (SacB) e a
sacarase extracelular (SacC). A funcdo da SacA nao é bem conhecida; a SacC é responsavel
pela hidrélise da sacarose e a SacB, também conhecida como levanasacarase, tem a funcao de
converter a sacarose em unidades de frutose unidas por lia@@63, transferindo o radical
fructosil da sacarose para o C-6 da frutose no terminal ndo redutor, formando a cadeia da
levana.

De acordo com Ernandes (2009) e Costa et al. (2001) diferentes fatores influenciam a
producdo de levana, como por exemplo, a fonte de carbono utilizada, variacdes no pH do
meio de fermentacdo e na temperatura de incubagéo.

Este polissacarideo tem aplicagbes na industria de alimentos como estabilizante,
espessante, fixador de cor e sabor e apresenta elevado potencial edulcorante quando
hidrolisada em frutose. Em alimentos funcionais, representa um agente prebiotico eficiente

para o crescimento dgifidus spp. No setor farmacéutico, estudos indicam aplicagcbes como
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agente hipocolesterolémico, anticarcinogénico e imunomodulador (TANO; BUZATO, 2002;
ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; MURO et al., 2000; CALAZANS et al., 1997).

Segundo Ernandes e Garcia-Cruz (2009) a producédo de levana microbiana, em escala
industrial, € uma alternativa para substituir gomas como a xantana e dextrana que tem elevado
custo de producédo. Seu estudo também é voltado para interesses econémicos, uma vez que a
levana € um subproduto da fabricacdo de etanol (BEKERS et al., 1997).

Este biopolimero apresenta caracteristicas importantes para sua utilizacdo em
alimentos, como baixa viscosidade, alta solubilidade em agua e auséncia de toxicidade.
Porém, tem sua utilizacdo limitada devido a baixa producdo pelos processos convencionais,
que utilizam células livres no meio de fermentacdo (CALAZANS et al., 1997; BEKERS et al.,
2000).

A imobilizacéo de células € uma alternativa para aumentar a eficiéncia dos processos
fermentativos, garantindo maior protecdo as células e facilidade em recupera-las do meio. Em
trabalho realizado por Bekers et al. (1997), foi observada a producéo de 12,7 g/L de levana
comZ. mobilisimobilizada em alginato e a utilizacdo de menor biomassa inicial, uma vez que
esta apresentou bom crescimento no suporte durante o processo.

Em estudo realizado por Kannan et al. (1998) utilizando uma linhagem mutante de
Zymomonas mobilisnobilizadas em esferas de alginato, sendo o meio de cultivo a base de
sacarose, verificaram a producéo de 8,10 g/L de levana.

Além da bactériZymomonas mobilijgém sido utilizadas outras bactérias, como por
exemplo, oBacillus subtilis Shih et al. (2010) ao testarem este microrganismo imobilizado
em esferas de alginato, observaram elevada eficiéncia na producéo de levana (70,6 g/L) em 72
h de fermentacédo, quando comparada as ceélulas livres. Observaram ainda, a manutencéo da
estabilidade das esferas contendo a biomassa, durante 5 ciclos de reutilizacdo sem perda da

atividade catalitica.

3.5. Alginatos

Os alginatos sao polimeros lineares constituidos por liggg&dés4) de acido D-
manurdénico ea (1,4)-L-acido gulurénico (Figura 6), produzidos pipatmente por algas
marrons, mas também podem ser sintetizados por microrganismos dos §&eedmmonas
spp.e Azotobacter spp. (SABRA et al., 2001; GOMES, 2007).
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Figura 6. Estrutura quimica do alginato de sodio.
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A principal alga utilizada para a producdo de alginato comercial é a alga gigante
denominadaMacrocystis pyrifera, encontrada abundantemente nas costas da Ameérica do
Norte e do Sul, Nova Zelandia, Austréalia e Africa (GLICKSMAN, 1987).

O alginato bacteriano é um possivel substituto para o alginato obtido a partir de algas
marrons, porém, este Ultimo ainda € o mais consumido (BRIVONESE e SUTHERLAND,
1989). Segundo Clementi et al. (1999), a produgdo de alginato por bactérias como polimero
industrial, ainda é um assunto controverso.

Este polimero quando exposto a presenca de ions calcio, forma ligacGes intercruzadas
entre seus grupamentos poligalacturénicos, provocando um rearranjo das cadeias lineares,
com formag&o de uma rede tridimensional. Tais cadeias serdo mais fortes mecanicamente,
guanto maior for a concentracdo de monémer@s4)-L-acido gulurdnico da cadeia original
(CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996). Diante desta caracteristica, este suporte € bastante
utilizado como suporte para a imobilizagdo de microrganismos e enzimas.

Este polimero apresenta algumas vantagens em sua utilizagdo, como a grande
disponibilidade no mercado, possibilidade de ampliacdo da escala de producéo e a aceitacao
do alginato de soédio e cloreto de calcio como aditivos na producdo de alimentos
(CHAMPGNE et al., 2000).

3.6. Quitosana

A quitosana é formada por unidagegl, 4) 2 amino-2-deoxi-D-glucose, com cadeia
polimérica similar a celulose (Figura 7). E um polimero natural derivado da desacetilagdo da
quitina, oriunda de carapacas de crustaceos, sendo considerado o segundo polissacarideo mais

abundante na natureza, atras somente da celulose (ASSIS; LEONI, 2003).



32

A diferenca da celulose para a quitosana se encontra somente nos grupos funcionais. O
grupo hidroxila (OH) esta presente na forma geral desses dois polissacarideos, no entanto,
somente a quitosana possui 0 grupo amino{NHque lhe confere solubilidade em meio
&cido diluido, por meio da protonac¢éo do grupo amino que origina o igh (NEENDES et
a., 2011).

A quitosana € um polimero natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel com
grande importancia econémica e também ambiental, uma vez que sua utilizacdo pode reduzir
o impacto ambiental gerado pelo descarte de carapacas de crustaceos pelas industrias
pesqueiras (MENDES et al., 2011).

Figura 7. Estrutura quimica da quitosana
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Na literatura sdo escassas as pesquisas que utilizam exclusivamente a quitosana
como suporte para imobilizagdo, isso porque este polissacarideo apresenta variagdes no grau
de desacetilagdo em sua massa molecular, que podem dificultar a formacéo do suporte e da
imobilizacdo, e ainda, apresenta potencial antimicrobiano frente a alguns microrganismos
(CRAVEIRO et al., 1999; LIU et al., 2004).

Em metodologias de imobilizagdo utilizando a quitosana, esta funciona como um
agente polimerizante, fornecendo maior estabilidade ao arranjo molecular do suporte. Esta
pode ser utilizada sob a forma de filmes, membranas e esferas (WEN-TAO et al., 2005).

A imobilizacdo em esferas consiste no gotejamento da solugéo de quitosana, contendo
a enzima ou o microrganismo, em solugéo alcalina para formacéo instantanea das esferas por

meio de ligacdes entrecruzadas entre os reagentes (HE et al., 1999).
3.7. Bucha vegetall(uffa cylindricaL.)
A Luffa cylindrica L. popularmente conhecida como bucha vegetal, € uma planta

subtropical, abundante na China, Japdo e em paises da América do Sul como, por exemplo, o
Brasil onde € comumente encontrada (NAGLIS; ALMEIDA, 1994; ALMEIDA et al., 2005).
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Esta planta € bastante conhecida pela producdo des fiewes, cilindricos e que
apresentam naturalmente uma arquitetura entrelacadsonme alta porosidade. Essas
caracteristicas conferem a bucha vegetal, grande potencial para utilizagdo como suporte de
imobilizacdo (OGBONNA et al., 1996).

Tais frutos tém composicdo basica de: 4,2% de proteinas, 37,81% de carboidratos e
55,78% de fibras, sendo esta ultima, formada principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina (SAEED; IQBAL, 2013).

A imobilizacdo em bucha vegetal é realizada por @dso fisica das células ou
enzimas entre a rede de material lignocelulésico que a compde. Devido a sua composi¢ao ser
basicamente hemicelulésica, a bucha vegetal é susceptivel a degradacdes por enzimas
celulases, sendo necessarios procedimentos de pré-tratamento prévio no suporte quando se
utilizam microrganismos celuloliticos (HIDENO et al., 2007).

Em trabalho realizado por Pocas et al. (2004), empregando bucha vegetal como
suporte para imobilizacdo da enzima invertase, obteve-se altos rendimentos para a producao

de xarope de acucar invertido, quando este suporte foi tratado antes da imobilizacéo.

3.8. Bagaco de cana

O bagaco de cana é um residuo muito abundante no pais, produzido a partir do
processamento da cana-de-acucar, totalizando cerca de 580.000 toneladas de cana moida na
safra 2012/13 (CONAB, 2013).

Este residuo proveniente da moagem da cana de aguUcar tem composi¢cdo média de
50% de umidade, 2% de solidos soluveis e 46% de fibra, sendo que desta, a celulose ocupa de
32-50%, a hemicelulose de 19-25% e a lignina de 23-32% (HAMELINK et al., 2005).

Devido ao fato de ser composto basicamente por material lignoceluldsico, ter elevada
porosidade e alta resisténcia a condicdes ambientais pode ser empregado para uma infinidade
de aplicagdes industriais, como por exemplo, para a geracao de energia, producao de ragcao
animal, producdo de papel e celulose, madeira prensada, producédo de alcool e enzimas e
ainda, como suporte para a imobilizacdo de células em processos fermentativos (SANTOS et
al., 2008).

As principais vantagens em utilizar este subproduto agroindustrial para imobilizag&o
celular sdo seu baixo custo e elevada disponibilidade, além de apresentar alta porosidade e

grande superficie para a fixacdo microbiana (YU et al., 2010). Alguns estudos ressaltam a
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necessidade de realizar tratamentos prévios a imobilizacdo, objetivando aumentar a afinidade
entre a célula e o suporte (CARVALHO et al., 2002).

Santos et al. (2008) avaliaram a utilizacdo deste subproduto como suporte para a
imobilizacdo deCandida guilliermondii para produzir xilitol. Estes autores obtiveram
resultados satisfatérios, indicando o bagaco de cana como alternativa de baixo custo como

suporte para a producao de xilitol.

4. Material e métodos

4.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a bactérzymomonas mobili€CT 4494, obtida da
Colecédo de Culturas Tropical (CCT) da Fundacéo de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”

- Campinas - SP.

4.2. Meios de Cultura
4.2.1. Meio de manutencao e pré-fermentacdo

Este microrganismo foi mantido a temperatura de 4°C em “CZldonomonas
mobilis’ (Caldo ZM), contendo 10 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de peptona e 20 g/L de
glicose, sendo reativado mensalmente. Para a realizacédo da pré-fermentacéo foi utilizado este

mesmo meio de cultivo.

4.2.2. Meio de fermentacao

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio basal,
proposto por Rodrigues e Callieri (1986) com algumas modificagdes, conforme descrito na
Tabela 1. A este meio, foram adicionadas diferentes concentracdes de sacarose; as quais

foram esterilizadas separadamente da solucéo de sais, a 121°C/15 min.
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Tabela 1. Composig&o do meio basal em g/L.

Reagentes (o/L)
Extrato de levedura 5
Fosfato de potéssio (KRO,) 1
Sulfato de magnésio (MgSQOH,0) 1
Sulfato de aménia ((NF,SQy) 1

4. 3. CondigOes de fermentacao

4.3.1. Pré Fermentacéo

A cultura estoque déymomonas mobili€CT 4494, foi repicada em tubos contendo
caldo ZM, e incubada por 24 h. a 30°C para reativacao da cultura. Apos este periodo, estes
tubos foram vertidos em frascos de pré-fermentacdo, contendo 50 mL de caldo ZM e
incubados sob as mesmas condi¢des da reativacao.

4.3.2. Preparo e padronizacéo do inéculo

Para a realizacdo dos ensaios, o conteudo dos frascos da pré-fermentacéo (item 4.3.1)
foi centrifugado a 3660xg por 15 min., o sobrenadante foi descartado e o “pellet” de células
foi re-suspendido em solucao salina 0,85% obtendo-se uma suspenséo celular concentrada. A
partir desta suspensao, a concentracao de células adicionadas ao suporte, foi padronizada por
espectrofotometria, de acordo com Vignoli (2003), conforme descrito a seguir:

Foram adicionados 2 mL de agua destilada em uma cubeta de espectrofotbmetro e a
suspenséao celular foi gotejada de forma a obter uma absorbancia de 0,7 a 570 nm. Por meio
de uma regra de trés, foi calculado o volume de in6culo a ser adicionado ao suporte de
imobilizacédo. Utilizando uma curva de calibracdo (item 4.3.3) que relaciona a concentracao
celular dezymomonas mobili€CT 4494 e a absorbancia obtida pela suspenséo, foi possivel
calcular a quantidade de in6culo adicionado ao suporte de imobilizagé&o.

Para todos os experimentos realizados utilizando todos os suportes de imobilizacao, o
indculo inicial deZzymomonas mobili€CT 4494 foi padronizado a 0,85 g de massa secal/l,

correspondente a absorbéancia de 0,7 a 570 nm.
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4.3.3. Curva de calibracdo para determinacdo da concentracdo celular a partir de

suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494

A curva de calibragdo foi realizada conforme Ernandes (2009), com algumas
modificagOes. Para a construcdo da curva de calibracdo, inicialmente o microrganismo foi
cultivado nas condicdes de pré-fermentacdo, em um volume de 50 mL de meio, conforme
descrito no item 4.3.1, e centrifugado a 3660g durante 15 min. Apés a centrifugacdo, a massa
celular foi lavada duas vezes com agua destilada, a fim de remover o meio de cultura
remanescente.

A massa celular amida foi entdo re-suspendida em 25 mL de agua destilada, que
consistiu na suspensao original e posteriormente, foram preparadas diferentes diluicbes. Um
volume de 7 mL da diluicdo original e de cada diluicAo da suspensdo de células, foi
adicionado em cadinhos de porcelana, previamente secos e pesados em balanc¢a analitica. Em
paralelo, foram feitas leituras da absorbancia em espectrofotometro a 570 nm, na amostra da
suspensao celular original e nas diluidas.

Estes cadinhos foram levados a estufa a 105°C por 24 h. Apds esta etapa, os cadinhos
foram transferidos para um dessecador a temperatura ambiente por 30 minutos para o
resfriamento, e posteriormente foram pesados em balanca analitica. Esta operacao foi repetida
até a obtencao de peso constante.

A massa celular déymomonas mobilis, foi calculada pela subtracdo do peso dos
cadinhos contendo as células e o peso dos cadinhos vazios e secos.

Com base nas absorbancias das amostras e a massa celular seca obtida, foi construida
a curva de calibracao, relacionando a absorbancia com a concentracao celular (Anexo: Tabela

1 e Figura 1).

4.4. Imobilizagao

4.4.1. Imobilizacdo por aprisionamento em alginato

As células dZymomonas mobili€ECT 4494 em concentracdo pré-estabelecida, como
descrito no item 4.3.2, foram adicionadas na solucao de alginato a 3%, previamente preparada

e esterilizada, sob agitacdo em agitador magnético por 10 min., e entdo esta mistura foi
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gotejada com auxilio de seringa hipodérmica em solucdo de cloreto de calcio a 0,2 M, sob
agitacdo, obtendo-se esferas de aproximadamente 3 mm de diametro, conforme descrito por
Souza Junior (2006) com algumas modificacdes. As esferas foram mantidas sob refrigeracao,
por 24 h. a 4°C para a maturacdo. Apés este periodo, as esferas foram lavadas em agua
destilada esterilizada e 10 g foram adicionados aos frascos de Erlenmeyer contendo 40 mL de
meio de fermentacao e a fonte de carbono (Figura 8A).

Figura 8. Aspecto das esferas de alginato de calcio apds gotejamento em cloreto deacidé@o em
meio de fermentacdo (A) e aspecto das esferas de quitosana logo apds o gotejamento em solucéo de
NaOH 1 M (B).

4.4.2. mobilizacao por aprisionamento em quitosana

As células d&Zzymomonas mobili€CT 4494 em concentracdo pré-estabelecida como
descrito no item 4.3.2, foram adicionadas em uma solucéo de quitosana a 4%, previamente
dissolvida em acido acético 1% e esterilizada por fervura a 100°C por 5 min.

A suspensao célula-quitosana foi mantida sob agitacdo em agitador magnético por 10
min., e entéo foi gotejada em solucdo de NaOH 1 M, com agitacdo, obtendo-se esferas com
diametro de aproximadamente 3 mm, conforme Gomes (2007) com adaptacdes. As esferas
foram mantidas em refrigeracéo, por 24 h. a 4 °C para maturacao, e entdo foram lavadas duas

vezes em agua destilada esterilizada, para remover o excesso de hidroxido de sédio (Figura
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8B), e posteriormente, foram adicionadas aos frascos de Erlenmeyer, contendo o meio de
fermentacao e a fonte de carbono.

4.4.3. Imobilizacdo por adsorcédo em bucha vegetal

A imobilizagcdo em bucha vegetal foi realizada conforme descrito por Vignoli et al.,
(2006) com modificagdes.

A bucha vegetal foi fracionada em pedacos de 2/2 cm, e esterilizada em autoclave a
121°C por 15 minutos. A seguir, 0,6 g de bucha foram adicionadas para cada frasco de
imobilizacdo (quantidade maxima para que 0 suporte permanecesse imerso no meio de
fermentacdo), contendo o meio de pré-fermentacdo descrito no item 4.2.1, e entdo foram
inoculados com a suspensao celular, obtida na pré-fermentacéo (item 4.3.1). Estes frascos
foram incubados em agitador orbital a 150 T temperatura de 30°C durante 24 h.

ApoOs este procedimento, as pecas de bucha foram lavadas em &gua destilada
esterilizada para remover a microbiota ndo aderida ao suporte, e entdo foram transferidos, sob
condicOes assépticas, para os respectivos frascos contendo o meio de fermentacao e a fonte de

carbono (Figura 9A).

4.4.4. Imobilizacdo por adsorcdo em bagaco de cana

O método de imobilizagdo em bagaco de cana foi realizado conforme descrito por
Chandel et al. (2009) com algumas modificagdes.

O bagaco de cana utilizado como suporte para a adsor@@ondenonas mobili€CT
4494 foi previamente lavado com agua destilada para a remocéo de impurezas, e entdo foi
seco em estufa a 55°C. Em seguida, este suporte foi esterilizado a 121°C por 15 min. A
padronizacao do inoculo foi realizada conforme descrito no item 4.3.2. A seguir, 0,6 g de
bagaco estéril foram adicionados para cada frasco de imobilizacdo, contendo o meio de pré-
fermentagao, descrito no item 4.2.1, e entdo foram inoculados com a suspensao celular obtida
na pré-fermentacao (item 4.3.1). Estes frascos foram incubados em agitador orbital & 150 min
! e temperatura de 30°C durante 24 h. Apés este procedimento, o bagaco de cana foi lavado
em agua destilada esterilizada para remover a microbiota ndo aderida ao suporte, e entéo
foram transferidos, sob condi¢des assépticas, para os respectivos frascos contendo o meio de

fermentacéo e a fonte de carbono (Figura 9B).
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Figura 9. Aspecto da bucha vegetal (A) e bagaco de cana (B) ap6s a imobilizagéo.

4.5. Roducao de etanol e levana

Para os suportes bucha vegetal e bagaco de cana, adicionou-se 0,6 g do sistema
imobilizado, para cada frasco de fermentacdo. Para os suportes alginato e quitosana, foram
adicionados 10 g de esferas para cada frasco de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL dos
meios de fermentacdo com o pH inicial ajustado, temperatura, agitacdo e tempo de

fermentacao predeterminados pelo planejamento experimental (item 4.6).
4.6. Ensaio de fermentacdo com células imobilizadas sem reciclo do suporte imobilizado

Para definir as melhores condi¢cdes de producdo de etanol e levana utilizando os
suportes de imobilizacao (alginato, quitosana, bagago de cana e bucha vegetal) foi realizado
um planejamento fatorial fracionado®? (MONTGOMERY, 2001). As variaveis
independentes estudadas foram: eoncentracdo de sacarose em g/k; pH inicial; Xs:
temperatura de incubacdo em °G; témpo de incubacdo em h. g Xfluéncia da agitacédo

do meio em mift, resultando em 27 experimentos com 2 repeti¢cdes, incluindo um ponto
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central para cada variavel, conforme demonstrado nas Tabelas 2 e 3. Apds o final das
fermentacdes, foram retiradas amostras para analise de pH final, biomassa livre no caldo de
fermentacdo, biomassa aderida ao suporte, determinacéo de etanol e levana e determinacéo de

acucares totais.

Tabela 2.Variaveis independentes estudadas no primeiro planejamento experinf&ftal 2

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Xi: sacarose (g/L) 150 250 350
Xo: pH inicial 40 5,5 7,0
Xs: tempo (h) 16 56 96
X4: temperatura (°C) 30 35 40
Xs: freqliéncia de agitagéo (i 0 100 200

4.7. Ensaio de fermentacdo com células imobilizadas com reciclo do suporte imobilizado

Com base nas melhores condicdes de producdo obtidas nos experinteftos 2
utilizando a metodologia de superficie de resposta, realizou-se a reciclagem dos suportes
durante 12 dias de fermentacéo.

Ao final de cada ciclo de fermentacédo, o caldo fermentado foi removido e adicionado
meio fresco para o préximo ciclo de fermentacéo. Este procedimento foi repetido por 12 vezes
com tempo de fermentacgéo de 24 h. Ao final de cada fermentacao, foi analisada a producao de

levana, etanol, biomassa livre, biomassa imobilizada e acucares totais.
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Tabela 3. Delineamento experimental fatorial fracionaid dara os suportes: alginato, quitosana,
bagaco de cana e bucha vegetal.

Ensaio Replicata Sacarose pH Tempo Temperatura Agitacio

(g/L) inicial (h) (°C) (min ™
1 1 150 4,0 16,0 40,0 200
2 1 350 4,0 16,0 30,0 0
3 1 150 7,0 16,0 30,0 200
4 1 350 7,0 16,0 40,0 0
5 1 150 4,0 96,0 40,0 0
6 1 350 4,0 96,0 30,0 200
7 1 150 7,0 96,0 30,0 0
8 1 350 7,0 96,0 40,0 200
9C 1 250 55 56,0 35,0 100
10 2 150 4,0 16,0 40,0 200
11 2 350 4,0 16,0 30,0 0
12 2 150 7,0 16,0 30,0 200
13 2 350 7,0 16,0 40,0 0
14 2 150 4,0 96,0 40,0 0
15 2 350 4,0 96,0 30,0 200
16 2 150 7,0 96,0 30,0 0
17 2 350 7,0 96,0 40,0 200
18C 2 250 55 56,0 35,0 100
19 3 150 4,0 16,0 40,0 200
20 3 350 4,0 16,0 30,0 0
21 3 150 7,0 16,0 30,0 200
22 3 350 7,0 16,0 40,0 0
23 3 15,0 4,0 96,0 40,0 0
24 3 350 4,0 96,0 30,0 200
25 3 150 7,0 96,0 30,0 0
26 3 350 7,0 96,0 40,0 200
27C 3 250 55 56,0 35,0 100

(C): ponto central

4.8. Métodos analiticos

4.8.1. Determinagéo do pH final

O pH final foi determinado diretamente no caldo fermentado por potenciometria em
pHmetro Digmed DM20.
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4.8.2. Determinagéo da biomassa livre no caldo de fermentagéo

A biomassa livre no caldo de fermentacao foi determinada por espectrofotometria a
570 nm, e correlacionada com a curva padrdao como descrito no item 4.3.3. Como branco foi

utilizado o mesmo meio de cultura sem a presenga do microrganismo.

4.8.3. Determinacdo da biomassa imobilizada nos diferentes suportes

Para a determinacdo da biomassa imobilizada nos suportes, as esferas de alginato
foram removidas dos frascos de fermentacao, e dissolvidas em 10 mL de citrato de sodio 0,3
M com pH ajustado a 5 com acido citrico 1 M, conforme Batista (2005) com algumas
adaptacOes. As esferas de quitosana foram dissolvidas em 10 mL de acido acético 5% e apos
esta etapa, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 570 nm, e
correlacionada com a curva padrdo como descrito no item 4.3.3. Como branco foram
utilizadas as esferas de quitosana e alginato previamente dissolvidas sem a presenca do
microrganismo.

Para avaliar a biomassa aderida ao baga¢o de cana e as pecgas de bucha, estas foram
retiradas do caldo de fermentagdo, sob condicbes assépticas, e adicionadas em frascos
contendo 50 mL de agua destilada. Estes frascos foram incubados em agitador orbital a 240
min durante 2 h, para a retirada das bactérias aderidas ao suporte. Apds esta etapa, 0s
suportes foram removidos e a agua contendo as células foi centrifugada a 1559 g durante 5
minutos, obtendo-se assim, a massa celular. Esta foi ressuspendida em 50 mL de agua
destilada. A concentracdo celular foi determinada pela leitura da absorbancia da suspensao
celular a 570 nm e correlacionada com a curva padrdo como descrito no item 4.3.3. Como

branco foi utilizada agua destilada.

4.8.4. Determinacado da producao de etanol

O etanol foi determinado por microdifusdo. Nesta técnica, utilizaram-se dois tubos
para cada amostra, sendo um inserido no interior do outro. No tubo maior, adicionou-se 0,5
mL de solugdo saturada de carbonato de sodio, e em seguida, acrescentou-se 0,1 mL da
amostra de meio de fermentacdo sem ceélulas, previamente diluida (1:5). No tubo menor,
adicionou-se 1 mL de solucdo de dicromato de potassio 0,145% (0,145 g de dicromato de

potdssio em 100 mL de &cido sulfdrico 10 N). Em seguida, com auxilio de uma pinga, o tubo
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menor com dicromato de potéssio, foi adicionado no interior do tubo maior, e fechou-se o
mesmo rapidamente, para evitar a evaporacdo do etanol. Estes tubos foram incubados em
banho a 45°C durante 60 min. ApOs este periodo, 0 tubo com dicromato de potassio, foi
removido e acrescentou-se ao mesmo 0,5 mL de agua destilada. Este tubo foi agitado em
agitador orbital e submetido a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 450 nm em
espectrofotdmetro (Biochrom modelo Libra 22). Para o calculo dos resultados, foi realizada
uma curva de calibracdo entre a absorbancia e diferentes concentracbes de etanol (Anexo:

Tabela 2 e Figura 2).

4.8.5. Determinacédo da producao de levana

A determinacéo da producéo de levana foi realizada com base na técnica descrita por
Viikari (1984), com algumas modifica¢des, conforme descrito por Moro et al. (2011). Nesta
técnica, retirou-se volumetricamente, uma quantidade do sobrenadante obtido ap6s a
centrifugacdo do meio, e adicionou-se etanol anidro gelado, sendo esta solucdo deixada em
repouso por 24 h em temperatura de 4°C.

Apds esse periodo, a solugdo foi centrifugada a 3267 g a temperatura de 4°C, durante
20 minutos, e a operacao de precipitacao pelo etanol foi repetida novamente para aumentar o
grau de pureza do material isolado. Apos esta etapa, realizou-se uma centrifugagcdo com agua
destilada, sob as mesmas condicfes citadas anteriormente.

A levana precipitada foi hidrolisada em unidades de frutose, com &cido cloridrico
0,5% a 100°C por 60 minutos. Apos a hidrélise, o material foi neutralizado com hidréxido de
sbédio 2 M e deixado em repouso por 20 minutos, e entdo a levana foi estimada indiretamente
como unidades frutose (em g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944).

Para o calculo da concentracéo de levana, foram realizadas leituras de absorbancia em
comprimento de onda de 540 nm, tendo como base amostras com concentracdo de frutose
conhecidas e entdo, foi construida uma curva de calibracdo Somogyi (1952) e Nelson (1944).

(Anexo: Tabela 3 e Figura 3).
4.8.6. Determinacgdo de agUcares redutores e totais
Os acucares redutores foram determinados de acordo com o método do cuproarsenato

descrito por Somogyi (1952) e Nelson (1944) e os acucares totais pelo método fenol-

sulfarico, descrito por Dubois et al. (1956).
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Foram realizadas leituras de absorbancia, no comprimento de onda desejado para cada
método utilizado, tendo como base amostras de aglucares com concentragdes conhecidas e,
posteriormente, foi construida uma curva de calibragéo utilizando o método Somogyi (1952) e
Nelson (1944) e Dubois et al. (1956). (Anexo: Tabela 4 e Figuras 4).

4.8.7. Microscopia eletronica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura foi realizada em todos os suportes, conforme a
metodologia proposta por Madi-Ravazzi (2009). Os suportes foram submetidos a fixagao por
6 h em glutaraldeido 3%, e em seguida, foram tratados com tetréxido de 6smio 1%, durante 1
h e entdo, foram desidratados com etanol nas concentracdes de 30 a 100 %. Posteriormente, as
amostras foram secas no ponto critico por 1 h para a remocéo total da umidade. Em seguida,
foram metalizadas e submetidas a observacdo em microscépio eletrénico de varredura (Leo

450vpi, andlises em 15v) em sala climatizada.
4.8.8. Calculo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram determinados de acordo com as equacdes descritas
abaixo:
- Coeficiente de rendimento do produto em relacéo ao substrato consi Y ps=(B —=R) (9/9)
So- S

- Produtividade P =(R—B) (g/L.h)

(t; — to)
Onde:
P = produtividade; = massa produto de inicial (g/L);  massa de produto final (g/L)y S
concentragao inicial de substrato (g/L};=Sconcentracéo final de substrato (g/L); Yp/s =
coeficiente de rendimento do produto em relagdo ao substrato consymitempo (h); 4 =

tempo inicial (h).

4.9. Andlise estatistica

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado o planejamento estatistico fatorial

fracionado (2P) descrito por Montgomery (2001), com o auxilio do software Statistica 6.0.
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Para avaliar os melhores parametros para a producgao de etanol e levana foi realizada a
analise estatistica dos dados com a analise de variancia (ANOVA) e também com graficos de
contorno da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Os resultados obtidos nas
fermentacdes semicontinuas, durante os 12 dias de reciclo do suporte, foram avaliadas pela

andlise de variancia e teste de Tukey utilizando o sofware Minitab 14 (BOX et al., 1978).

5. Resultados e Discussao

5.1. Crescimento da biomassa nos suportes: alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco

de cana

Para os experimentos realizados utilizando o alginato como suporte de imobilizacéo,
com indculo inicial de 0,85 g/L, tomando como base a MSR, observou-se que a sacarose € a
frequéncia de agitacédo do meio de fermentacéo (Tabelas 4 e 5), influenciaram negativamente
para o aumento da biomassa no suporte (2,65 g/L), e por outro lado, o pH inicial em torno de
7,0 apresentou interferéncia positiva. A temperatura ndo apresentou interferéncia no
crescimento do microrganismo no suporte, conforme demonstrado na Figura 10. Com base na
ANOVA, verificou-se que estes fatores também apresentaram interferéncia estatistica

significativa (p < 0,05) para o aumento da biomassa nas esferas de alginato (Tabela 4).

Tabela 4. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorgspdea abiomassa de
Zymomonas mobilisnobilizada no suporte alginato.

Variaveis Biomassa imobilizada no suporte
Efeito P
X* -1,05114 0,000009
Xo* 1,23883 0,000001
X 0,06327 0,730681
X 0,00854 0,962902
Xg* -1,01661 0,000015

*Variaveis com interferéncia estatistica significatipga<(0,05).
X.: sacarose (g/L);xpH; x: tempo (h); ¥ temperatura°C) e x;: freqiiéncia de agitac&o (mi.
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Tabela 5. Planejamento experimental fatorial fracionad®?2 utilizando o suportalginato, com
duas repeticdes no ponto central, para biomassa imobilizada no suporte, levana e etanol.

Ensaio X; X, Xz X; Xs B L YL PTL E YE PTE

150 40 16 40 200 028 04 0,015 003 25 0,09 0,6
350 40 16 30 0 001 67 0021 042 81 0,03 0,51
1s0 70 16 30 200 210 26 0,017 0,16 10,2 0,07 0,64
350 7,0 16 40 o 229 04 0002 003 129 0,06 0,81
150 4,0 96 40 0 190 0,7 0,007 001 91 0,09 0,09
350 40 9% 30 200 0,01 60 0,018 0,06 176 0,05 0,18
150 7,0 96 30 0O 265 01 0,001 o000 178 0,14 0,19
350 70 96 40 200 0,38 05 0002 001 168 0,02 0,07
250 55 656 3 100 150 03 0001 o001 179 0,07 0,32
10 150 40 16 40 200 033 08 0018 005 48 0,11 0,30
11 350 4,0 16 30 0O 015 60 0019 038 66 002 0,42
12 150 70 16 30 200 190 23 0,016 0,24 144 0,10 0,90
13 350 7,0 16 40 o 242 03 0001 0,02 128 0,06 0,80
14 150 4,0 96 40 0O 205 06 0006 001 79 0,07 0,08
15 350 40 96 30 200 0,01 42 0,013 0,04 16,1 0,05 0,17
16 150 70 96 30 0O 256 01 0001 000 16,8 0,13 0,17
17 350 70 9% 40 200 0,28 06 0002 001 92 0,03 0,10
18C 250 55 56 35 1100 1,75 03 0,001 o001 170 0,07 0,30
19 150 40 16 40 200 0,26 O6 0,041 o004 2,7 018 0,17
20 350 4,0 16 30 0O 001 61 0019 038 6,2 0,02 0,39
21 150 70 16 30 200 215 24 0,016 0,15 148 0,10 0,92
22 350 7,0 16 40 0O 192 02 0001 001 135 0,06 0,85
23 150 40 96 40 0 1,74 04 0004 000 79 0,07 0,08
24 350 40 9 30 200 0,01 45 0,013 005 169 0,05 0,18
25 150 7,0 96 30 0O 259 02 0000 000 154 0,05 0,16
26 350 70 9 40 200 040 0,7 0004 001 6,8 0,04 0,07
27C 250 55 56 3 100 168 04 0,002 0,00 175 0,11 0,31

gooxlmmhool\n—\

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH; %: tempo (h); x temperatura (°C);sx freqiiéncia de agitacdo
(min ); B: biomassa imobilizada (g/L); L: producdo de levana (g/L); YL: rendimento de levana (g/g); PTL:
produtividade de levana (g/L.h); E: producdo de etanol (g/L); YE: rendimento de etanol (g/g); PTE:
produtividade de etanol (g/L.h).

Nos ensaios utilizando a quitosana como suporte para a imobilizagcdo da bactéria
Zymomonas mobilisCCT4494, com indculo inicial de 0,85 g/L, segundo a ANOVA,
nenhuma das variaveis avaliadas apresentaram interferéncia estatistica signice@id®)

(Tabela 6). Apesar disso, de acordo com os gréaficos obtidos pela MSR, o maximo
crescimento celular no suporte (0,25 g/L) foi obtido em pH inicial do meio ajustado a 7,0,
temperatura de 30°C e durante 96 h de fermentagéo (Tabela 7). A menor concentracao de
sacarose inicial (150 g/L) e a auséncia de agitacdo do meio, também foram importantes para o

crescimento do microrganismo no suporte, conforme destacado na Figura 11.
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Tabela 6. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valores de p para biomassa de
Zymomonas mobilisnobilizada no suporte quitosana

Variaveis Biomassa imobilizada no suporte
Efeito p
X1 -0,004979 0,875967
Xs 0,047134 0,149631
X3 0,058387 0,078034
X4 -0,062400 0,060953
Xs -0,048897 0,135711

*Variaveis com interferéncia estatistica significatipa<(0,05). x: sacarose (g/L); x pH; x: tempo (h); %
temperatura®C); xs: freqiiéncia de agitagéo (mi.

Tabela 7.Planejamento experimental fatorial fracionad®”2utilizando o suportguitosana, com
duas repeticdes no ponto central, para biomassa imobilizada no suporte, levana e etanol.

Ensaio X; X, X3 X4 Xs B L YL PTL E YE PTE

150 40 16 40 200 001 19 0,02 0,22 105 0,00 0,07
350 40 16 30 0o 019 28 002 017 164 0,01 0,10
150 70 16 30 200 0,12 22 004 0214 173 0,03 0,11
350 7,0 16 40 0 o001 29 o001 0,18 164 0,01 0,10
150 4,0 96 40 o o012 11 002 001 153 0,03 0,02
350 40 9% 30 200 o001 58 011 006 1,20 0,02 0,01
150 70 96 30 0 02 18 003 002 182 0,03 0,02
350 70 96 40 200 o001 84 003 009 123 0,00 0,01
250 55 56 35 100 004 25 032 004 275 035 0,05
150 40 16 40 200 001 14 001 009 135 0,01 0,08
350 40 16 30 0o o010 24 001 0,15 156 0,01 0,10
150 70 16 30 200 001 25 007 0,16 165 0,05 0,10
350 7,0 16 40 o o001 27 001 0,27 114 0,00 0,07
150 4,0 96 40 0O o001 14 004 001 140 0,04 0,01
350 40 9 30 200 001 41 006 004 134 002 0,01
150 7,0 96 30 0O 024 19 003 0,02 113 0,02 0,01
350 70 96 40 200 0,15 80 003 008 147 0,00 0,02
18C 250 55 56 35 100 001 28 023 005 237 019 0,04
19 150 40 16 40 200 003 14 001 009 129 0,00 0,08
20 350 40 16 30 0o o001 23 001 0,24 125 0,01 0,08
21 150 70 16 30 200 o001 18 006 011 167 0,06 0,10
22 350 7,0 16 40 o 011 23 001 0,14 104 0,00 0,06
23 150 40 96 40 0 o001 13 039 001 144 043 0,02
24 350 40 96 30 200 0,18 41 0,0 004 1,02 0,02 0,01
25 150 7,0 96 30 o 017 16 002 0,02 155 0,02 0,02
26 350 70 96 40 200 0,13 103 0,05 0,11 156 0,01 0,02
27C 250 55 56 35 100 o001 23 0,13 004 291 0,16 0,05

PR RPRRPRPRPPREPO
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(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH; %: tempo (h); x temperatura (°C);sx frequéncia de agitacdo
(min ); B: biomassa imobilizada (g/L); L: producéo de levana (g/L); YL: rendimento de levana (g/g); PTL:
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produtividade de levana (g/L.h); E: producdo de etanol (g/L); YE: rendimento de etanol (g/g); PTE:
produtividade de etanol (g/L.h).

Com relacédo ao suporte de imobilizacdo bucha vegetal (inéculo inicial: 0,85 g/L),
segundo a ANOVA, nenhum dos parametros avaliados apresentaram diferenca estatistica
significativa (p< 0,05), conforme Tabela 8. Porém, com base na MSR, os parametros onde
obteve-se o maior crescimento do microrganismo (2,95 g/L) foram o pH inicial do meio de
fermentacéo de 5,5 e 7,0 em temperatura de 30 e 35°C, durante 56 e 96 h de fermentacéo, sem
submeter o0 meio a agitacdo e com 150 e 250 g/L de sacarose inicial, conforme apresentado na
Figura 12 e Tabela 9.

Tabela 8. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valores de p para biomassa de
Zymomonas mobilisnobilizada no suporte bucha vegetal.

Variaveis Biomassa imobilizada no suporte
Efeito p
X1 0,771156 0,350489
Xs -0,329131 0,070462
X3 0,656867 0,068740
X4 0,661267 0,103244
Xs -0,587126 0,215127

*Variaveis com interferéncia estatistica significatipa (0,05).
X,: sacarose (g/L):xpH; x: tempo (h); ¥ temperatura®C); xs: frequéncia de agitacao (mf.

Utilizando o bagaco de cana como suporte para a imobilizacgmuemonas mobilis
CCT4494, com indculo inicial de 0,85 g/L, tomando como base a MSR, observou-se que a
concentracdo de sacarose, o pH e o tempo de fermentacdo nao influenciaram para o aumento
da biomassa no suporte (0,96 g/L), conforme apresentado na Figura 13. De acordo com as
Tabelas 10 e 11, apenas a temperatura 30°C apresentou influencia estatistica significativa no

crescimento do microrganismo imobilizagn< 0,05).
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Tabela 9. Planejamento experimental fatorial fraciona@@d,2utilizando o suportducha vegeta)
com duas repeticdes no ponto central, para biomassa imobilizada, levana e etanol.

Ensaio X; X; Xz X5 Xs B L YL PTL E YE PTE

150 40 16 40 200 002 28 0,19 0,18 8,70 057 0,54
350 4,0 16 30 0O 03 64 003 040 12,38 0,07 0,77
150 70 16 30 200 036 36 003 0,23 1546 0,12 0,97
350 7,0 16 40 0 013 249 012 155 1382 0,07 0,86
150 4,0 96 40 0 016 18 0,08 0,02 6,08 0,26 0,06
350 40 96 30 200 0,34 133 0,06 0,14 23,07 0,11 0,24
150 7,0 96 30 0O 268 25 002 003 4067 0,28 0,42
350 70 9% 40 200 038 94 005 010 12,38 0,07 0,13
250 55 56 35 100 2,72 98 0,04 0,17 4097 0,19 0,73
150 40 16 40 200 003 35 030 0,22 11,08 0,95 0,69
350 40 16 30 0O 036 65 004 041 9,38 0,06 0,59
150 70 16 30 200 0,21 28 002 0,17 11,03 0,08 0,69
350 7,0 16 40 0O 022 160 0,08 100 12,53 0,06 0,78
150 4,0 96 40 o 013 26 011 003 11,11 047 0,2
350 40 9 30 200 0,36 109 0,05 0,11 2852 0,14 0,30
150 7,0 96 30 0O 245 23 002 0,02 3852 0,26 0,40
350 70 96 40 200 09 94 005 010 1148 0,06 0,12
18C 250 55 56 35 100 29 103 005 0,18 5095 0,24 091
19 150 40 16 40 200 003 23 014 014 1291 1080 0,81
20 350 4,0 16 30 0O 035 69 004 043 11,28 0,07 0,70
21 150 70 16 30 200 030 26 002 0,16 961 0,08 0,60
22 350 7,0 16 40 0O 021 165 0,10 103 19,06 0,11 1,19
23 150 4,0 96 40 o 015 25 005 003 1231 0,25 0,13
24 350 40 96 30 200 0,31 10,2 0,06 0,11 1448 0,08 0,15
25 150 7,0 96 30 0O 19 35 002 004 4097 028 043
26 350 70 9 40 200 059 81 005 0,08 11,86 0,0/ 0,12
27C 250 55 656 35 100 208 120 006 0,21 4855 0,23 0,87

RPRRRRRRRO
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(C): ponto central;

X, sacarose (g/L);x pH; x: tempo (h); % temperatura (°C);sx frequéncia de agitacdo (mif); B: biomassa
imobilizada (g/L); L: producéo de levana (g/L); YL: rendimento de levana (g/g); PTL: produtividade de levana
(g/L.h); E: producéo de etanol (g/L); YE: rendimento de etanol (g/g); PTE: produtividade de etanol (g/L.h).

Tabela 10. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valores de p para biomassa de
Zymomonas mobilisnobilizada no suporte bagaco de cana.

Variaveis Biomassa imobilizada no suporte
Efeito p

X1 0,067041 0,433826

Xs 0,164153 0,064169

X3 0,041766 0,624264

Xy -0,176561 0,047840

Xs -0,096698 0,262688

*Variaveis com interferéncia estatistica significatipa<(0,05). x: sacarose (g/L); x pH; x: tempo (h); %
temperatura®C); xs: frequéncia de agitagéo (mi).
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Tabela 11. Planejamento experimental fatorial fraciondd8, 2itilizando o suportbagaco de cana,
com duas repeticdes no ponto central, para biomassa imobilizada, levana e etanol.

Ensaio X; X; Xz X4 Xs B L YL PTL E YE PTE

150 4,0 16 40 200 0,04 1,27 0,046 0,08 946 0,34 0,59
350 40 16 30 O 039 8,76 0,028 0,55 855 0,03 0,53
150 70 16 30 200 0,36 6,41 0,043 040 1246 0,08 0,78
350 70 16 40 O 042 734 0031 046 1831 0,08 1,14
150 40 9% 40 O 022 133 0,014 001 1043 0,11 0,11
350 40 9% 30 200 040 919 0,027 0,00 3159 0,09 0,33
150 70 9% 30 O 046 081 0,006 0,01 21,76 0,17 0,23
350 70 96 40 200 0,32 0,64 0,002 0,01 2844 0,09 0,30
250 55 56 35 100 0,83 2,18 0,009 0,04 3336 0,14 0,60
150 4,0 16 40 200 0,08 0,81 0,019 0,05 900 0,21 0,56
350 40 16 30 O 0,34 953 003 060 1546 0,05 0,97
150 70 16 30 200 044 528 0036 033 1231 0,08 0,77
350 70 16 40 O 047 6,25 0,027 039 17,56 0,08 1,10
150 40 9% 40 O 0,15 0,70 0,007 001 10,81 0,10 0,11
350 40 9% 30 200 0,30 935 0,028 0,10 3492 0,10 0,36
150 70 9% 30 O 05 0,34 0,003 000 17,00 0,13 0,18
350 7,0 9% 40 200 0,35 121 0,004 0,01 2319 0,07 0,24
18C 250 55 56 35 100 09 209 0,009 0,04 3287 0,14 0,59
19 150 4,0 16 40 200 0,04 0,70 0,046 0,04 919 0,61 0,57
20 350 40 16 30 O 031 790 0,025 049 10558 0,03 0,66
21 150 70 16 30 200 0,33 5,76 0039 036 1066 0,07 0,67
22 350 70 16 40 O 035 6,28 0,029 0,39 1298 0,06 0,81
23 150 40 9% 40 O0 016 0,75 0,007r 0,01 1311 0,12 0,14
24 350 4,0 9% 30 200 041 115 0,035 0,12 4157 0,12 0,43

25 150 70 9% 30 O 058 0,72 0,002 0,01 2574 0,08 0,27
26 350 70 9% 40 200 0,27 0,40 0,002 o000 21,612 0,22 0,23
27C 250 55 56 35 100 081 391 0,024 0,07 3287 0,21 0,59

RPRPRRRPRRRRPRERO
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(C): ponto central;

X,: sacarose (g/L);x pH; %: tempo (h); ¥ temperatura (°C);sxfrequéncia de agitacdo (mm); B: biomassa
imobilizada (g/L); L: producao de levana (g/L); YL: rendimento de levana (g/g); PTL: produtividade de levana
(g/L.h); E: producéo de etanol (g/L); YE: rendimento de etanol (g/g); PTE: produtividade de etanol (g/L.h).
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Figura 10. Superficies de resposta utilizandlginato como suporte de imobilizagdo para (A)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e sacarose (g//L); (B)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de sacarose (g/L) e frequéncia de
agitacdo  (min). (C) biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e
frequéncia de agitacéo (rifin
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Figura 11. Superficies de resposta utilizandguatosana como suporte de imobilizacdo para (A)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e sacarose (g/L); (B)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de tempo de fermentacéo (h) e

temperatura°C); (C) biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de sacarose
(g/L) e frequéncia de agitacdo (H)n
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sacarose (g/L); (C) biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores étimos de temperatura

biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e sacarose (g/L); (B)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de freqiiéncia de agita}a (min
(°C) e tempo (h).

Figura 12. Superficies de resposta utilizartecha vegetalcomo suporte de imobilizacdo para (A)
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Figura 13. Superficies de resposta utilizaribmaco de cana&omo suporte de imobilizagdo para (A)
biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de freqiiéncia de agitada (min

temperatura (°C); (B) biomassa imobilizada no suporte (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e
sacarose (g/L).
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Com base nas Figuras de 10 a 13, pode se observar que a concentracdo de sacarose
inicial no meio de cultivo, afetou o crescimento da bactéria, para os ensaios realizados com
todos os suportes, exceto para o bagaco de cana. Nestes, verificou-se que o menor valor
testado (150 g/L) contribuiu para o crescimento do microrganismo.

De forma similar ao observado no presente trabalho, exceto para o bagaco de cana,
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) cultivando a badgnemonas mobiliivre em
meio de cultura contendo 50, 150 e 250 g/L de sacarose, obtiveram maior biomassa em
concentracdo de 150 g/L, e observaram ainda, reducdo no crescimento deste microrganismo,
com o aumento da concentragcdo de sacarose inicial.

Da mesma forma como observado nesse estudo, exceto para bagaco de cana, Oliveira
et al. (2004) também obtiveram maior crescimento celular (0,88 g/L) em meio de cultivo
contendo menor teor de sacarose, sendo 100 g/L a melhor concentracéo para crescimento de
Zymomonas mobilis livre no meio de cultivo.

Por outro lado, de forma oposta ao observado nesse trabalho, Bekers et al. (2001)
utilizando este mesmo microrganismo imobilizado em esferas de alginato, obtiveram menores

concentracdes de células 1,20-1,93 g/L em meio de cultivo contendo 100 g/L de sacarose.
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Em relacdo ao pH inicial do meio de fermentacao, conforme demonstrado nas Figuras
de 10 a 13, observou-se que este foi um parametro importante para a producdo de biomassa,
em todos os suportes de imobilizacdo utilizados, apesar de apresentar interferéncia estatistica
significativa apenas para o alginato, com maximo crescimento celular em pH inicial ajustado
a 7,0. Diferentes autores citam o pH inicial do meio de fermentacdo como um fator
importante para o crescimento da bactéhjanomonas mobilisa qual pode crescer em
valores de 3,5 a 7,5, porém o valor 6timo é observado entre 5 e 7 (SWINGS; DE LEY, 1977,
FALCAO, 1983; DOELLE et al., 1993; MESQUITA, 2008).

Conforme observado no presente estudo, Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) ao
utilizarem meio de cultivo com pH inicial ajustado para 4, obtiveram baixa producdo de
biomassa peldymomonas mobilis, com valor médio de 0,45 g/L, o que resultou em reducéo
na sintese do polissacarideo levana.

Da mesma forma como observado no presente trabalho, Ernandes (2009) verificou que
o pH do meio foi fator importante para a producdo de biomassa, sendo o pH 7,5 a melhor
condicdo para crescimento celular com 3,5 g/L. Em outro estudo realizado por Ernandes e
Garcia-Cruz (2010), ao avaliarem a producdo de biomassa pela bagtaamonas mobilis
livre em meio de cultivopbservaram que esta teve seu crescimento potencializado em pH em
torno de 8,0.

Behera et al. (2010) utilizaram alginato para a imobilizacdo da bagigriamonas
mobilis, que foi cultivada em meio de cultura com pH ajustado para 6,5 e obtiveram
crescimento celular no suporte de 1,57 g/L, resultado este, inferior ao observado no presente
estudo para o suporte alginato.

As Figuras de 10 a 13 demonstram que a frequéncia de agitacdo do meio de cultivo,
foi outro parametro importante para os suportes de imobilizacdo, onde a auséncia de
frequéncia de agitacdo contribuiu para o maior crescimento do microrganismo nos quatro
suportes avaliados.

Este comportamento adotado pela bactéyimomonas mobilisnesmo estando sob a
forma imobilizada, pode ser devido a fisiologia do microrganisque € tipicamente
anaerobio facultativo, e com a agitacdo ocorre a incorporacdo de oxigénio no meio, e este
passa a ser um fator limitante ao seu desenvolvimento (SWINGS; DE LEY, 1977).

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo, foram encontrados por
Kannan et al. (1998), os quais obtiveram maior concentracdo celular (3,05 g/L) em meio de
cultura sem agitacdo e com 100 g/L de sacarose, utilizando a bZgtér@enonas mobilis

livre no meio de fermentacéo.
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Dessa mesma forma, Cazetta et al. (2007) utilizando a bagyéEn@amonas mobilis
em meio de cultivo contendo melaco como fonte de carbono, sem agitacdo do meio e a 180
min !, obtiveram maior concentracdo celular (1,07-1,4 g/L) nos ensaios realizados sem
agitacdo, demonstrando que a agitacdo € um fator negativo para o crescimento do
microrganismo.

Viikari e Gisler (1986) utilizando agitagéo de 200 thipara o crescimento da bactéria
Zymomonas mobilis livre no meio de cultivo, também obtiveram baixa producdo de biomassa.

Por outro lado, alguns autores destacam a agitacdo excessiva como agente
potencializador do crescimento do microbiano, por meio da eliminacdo de agentes inibidores
como o CQ formado pelo metabolismo tipico deste microrganismo (BELAICH; SENEZ,
1965; TOMA et al., 2003).

Toma et al. (2003) avaliaram a influéncia da agitacdo vigorosa do meio de cultivo,
para a producdo de biomassa pela bacEBmaomonas mobiljgultivada livre em meio de
fermentacdo e observaram maior biomassa em agitacéo de 700 - 11§Gmifermentador
ondendo foi utilizada a incorporacéo de ar, mas apenas a homogeneizacao.

Conforme observado nas Figuras 12 e 13, a temperatura de fermentacdo foi um
parametro importante para o crescimento da biomassa nos suportes bucha vegetal e bagaco de
cana, sendo os melhores valores observados em 30 °C. Este comportamento é tipico da
bactéria estudada, a qual tem temperatura 6tima de crescimento a 30°C, podendo tolerar
valores de até 40°C (SWINGS; DE LEY, 1977).

Em oposicao ao observado no presente estudo, com relagédo ao tempo de crescimento,
Oliveira et al. (2007) trabalhando com a bactéria Zymomonas mobilis livre no meio de cultivo,
obtiveram maior producéo de biomassa em 18 h de fermentacédo (1,01 g/L).

Ananthalakshmy; Gunasekaran (1999) ndo observaram diferenca estatistica entre as
temperaturas de 25 e 4Q para a formacao de biomassa ggmomonas mobiligesultados
estes semelhantes aos observados no presente trabalho para os suportes alginato, quitosana e
bucha vegetal, conforme demonstrado nas Tabelas 5, 7 e 9.

Da mesma forma como observado no presente trabalho para bucha vegetal e bagaco de
cana, Ernandes (2009) utilizando células livresZgenomonas mobilisobservou que a
temperatura de fermentagédo n&o influenciou no crescimento do microrganismo, porém, obteve
valores de biomassa entre 3,50 - 3,98 g/L a 30°C e 24 h de fermentacao.

Cazetta et al. (2007) cultivando este mesmo microrganismo em meio contendo

melago, observaram maior producao de biomassa nos ensaios com temperatura inicial de 35
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°C e 24 h de fermentacéo (1,4 g/L). Tais resultados séo diferentes dos observados no presente
trabalho, para todos os suportes avaliados.

Com relacéo a eficiéncia dos suportes de imobiliza¢éo utilizados, tomando como base
a concentracdo celular aderida ao suporte, conforme demonstrado nas Tabelas 5, 7,9 e 11 e
também pela biomassa livre no meio de cultivo, demonstrada na Tabela 12, pode se
considerar que o melhor suporte para a imobilizacd@yeomonas mobili$oi a bucha
vegetal seguida do alginato, bagaco de cana e por ultimo, a quitosana

E importante destacar que o crescimento de biomassa livre no meio de cultivo para
todos os suportes avaliados, demonstrou que ocorre naturalmente o desprendimento de células
imobilizadas para o0 meio, as quais crescem e auxiliam na sintese de produto, levando a um

cultivo misto (Tabela 12).

Tabela 12. Biomassa déymomonas mobili€CT4494 desprendida para o meio de fermentacao
(biomassa livre), nos ensaios utilizando os suportes alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco de
cana.

Ensaio Alginato Quitosana Bucha vegetal Bagaco de cana
(g/L) (9/L) (g/L) (g/L)
1 0,01 0,39 0,01 0,23
2 0,01 0,01 0,10 1,31
3 0,21 0,22 0,20 1,84
4 0,01 0,01 0,01 1,42
5 0,26 0,03 0,01 0,11
6 0,22 0,01 0,01 1,64
7 0,01 0,01 1,16 2,55
8 0,01 0,01 3,71 0,81
9(C) 0,09 0,24 1,33 1,97
10 0,01 0,26 0,07 0,23
11 0,01 0,01 0,09 1,42
12 0,13 0,27 0,09 1,08
13 0,01 0,01 0,01 1,68
14 0,28 0,06 0,01 0,22
15 0,28 0,01 0,01 1,79
16 0,01 0,01 0,70 2,77
17 0,01 0,09 5,03 1,29
18 (C) 0,04 0,01 1,40 2,04
19 0,01 0,20 0,01 0,31
20 0,01 0,01 0,14 1,08
21 0,18 0,25 0,31 1,34
22 0,01 0,01 0,01 1,94
23 0,19 0,07 0,01 0,26
24 0,16 0,01 0,01 1,55
25 0,01 0,01 0,72 2,68
26 0,01 0,01 2,86 1,35
27 (C) 0,14 0,18 1,63 1,91

(C): ponto central
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5.2. Comportamento do pH final do meio de cultivo e consumo do substrato sacarose
utilizando os suportes alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco de cana

Para os experimentos realizados com alginato, bucha vegetal e bagaco de cana,
conforme apresentado na Tabela 13, o pH final do meio de cultivo apds a fermentacéo,
apresentou comportamento semelhante, com reducé&o para valores entre 3,32 e 5,37.

Essa reducdo pode ser devido a producdo de metabdlitos tipicos do desenvolvimento
desse microrganismo. Segundo Swings e De Ley (197Zym@monas mobiliguando em
meio rico em sacarose tem a capacidade de produzir além de etanol, subprodutos como a
levana e o sorbitol, bem como pequenas quantidades de lactato, acetaldeido, glicerol,
acetoina, di-hidroxicetona, manitol, e os acidos acético e glicdp@al(LE et al., 1993)

Com relagcdo a quitosana, obteve-se comportamento totalmente oposto, estando o pH
do meio entre 7,12 e 10,89 (Tabela 13). Este aumento no pH final, observado para o suporte
quitosana, pode ter sido ocasionado pela propria natureza alcalina do suporte, uma vez que a
formacao das esferas é realizada em solucdo de NaOH1PH Portanto, quando as esferas
sdo adicionadas ao meio de fermentacdo (pH 4 e 7) pode haver a liberacdo do NaOH
impregnado nestas, alcalinizando o meio. No entanto, é importante destacar que mesmo
nestes valores elevados de pH final, o microrganismo foi capaz de manter-se viavel e se
desenvolver em menor niumero, quando comparado aos demais (Tabela 13).

Nas Tabelas de 14 a 17 estd descrito o perfil de consumo do substrato pela
Zymomonas mobilisnobilizada nos diferentes suportes. De maneira geral, 0s suportes que
apresentaram 0s maiores percentuais de consumo do substrato foram o alginato (98,89 %)
seguido da bucha vegetal (98,3 %) e bagacgo de cana com 93,2 %, sendo a quitosana (87,9 %)
0 suporte com 0s menores indices.

Para o suporte alginato, conforme demonstrado na Tabela 14, a condicdo com maior
percentual de consumo méximo do substrato (méximo de 98,89 %), foi em pH 7, 2b@ min
150 g/L de sacarose em 16 h de fermentacdo, sob temperatura de 30°C. Nos ensaios
realizados a 35°C, 100 mih 250 g/L de sacarose e pH inicial ajustado para 5,5, durante 56 h
defermentacdo, verificaram-se também altas taxas de consumo da sacarose, com valores entre
96,03 e 96,85 %.

Nos ensaios utilizando o suporte quitosana, observou-se variagdo no percentual de

consumo do substrato sacarose, sendo as melhores condi¢cdes observadas utilizando 350 g/L
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de sacarose inicial, pH 7 e temperatura de 40 °C, 200’ mim agitacdo, durante 96 h de
fermentacdo (maximo de 87,9 %), conforme destacado na Tabela 15.

Na Tabela 16, pode-se observar que para o suporte bucha vegetal, a maior taxa de
conversao da sacarose, foi de 98,3 %, nos ensaios realizados com auséncia de agitacdo, 150
g/L de sacarose inicial, pH 7 a 30°C durante 96 h de fermentagdo. No entanto, os menores
percentuais (7,8 %) foram observados com 150 g/L de sacarose, pH 4, 2b8emigitacdo
a40 °C e em 16 h de fermentacao.

Conforme destacado na Tabela 16, o suporte bagaco de cana apresentou maior
consumo da sacarose (93,2%), utilizando 150 g/L de substrato sacarose, pH inicial 7, 30 °C
durante 96 h de fermentagcdo. Este comportamento também foi observado para o suporte
bucha vegetal.

Em geral, o substrato foi bem consumido pelo microrganismo em todos os suportes de
imobilizacdo, porém, este parece néo ter sido utilizado totalmente para a sintese de biomassa,
levana e etanol, uma vez que estes valores em conjunto s&o inferiores ao total consumido.
Este comportamento sugere a sintese de outros compostos como, por exemplo, a levana ndo
precipitavel citada por Viikari (1984) e sorbitol, bem como acido acético, lactato, acetaldeido,

glicerol, acetoina, di-hidroxicetona, manitol e gliconib®ELLE et al., 1993)
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Tabela 13. Comportamento giH final do meio de cultura utilizando os suportes alginato, quitosana,
bucha vegetal e bagaco de cana, para imobilizar a bactéria Zymomonas mobilis CCT4494.

Ensaio X; X5 X3 X4 Xs Alginato  Quitosana Bucha Bagaco
vegetal de cana

(pH) (pH) (pH) (pH)
1 150 40 16,0 400 200 3,99 9,15 4,24 3,81
2 350 40 16,0 30,0 0 3,78 10,1 4,37 3,8
3 150 70 160 30,0 200 357 10,8 4,74 3,72
4 350 70 16,0 40,0 0 4,08 9,87 4,17 3,53
5 150 40 96,0 400 0 338 10,0 4,26 3,65
6 350 40 960 30,0 200 332 7,15 3,51 3,41
7 150 70 960 30,0 0 3,03 9,40 3,82 3,69
8 350 70 96,0 40,0 200 369 9,11 4,40 3,81
9(C) 250 55 560 350 100 338 10,2 3,55 3,7
10 150 4,0 160 40,0 200 4,11 9,15 4,17 3,8
11 350 4,0 16,0 30,0 0 371 10,0 4,21 3,58
12 150 70 16,0 30,0 200 3,62 10,4 4,83 3,97
13 350 70 160 40,0 0 4,04 9,83 4,81 3,57
14 150 4,0 96,0 40,0 0 341 9,97 4,03 3,74
15 350 4,0 960 30,0 200 3,30 7.41 3,58 3,45
16 150 70 960 30,0 0 3,93 9,37 3,90 3,69
17 350 70 960 40,0 200 3,73 6,83 4,24 3,74
18 (C) 250 55 56,0 350 100 3,41 10,3 3,50 3,65
19 150 4,0 160 40,0 200 4,15 8,14 4,39 3,79
20 350 4,0 16,0 30,0 0 372 9,96 4,18 3,97
21 150 70 160 30,0 200 3,60 10,4 5,37 3,98
22 350 70 16,0 40,0 0 4726 9,93 4,20 3,58
23 150 4,0 96,0 40,0 0 3,43 10,0 4,39 3,79
24 350 40 96,0 30,0 200 3,33 7,26 3,74 3,47
25 150 70 960 30,0 0 3,80 9,29 3,92 3,72
26 350 70 96,0 40,0 200 3,73 7,12 4,24 3,82
27 (C) 250 55 560 350 100 3,41 10,3 3,48 3,58

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH inicial; x: tempo (h); x temperatura®C); xs: freqiéncia de
agitacdo (min?).
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Tabela 14.Acucares totais no final da fermentacdo (ATf) e consumo de substrato sacarose (CS)
utilizandoalginato como suporte para imobilizar a bactéria Zymomonas mokiligl494.

Ensaio X4 X5 X3 X4 Xs AT CS CS
(9/L) (9/L) (%)
1 150 4,0 16,0 40,0 200 122,27 27,7 18,49
2 350 4,0 16,0 30,0 0 31,59 318,4 90,97
3 150 7,0 16,0 30,0 200 1,67 148,3 98,89
4 350 7,0 16,0 40,0 0 115,95 234,1 66,87
5 150 4,0 96,0 40,0 0 53,06 96,9 64,63
6 350 4,0 96,0 30,0 200 8,60 341,4 97,54
7 150 7,0 96,0 30,0 0 24,94 125,1 83,37
8 350 7,0 96,0 40,0 200 32,33 317,7 90,76
9 (C) 250 55 56,0 35,0 100 7,86 242,1 96,85
10 150 4,0 16,0 40,0 200 107,03 43,0 28,65
11 350 4,0 16,0 30,0 0 32,88 317,1 90,61
12 150 7,0 16,0 30,0 200 3,32 146,7 97,78
13 350 7,0 16,0 40,0 0 119,74 230,3 65,79
14 150 4,0 96,0 40,0 0 44,04 106,0 70,64
15 350 4,0 96,0 30,0 200 15,48 334,5 95,58
16 150 7,0 96,0 30,0 0 23,11 126,9 84,59
17 350 7,0 96,0 40,0 200 27,36 322,6 92,18
18 (C) 250 55 56,0 35,0 100 8,75 241,3 96,50
19 150 4,0 16,0 40,0 200 134,85 15,2 10,10
20 350 4,0 16,0 30,0 0 33,25 316,8 90,50
21 150 7,0 16,0 30,0 200 2,98 147,0 98,02
22 350 7,0 16,0 40,0 0 134,81 215,2 61,48
23 150 4,0 96,0 40,0 0 41,72 108,3 72,19
24 350 4,0 96,0 30,0 200 16,69 333,3 95,23
25 150 7,0 96,0 30,0 0 14,66 335,3 95,81
26 350 7,0 96,0 40,0 200 167,42 182,6 52,17
27 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 9,93 240,1 96,03

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH inicial; %: tempo (h); x temperatura°C); xs: freqiéncia de
agitacdo (min?).
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Tabela 15. Acucares totais no final da fermentacdo (ATf) e consumo de substrato sacarose (CS)
utilizando quitosana como suporte para imobilizar a bactéria Zymomonas n@dili$494.

Ensaio X4 X5 X3 X4 Xs AT CSs CS
(9/L) (9/L) (%)
1 150 4,0 16,0 40,0 200 22,6 127.,4 84,9
2 350 4,0 16,0 30,0 0 228,8 121,2 34,6
3 150 7,0 16,0 30,0 200 98,5 51,5 34,3
4 350 7,0 16,0 40,0 0 138,6 2114 60,4
5 150 4,0 96,0 40,0 0 101,5 48,5 32,4
6 350 4,0 96,0 30,0 200 299,3 50,7 14,5
7 150 7,0 96,0 30,0 0 88,0 62,0 41,3
8 350 7,0 96,0 40,0 200 53,7 296,3 84,7
9(C) 250 5,5 56,0 35,0 100 2422 7,8 3,1
10 150 4,0 16,0 40,0 200 23,5 126,5 84,3
11 350 4.0 16,0 30,0 0 1717 178,3 50,9
12 150 7,0 16,0 30,0 200 113,6 36,4 24,3
13 350 7,0 16,0 40,0 0 101,4 248,6 71,0
14 150 4,0 96,0 40,0 0 111,2 38,8 25,9
15 350 4,0 96,0 30,0 200 281,3 68,7 19,6
16 150 7,0 96,0 30,0 0 80,7 69,3 46,2
17 350 7,0 96,0 40,0 200 42,3 307,7 87,9
18 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 237,7 12,3 49
19 150 4,0 16,0 40,0 200 21,3 128,7 85,8
20 350 4,0 16,0 30,0 0 193,0 157,0 44,9
21 150 7,0 16,0 30,0 200 120,6 29,4 19,6
22 350 7,0 16,0 40,0 0 134,6 215,4 61,6
23 150 4,0 96,0 40,0 0 146,7 3,3 2,2
24 350 4,0 96,0 30,0 200 307,9 42,1 12,0
25 150 7,0 96,0 30,0 0 84,0 66,0 44,0
26 350 7,0 96,0 40,0 200 46,7 303,3 86,7
27 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 231,6 18,4 7,4

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH inicial; x%: tempo (h); x temperatura°C); Xs: frequéncia de
agitacdo (min?).
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Tabela 16. Acucares totais no final da fermentacdo (ATf) e consumo de substrato sacarose (CS)
utilizando bucha vegetatomo suporte para imobilizar a bactéria Zymomonas mobilis CCT4494.

Ensaio X1 X5 X3 X4 Xs ATf CSs CSs
(9/L) (9/L) (%)
1 150 4,0 16,0 40,0 200 134,8 15,2 10,1
2 350 4,0 16,0 30,0 0 163,4 186,6 53,3
3 150 7,0 16,0 30,0 200 23,9 126,1 84,1
4 350 7,0 16,0 40,0 0 145,9 204,1 58,3
5 150 4,0 96,0 40,0 0 126,2 23,8 15,9
6 350 4,0 96,0 30,0 200 138,3 211,7 60,5
7 150 7,0 96,0 30,0 0 2,7 147,3 98,2
8 350 7,0 96,0 40,0 200 160,9 189,1 54,0
9 (C) 250 55 56,0 35,0 100 30,1 219,9 88,0
10 150 4,0 16,0 40,0 200 138,3 11,7 7,8
11 350 4,0 16,0 30,0 0 193,1 156,9 44.8
12 150 7,0 16,0 30,0 200 19,1 130,9 87,3
13 350 7,0 16,0 40,0 0 146,3 203,7 58,2
14 150 4,0 96,0 40,0 0 126,2 23,8 15,9
15 350 4,0 96,0 30,0 200 150,6 1994 57,0
16 150 7,0 96,0 30,0 0 3,3 146,7 97,8
17 350 7,0 96,0 40,0 200 150,4 199,6 57,0
18 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 34,7 215,3 86,1
19 150 4,0 16,0 40,0 200 133,9 16,1 10,7
20 350 4,0 16,0 30,0 0 187,0 163,0 46,6
21 150 7,0 16,0 30,0 200 27,4 122,6 81,8
22 350 7,0 16,0 40,0 0 183,8 166,2 47,5
23 150 4,0 96,0 40,0 0 100,1 49,9 33,3
24 350 4,0 96,0 30,0 200 166,1 183,9 52,6
25 150 7,0 96,0 30,0 0 2,5 147,5 98,3
26 350 7,0 96,0 40,0 200 188,0 162,0 46,3
27 (C) 250 55 56,0 35,0 100 38,7 211,3 84,5

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH inicial; x: tempo (h); x temperatura®°C); xs: freqiiéncia de
agitac&o (min?).
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Tabela 17. Agucares totais no final da fermentagcdo (ATf) e consumo de substrato sacarose (CS)
utilizando bagaco de cana como suporte para imobilizar a bactéria Zymomonas mobilis CCT4494.

Ensaio X1 X5 X3 X4 Xs ATf CSs CS
(9/L) (9/L) (%)

1 150 4,0 16,0 40,0 200 116,0 34,0 22,7

2 350 4,0 16,0 30,0 0 123,7 226,3 64,7

3 150 7,0 16,0 30,0 200 121,2 28,8 19,2

4 350 7,0 16,0 40,0 0 112,7 237,3 67,8

5 150 4,0 96,0 40,0 0 636 864 57,6

6 350 4,0 96,0 30,0 200 181,8 168,2 48,0

7 150 7,0 96,0 30,0 0 10,3 139,7 93,2

8 350 7,0 96,0 40,0 200 32,7 317,3 90,7

9 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 20,0 230,0 92,0
10 150 4,0 16,0 40,0 200 1286 21,4 14,3
11 350 4,0 16,0 30,0 0 144,6 205,4 58,7
12 150 7,0 16,0 30,0 200 113,1 36,9 24,6
13 350 7,0 16,0 40,0 0 105,6 244,4 69,8
14 150 4,0 96,0 40,0 0 57,7 92,3 615
15 350 4,0 96,0 30,0 200 169,4 180,6 51,6
16 150 7,0 96,0 30,0 0 15,7 134,3 89,5
17 350 7,0 96,0 40,0 200 32,3 317,7 90,8
18 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 249 2251 90,1
19 150 4,0 16,0 40,0 200 1129 37,1 247
20 350 4,0 16,0 30,0 0 133,2 216,8 62,0
21 150 7,0 16,0 30,0 200 1234 26,6 17,7
22 350 7,0 16,0 40,0 0 106,1 243,9 69,7
23 150 4,0 96,0 40,0 0 47,4 102,6 68,4
24 350 4,0 96,0 30,0 200 168,3 181,7 51,9
25 150 7,0 96,0 30,0 0 10,2 139,8 93,2
26 350 7,0 96,0 40,0 200 36,0 314,0 89,7
27 (C) 250 5,5 56,0 35,0 100 25,2 2248 89,9

(C): ponto central; x sacarose (g/L); x pH inicial; x%: tempo (h); % temperatura°C); xs: frequéncia de
agitac&o (min?).
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5.3. Produgéo de levana

Para a producéo de levana utilizando o suporte alginato, de acordo com a ANOVA,
todos os parametros apresentaram interferéncia estatistica signifigat85), exceto a
agitacao do meio de cultura, conforme demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18.Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorgspdea a producao de
levana, pela bactéria Zymomonas mobitisbilizada no suporte alginato.

Variaveis Producao de levana
Efeito p
Xy 2,07896 0,000006
) OF -2,20779 0,000003
X3« -0,84850 0,023620
Xy -2,91938 0,000000
Xs 0,31810 0,370630

*Variaveis com interferéncia estatistica significatpa (0,05).
X.: sacarose;x pH inicial; x: tempo (h); % temperatura®C); xs: freqiiéncia de agitacao (m.

A maior producdo de levana (6,67 g/L) foi obtida quando utilizadas elevadas
concentracdes de sacarose (350 g/L), pH inicial ajustado para 4; menor tempo de fermentacao
(16 h) e temperatura de 30°C (Figura 14 e Tabela 5).

Figura 14. Superficies de resposta utilizandoatginato como suporte de imobilizacdo, para (A)
producdo ddevana (g/L), ao redor dos valores 6timos de sacarose (g/L) e pH; (B) producdo de
levana (g/L) ao redor dos valores 6timos de temperatura (°C) e tempo (h).
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Nestas mesmas condi¢cbes, foram observados os maiores valores de rendimento de
producao (0,02 g/g) e produtividade de 0,42 g/L.h (Tabela 7) demonstrando que este suporte
apresentou baixa eficiéncia para a sintese de levana em relacdo aos demais suportes de
imobilizacédo. Foi observado ainda, que o maior consumo do substrato ndo foi proporcional a
maior producéo de levana, indicando que o substrato pode ter sido utilizado principalmente
para a producdo de outros metabolitos, como sorbitol e frutooligossacarideos (LOOS et al.,
1994; SWINGS; DE LEY, 1977).

Nos ensaios utilizando a quitosana como suporte de imobilizacdo, segundo a ANOVA,
todos os fatores foram significativos para a sintese de levana, conforme apresentado na
Tabela 19. Por meio da MSR, a agitacdo de 200 minalta concentracdo de sacarose (350
g/L) e o tempo de fermentacéo de 96 h, apresentaram maior influéncia na producéo de levana
(10,30 g/L). A temperatura de 40°C e o pH inicial ajustado a 7, apresentaram menor
influéncia na sintese do polissacarideo, conforme demonstrado na Figura 15. A produtividade
por outro lado, foi maior (0,14-0,17 g/L.h) nos ensaios com 350 g/L de sacarose, pH 4,

auséncia de agitacdo a 30°C com 16 h de fermentacéo.

Tabela 19. ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorgspea a producéo dievana pela

bactéria Zymomonas mobilieobilizada no suporte quitosana.

Variaveis Producéo de levana
Efeito p
X1 2,980232 0,000000
Ko 1,377001 0,001951
X3+ 1,936230 0,000064
Xy 0,816787 0,048148
X 2,301542 0,000007

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05).
Xy: sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); x temperatura®C); xs: frequéncia de agitacao (m.

O rendimento de producgédo foi maior em relagdo aos demais suportes, com valor
maximo de 0,01-0,39 g/g, porém observou-se que o substrato pode ter sido utilizado para a
sintese de subprodutos, uma vez que a producdo de levana e biomassa ndo foram elevadas
(LOOS et al.,, 1994; SWINGS; DE LEY, 1977). Com relagdo ao consumo de substrato,
verificou-se que este foi proporcional a maior producéo de levana (Tabelas 7 e 15).
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Figura 15. Superficies de resposta utilizandagaitosana como suporte de imobilizacdo para (A)
producdo ddevana (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e temperatura (°C); (B) producao de
levana (g/L) ao redor dos valores 6timos de tempo de fermentacdo (h) e temp&tuKe)(

producado de levana (g/L) ao redor dos valores 6timos de temperaturafi@)éacia de agitacédo
(min™).
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Com relacdo ao uso da bucha vegetal como suporte de imobilizacdo para a biossintese
de levana, utilizando a ANOVA, apenas a sacarose apresentou interferéncia estatistica
significativa (p<0,05), conforme apresentado na Tabela 20. Entretanto, utilizando a MSR,



68

verificou-se que, conforme demonstrado na Tabela 9, todos os parametros testados foram
importantes para a maior producéo de levana (24,9 g/L), sendo estes, a utilizagcdo de 350 g/L
de sacarose, pH inicial ajustado a 7, durante 16 h de fermentac&o, auséncia de agitacéo, e o
uso de temperatura em torno de 40°C, conforme demonstrado na Figura 16.

Os maiores valores de produtividade, também foram observados nestas condicdes
citadas anteriormente, com maximo de 1,55 g/L.h de levana. Por outro lado, o rendimento de
producao apresentou o maior valor (0,30 g/g) nos ensaios utilizando 150 g/L de sacarose, pH
4, 40 °C e 200 mift de agitacdo, durante 16 h de fermentacéo (Tabela 9). O consumo do
substrato sacarose utilizando a bucha vegetal, também n&o foi proporcional aos maiores
valores de producédo, rendimento e produtividade, porém foram os mesmos que levaram ao

maior crescimento de biomassa (Tabelas 9 e 16).

Tabela 20. ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorgspbea a producao devana pela
bactéria Zymomonas mobilimobilizada no suporte bucha vegetal

Variaveis Producao de levana
Efeito p
X1 8,78181 0,000005
Xs 2,65003 0,082214
X3 -1,51937 0,307219
X4 2,34300 0,121494
Xs -1,12369 0,447569

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); xs: frequéncia de agitacéo (mf.

Para a producdo de levana utilizando o suporte bagaco de cana, de acordo com a
ANOVA, a maior concentragdo de sacarose, temperatura e o tempo de fermentagéao,
apresentaram interferéncia estatistica significap¥®,05), de acordo com a Tabela 21.

Tomando como base a MSR, todos os parametros testados foram importantes para a
biossintese de levana (11,52 g/L), obtendo-se maior producdo quando utilizadas elevadas
concentracoes de sacarose (350 g/L), pH inicial ajustado para 4; 16 h de fermentacdo e
temperatura de 30°C. A agitacdo do meio de cultivo, de maneira similar ao observado para o
suporte alginato, ndo apresentou grande interferéncia na melhor producdo do biopolimero
levana, havendo aumento com utilizacdo de 200 h{fRigura 17). A maior produtividade (

0,6 g/L.h) foi observada nestas mesmas condi¢cdes anteriores, exceto pela agitacdo, que foi

melhor em auséncia de agitacdo do meio (Tabela 11).
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Tabela 21. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valoggata a producao de
levana pela bactéria Zymomonas mobitigbilizada no suporte bagaco de cana

Variaveis Producéo de levana
Efeito p
X1 4,12600 0,000317
X2 -0,86341 0,378476
X3 -3,27845 0,002597
Xy -3,65897 0,001016
Xs -0,17973 0,853235

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); xs: frequéncia de agitagéo (mi).

O maior valor de rendimento de levana (0,04 g/g) foi observado em condigbes
similares as utilizadas para a producao e produtividade de levana, apenas para o pH inicial do
meio de cultivo em torno de 4, para as demais, observou-se maiores valores com 150 g/L de
sacarose, temperatura de 40°C e agitacdo de 200, ndimrante 16 h de fermentacdo. Em
relacdo ao consumo do substrato, da mesma forma como observado para os demais suportes
avaliados, este nédo foi proporcional a maior producdo de levana, indicando que o substrato
pode ter sido utilizado principalmente, para a producdo de outros metabdlitos nao
determinados este estudo.

Na literatura, ha divergéncias quanto aos parametros o6timos para sintese deste
polimero, sendo a faixa de temperatura 6tima entre 2% 3¥ pH entre 3,5 e 7,5. Tem sido
demonstrado também que a agitacdo do meio, concentracdo de extrato de levedura, nitrogénio
e de sais minerais como cloreto de potassio e cloreto de sodio potencializam a sintese de
levana (ERNANDES, 2009; HAN; CLARKE, 1990; GARCIA-CRUZ, 1997; BEKERS et al.,
1999; JEREZ, 1993).
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Figura 16. Superficies de resposta utilizartlecha vegetalcomo suporte de imobilizagcdo para (A)
producao de levana (g/L) ao redor dos valores étimos de pH e sacarose (g/L); (B) producéo de levana

(g/L) ao redor dos valores 6timos de temperatura (°C) e tempo (h); (C) producéo de levana (g/L) ao
redor dos valores 6timos de sacarose (gftduéncia deagitacdo (min').
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Figura 17. Superficies de resposta utilizaribmaco de cana&omo suporte de imobilizacdo para (A)
producdo delevana (g/L) ao redor dos valores 6timos de pH e sacarose (g/L): equacao:

0,6252+0,2063*x-0,2878*y; (B) producédo de levana (g/L) ao redor dos valores étimos de temperatura
(°C) e tempo (h): equagéo: 19,3011-0,041*x-0,3659*y; (C) producédo de levana (g/L) ao redor dos

valores oOtimos de temperatur&CJ] e frequéncia deagitagdo (prm): equacéo: 17,096-0,0009*x-
0,3659*y
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A producédo obtida nos quatro suportes avaliados foi potencializada quando utilizada a
maior concentracédo de sacarose (350 g/L). Esse comportamento foi mencionado por Viikari e
Gisler (1986), os quais verificaram a existéncia de uma relagdo direta entre a sintese de
levana, a concentracdo de sacarose no meio e a quantidade metabolizada pela célula. Sprenger
(1996) também cita que a sintese de levana pela bagy@nemonas mobilis, ocorre quando
este microrganismo cresce em meio de cultivo com alta concentracédo de sacarose.

De forma semelhante ao observado no presente estudo, Oliveira et al. (2007)
obtiveram os maiores valores de producao de levana (17,2 - 21,68 g/L) utilizando 250 g/L de
sacarose durante 24 h de fermentacdo. Além disso, estes autores também observaram que em
valores abaixo de 150 g/L houve reducdo na producédo de levana, conforme observado no
presente trabalho (Figuras 14, 15, 16 e 17).

Borsari et al. (2006) utilizando células livres Agmomonas mobilisverificaram
comportamento oposto ao obtido no presente trabalho, conforme demonstrado nas Tabelas 5,
7, 9 e 11, tendo concentracdo Otima de sacarose para a producdo de levana com 150 g/L ao
invés de maiores valores. Isto pode ser explicado pela maior resisténcia das células
imobilizadas a altas concentracdes de sacarose no meio, uma vez que 0S suportes podem ter
protegido as células contra as condicbes ambientais desfavoraveis. Segundo Vigants et al.
(2001), essa protecdo ocorre porque a exposicado de células livres do microrganismo a meios
com elevada pressdo osmotica, ocasiona reducao na biossintese de levana.

Com relacdo a temperatura 6tima de incubacdo para a producdo de levana pelos
suportes alginato e bagaco de cana, verificaram-se maiores valores em temperaturas de 30°C
ou inferiores. Por outro lado, para os suportes quitosana e bucha vegetal, a temperatura de
40°C ou superior foi melhor para a producdo do biopolimero levana. O efeito da agitacdo
também apresentou divergéncias entre os suportes estudados, sendo que, para 0s suportes
quitosana, alginato e bagaco de cana, a méaxima agitacéo (20%) teire efeito positivo e
paa a bucha vegetal, a auséncia de agitagao potencializou a producao.

Com relagéo ao tempo de fermentacao, verificou-se, que para 0s suportes alginato e
bucha vegetal, o0 melhor tempo de producéo foi em 16 h e para quitosana e bagaco de cana em
96 h de fermentacao.

Na literatura, ha divergéncias quanto ao melhor tempo de fermentacdo, porém, a
maioria dos trabalhos cita tempos menores ou iguais a 24 e 48 h como os melhores para a
sintese deste polissacarideo, apoiando os resultados observados para alginato, bucha vegetal e

contrapondo aos obtidos para bagaco de cana e quitosana (Figuras 14, 15, 16 e 17).
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Em oposicao ao verificado neste trabalho para alginato e bucha vegetal, em relagao ao
tempo de fermentacdo, Muro et al. (2000) avaliaram a producdo de levana, pela bactéria
Zymomonas mobilis sob diferentes temperaturas e observaram que em valores menores que 30
°C, e tempo de fermentacdo de 5 dias, a sintese de levana é potencializada. Estes autores
observaram que, a 7°C houve a maior producdo do biopolimero e os menores valores de
biomassa.

Por outro lado, Yoshida et al. (1990) utilizaram 150 g/L de sacarose e obtiveram
producado de levana de 35 g/L c@nmobilisIN-17-10 e 3,1 g/L comZ. mobilisIFO13757,
em 72 h. Tais resultados sdo semelhantes aos observados no presente estudo para o suporte
quitosana e bagaco em relacao ao tempo de fermentacéo.

De forma similar ao observado neste estudo para alginato e bucha vegetal, em se
tratando do tempo de fermentagcdo, Yokoya e Jerez (1996) verificaram melhor producao de
levana em pH inicial ajustado para 5, obtendo maior rendimento nas primeiras 24 h de
fermentacdo, e apds 48 h houve reducdo na sintese de levana, devido a hidrélise do
biopolimero durante a fermentacao.

Com relacdo a agitagcdo, alguns autores citam que esta é considerada um fator de
inibicdo ao desenvolvimento d8ymomonasspp., uma vez que este microrganismo €
anaerobio facultativo (BARROS; CELLIGOI, 2006; VINHAS, 1999). Por outro lado, bons
resultados foram observados por Han e Clarke (1990), ao submeterem a cultura a leve
agitacdo para a producédo de levana. Este comportamento também foi verificado neste estudo
utilizando os suportes alginato e quitosana (Figuras 14 e 15).

De maneira semelhante ao obtido neste trabalho, para o suporte alginato, com relacao
ao pH inicial, Bekers et al. (2001) obtiveram producao de levana de 8,5-13,6 g/L, utilizando
concentracdo de sacarose de apenas 100 g/L e pH ajustado a 4,9, com &Zyauiénanas
mobilisimobilizada em esferas de alginato, sem submeter o meio a agitacao.

Tano e Buzato (2002) avaliaram o efeito do pH inicial (5,4; 5,9 e 6,3) para a producéo
de levana, peldymomonas mobilistilizando caldo de cana de acucar (150 g/L) como fonte
de carbono. Estes autores verificaram maior producéo de levana (3,83 g/L) nos ensaios com
pH ajustado a 6,3 e com agitacéo de 180 hifais resultados se contrapdem aos observados
neste estudo, para quitosana e bucha vegetal, conforme demonstrado nas Figuras 15 e 16.

Outro fator importante para a sintese deste polissacarideo, utilizando os suportes
alginato e bagaco de cana, conforme observado neste trabalho (Figuras 14 e 17), foi o pH

inicial do meio de fermentacgéo ajustado a 4, onde obteve-se a melhor producéo. Esse pH esta
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proximo da faixa étima para a producéo de levana citada na literatura, que deve ser entre 4,5 e
6 (DOELLE et al., 1993; YOKOYA; JEREZ, 1996; SWINS; DE LEY, 1977).

Ernandes e Garcia-Cruz (2009) obtiveram maiores valores de producdo de levana
(83,2 g/L) porZymomonas mobilisvre em meio de cultivo com pH inicial ajustado para 7,
concentracdo de sacarose de 200 g/L em 24 h e com 20Dduiagitacdo. Resultados estes,
mais elevados do que os obtidos neste experimento, para o pH inicial do meio de
fermentacdo, conforme observado nas Tabelas 5, 7, 9 e 11.

Em oposicdo ao observado neste estudo, para alginato e bagaco de cana,
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) avaliaram a producéo de levana com pH ajustado para
4,5 e 7 e obtiveram melhor producao de levana (14,5 g/L) em meio de fermentagcdo com pH
inicial ajustado a 5. Em pH 7 observaram menor producédo e no meio com pH 4 ndo houve
producao do bipolimero, possivelmente devido a baixa taxa de crescimento celular observada.

Alegre; Wendt e Rigo (2005), avaliando a biossintese de levanZypoomonas
mobilis livre, em meio de cultivo com pH inicial ajustado para 6 e 200 hiobservaram
producéo de 42,76 g/L com 150 g/L de sacarose em 24 h de fermentacdo. Resultados estes
semelhantes aos obtidos neste estudo para o pH inicial utilizando o suporte quitosana e bucha
vegetal (Figura 13 e 14).

A maior producdo em pH acido, conforme observado no presente trabalho (Tabelas 5,
7, 9, ell), pode ser explicada devido ao pH estar proximo ao valor 6timo para a sintese da
enzima levanasacarase (pH 5), uma das enzimas responsaveis pela formacao da levana. Além
disso, em valores de pH maiores que 5, a sintese de outros oligossacarideos é estimulada
(YANASE et al., 1992; ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999).

Dentre os suportes de imobilizacdo avaliados, derdac@om o0s resultados
apresentados nas Tabelas 5, 7, 9, e 11, o melhor suporte para a producao de levana foi a bucha
vegetal (2,3-24,9 g/L), seguido do bagaco de cana (0,4-11,52 g/L); quitosana (1,1-8,3 g/L) e
por dltimo o alginato (0,1-6,7 g/L). E importante destacar, que a concentragdo celular no
suporte nao influenciou na sintese de levana nos suportes avaliados, conforme descrito nas
Tabelas 5, 7,9, e 11.

5.4. Produgéao de etanol
Para a producdo de etanol pelo suporte alginato, de acordo com a ANOVA, os

parametros que apresentaram interferéncia estatistica signifiqat®;8%) foram o pH inicial

e a temperatura de fermentacdo, conforme apresentado na Tabela 22. Por meio da MSR,
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verificou-se que nao houve efeito significativo dos demais parametros para a produgéao de
etanol, como demonstrado na Tabela 4 e Figura 18.

O maior valor de rendimento de producao (0,18 g/g) foi observado em concentracao
de sacarose (150 g/L), agitacdo de 200 TipH inicial ajustado a 4, sob temperatura de 40
°C, com 16 h de fermentacéo (Tabela 4). A maxima produtividade de etanol (0,92 g/L.h) foi
observada em pH 7, 16 h, 30°C, 200 rhitle agitacdo e 350 g/L de sacarose.

Tabela 22. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valores de p para a producéo de
etanol pela bactéria Zymomonas mobifiwobilizada no suportalginato.

Variaveis Producéo de etanol
Efeito P
X1 0,78418 0,631605
Xos 3,73831 0,030526
X3 3,24053 0,057375
Xy -5,30667 0,003469
Xs -1,01681 0,534909

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); xs: frequéncia de agitacéo (m.

Para os experimentos realizados utilizando a quitosana como suporte de imobilizacao,
de acordo com a ANOVA, verificou-se que nenhum parametro avaliado teve interferéncia
estatistica significativgpk0,05) para a producdo de etanol, conforme apresentado na Tabela
23.

Com base na MSR, verificou-se este mesmo comportamento, sendo que 0s parametros
analisados ndo afetaram a producado de etanol, a qual foi muito baixa, com produ¢cdo maxima
de 2,91 g/L, nos ensaios com 250 g/L de sacarose, pH 5,5, e temperatura de 30 °C durante 56
h de fermentacdo a 100 mih conforme demonstrado na Figura 19. O maior valor de
rendimento de producéo (0,43 g/g) foi observado com 150 g/L, pH 4, a temperatura de 40 °C,
sem agitacao por 96 h de fermentacéo. A produtividade (0,11 g/L.h), no entanto, foi maior nos
ensaios com 150 g/L de sacarose, pH 7, 30°C, 200" mhimante 16 h de fermentacao (Tabela
7).

Nos ensaios utilizando a bucha vegetal como suporte de imobilizacdo, de acordo com
a ANOVA, nenhum dos parametros estudados, apresentou interferéncia estatistica
significativa (p< 0,05), como apresentado na Tabela 24. Com base na MSR, a maior producéo
de etanol (50,95 g/L) foi observada utilizando o pH inicial ajustado a 5,5 e 7, durante 56 e 96

h de fermentacéo e com auséncia e 100 hite agitacédo. Além destes, a concentracdo de



76

sacarose de 150 e 250 g/L e a temperaturas de 30 e 35°C também influenciaram a sintese de
etanol pelo sistema imobilizado (Tabela 8 e Figura 20).

Tabela 23. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorepala a producédo de
etanol pela bactéria Zymomonas mobifiwbilizada no suporte quitosana.

Variaveis Producéao de etanol
Efeito p
X1 -0,126099 0,551200
Xs 0,128226 0,544566
X3 -0,026044 0,901633
X4 -0,115984 0,583336
Xs -0,046981 0,823641

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); X agitacao (min -1).

Por outro lado, a producdo de etanol utilizando a bucha vegetal como suporte,
apresentou maior rendimento (0,95 g/g) nos ensaios com 150 g/L de sacarose, pH 4, 40°C,
durante 16 h de fermentacdo a 200 riinconforme destacado na Tabela 9. A melhor
produtividade apresentou o mesmo perfil apenas para o tempo e temperatura, com maiores
valores (0,78-1,19 g/L.h) nos ensaios com 350 g/L de sacarose, pH inicial ajustado a 7 e

auséncia de agitacao.

Tabela 24. Tabela ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valores de p para a producao de etanol
pda bactéria Zymomonas mobilisobilizada no suporte bucha vegetal.

Variaveis Producéo de etanol
Efeito p
X1 -3,18705 0,549486
Xs 6,35294 0,238734
X3 8,69608 0,111796
X4 -9,33393 0,089276
Xs -4,78958 0,370975

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); xs: frequéncia de agitacéo (mf.

Para o suporte bagaco de cana, da mesma forma como observado para os demais
suportes, nenhuma das variaveis avaliadas apresentaram interferéncia estatistica significativa

(p<0,05) de acordo com a ANOVA (Tabela 25). Desta mesma forma, por meio da MRS,
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verificou-se que nao houve influéncia dos parametros estudados na sintese de etanol. O maior
valor de producéo observado foi 41,57 g/L, conforme apresentado na Tabela 11 e Figura 21.

O maior resultado para rendimento de producdo (0,61 g/g) foi observado nos
experimentos realizados com 150 g/L de sacarose, pH 4, 40°C, com 200dmiagitac&o,
durante 16 h de fermentacdo. A produtividade (1,14 g/L.h) também foi melhor nas mesmas
condicOes citadas para o rendimento, exceto para a sacarose inicial (350 g/L) e auséncia de
agitacao (Tabela 11).

Tabela 25. Tabela da ANOVA referente a estimativa dos efeitos e valorepala a producdo de
etanol pela bactéria Zymomonas mobitiebilizada no suporte bagaco de cana.

Variaveis Producéo de etanol
Efeito p
X1 -3,18705 0,549486
Xs 6,35294 0,238734
X3 8,69608 0,111796
X4 -9,33393 0,089276
Xs -4,78958 0,370975

*Variaveis com interferéncia estatistica significativa (p < 0,05)sacarose; x pH inicial; x: tempo (h); ¥
temperatura®C); xs: frequéncia de agitacéo (m.

Ha divergéncias na literatura quanto as condi¢des Otimas para producéo de etanol pela
bactériaZymomonas mobiliem sistemas imobilizados. Os parametros mais citados séo o pH
inicial do meio de fermentacdo, que deve estar entre 4,5 e 7,5; temperatura de 25 a 37°C e
concentracdo de acucares de 150 a 250 g/L no meio de cultivo (CAZZETA et al., 2007;
KANNAN et al.,, 1998; BANDARU et al., 2006). Estes parametros foram avaliados nesse
estudo para todos os suportes de imobilizagéo (Tabela 2).

Conforme mencionado por Bandaru et al. (2006), os parametros fisicos mais
importantes para a biossintese de etanol sdo a temperatura, o pH inicial e o tempo de
fermentacdo. Este comportamento foi observado neste trabalho apenas para o suporte alginato
(Figura 16).

Com relacéo a influéncia do pH inicial do meio de fermentag&o na producéo de etanol,
observou-se que o pH inicial ajustado a 5,5 foi o melhor valor para todos os suportes
avaliados neste estudo (Figuras 16, 17, 18 e 19). Este comportamento também foi observado
por Maiti et al. (2011); Bandaru et al. (2006) e Pinilla;Torres e Ortiz (2011).
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Resultados semelhantes também foram observados por Vaheed; Shojaosadati e Galip
(2011), os quais verificaram maximo rendimento de etanol pela bacy@iamonas mobilis
livre em meio de cultivo com pH ajustado a 5,2.

Para todos os suportes avaliados, apesar de ndo ser uma variavel significativa na
producao de etanol, nos ensaios com concentragcao de sacarose inicial de 250 g/L, obteve-se
0S maiores valores de etanol (Tabelas 5, 7, 9 e 11). Este comportamento também foi
observado por Kannan; Sangiliyandi; Gunasekaran (1998); Maiti et al. (2011); lida et al.
(1993).

Letti et al. (2012), avaliando o efeito da concentracdo de melago de soja, na sintese de
etanol porZymomonas mobilia temperatura de 30°C e 18 h de fermentacdo em frascos de
Erlenmeyer, também verificaram os maiores valores de producdo em 200 g/L de substrato,
com respectivamente, 26,0 e 24,2 g/L de etanol, sendo que o maior rendimento (0,4 g/g) foi
observado na menor concentracdo de substrato testada. Compararam também, a producdo em
frascos de Erlenmeyer com a produgédo utilizando fermentador, e obtiveram maior producéo
de etanol quando as fermentac6es foram realizadas sob condi¢des controladas em fermentador
(29,3 g/L), com rendimento de 0,49 g/g de etanol.

Com relacdo ao tempo de fermentagdo, apesar da pouca influéncia na sintese de
etanol, verificou-se que para todos os suportes de imobilizac&o, os ensaios realizados com 56
e 96 h apresentaram os maiores valores de producao, conforme destacado nas Tabelas 5, 7, 9
e 11 e Figurasl8, 19, 20 e 21. Resultados semelhantes também foram observados por Behera;
Ray e Mohanty (2010).

No presente estudo, a melhor temperatura para a sintese de etanol foi de 30 e 35°C
para todos os suportes avaliados, sendo que, para 0 suporte alginato, esta apresentou
influéncia estatistica significativa na producédo de etanol. Este comportamento também foi
citado por lida et al. (1993); Sreekumar et al. (1999); Behera; Ray e Mohanty (2010);
Kannan; Sangiliyandi e Gunasekaran (1998); Bandaru et al. (2006) .

Sreekumar et al. (1999) e Cazetta et al. (2007) citam que em temperaturas acima de
40°C héa reducédo na biossintese de etanol, comportamento este observado também no presente
estudo (Figuras 18, 19, 20 e 21). Por outro lado, Ernandes (2009) obteve valor maximo de
76,6 g/L para a producéo de etanol sob temperatura de 40°C, utilizando a bactéria Zymomonas
mobilis livre em meio contendo 250 g/L de sacarose, pH inicial ajustado a 8 durante 24 h de
fermentac&o a 200 mih

Conforme destacado anteriormente, para todos 0s suportes, a agitacdo nao influenciou

estatisticamente na producéo de etanol. Apesar disso, os maiores valores de producdo de
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etanol foram observados nos ensaios realizados com auséncia de agitacdo e também
submetendo as amostras a leve agitacdo (100"nResultados semelhantes foram obtidos

por Ernandes (2009); Pinilla; Torres e Ortiz (2011) e Kannan; Sangiliyandi e Gunasekaran
(1998).

Da mesma forma como observado no presente trabalho, Bandaru et al. (2006),
utilizando amido de sagu como substrato para a biossintese de etanol por co-imobilizacdo de
amiloglucosidase ymomonas mobilisobservaram melhor producéo de etanol (55,3 g/L)
em pH 4,9 e 32C. No presente estudo, foram obtidos valores semelhantes para os ensaios
com bucha vegetal e bagaco de cana, utilizando o0 mesmo microrganismo (Tabelas 9 e 11).

lida et al. (1993) utilizando a bactéZgmomonas mobilismobilizada em resina gel
para a biossintese de etanol, obtiveram resultados superiores aos obtidos neste estudo (Figuras
18, 19, 20 e 21), com producédo de 70-80 g/L de etanol, a temperatura de 30°C e 200 g¢g/L de
melaco.

Behera et al. (2010) obtiveram resultados superiores aos obtidos no presente estudo
(Tabelas 5, 7, 9 e 11), utilizando células imobilizadasSdecharomyces cerevisiaam
alginato e 4gar-agar, com producédo de etanol de 148 e 152,8 g/L respectivamente, em 24 h de
fermentacéo, pH 5,5 e temperatura de 30°C.

Maiti et al. (2011) utilizaram melaco de cana para a biossintese de etanol, por
Zymomonas mobilis obtiveram melhor producao (59,59 g/L) em concentragdo de sacarose
de 200 g/L a 30°C, pH 5,13 e 44 h de fermentagdo. Em 40°C e pH ajustado para 6,5,
verificou-se reducédo na producédo de etanol (20,0 g/L). Tais resultados sdo semelhantes aos
observados no presente estudo, uma vez que o aumento da temperatura foi um fator limitante
para a sintese de etanol.

Mathew et al. (2013) também obtiveram maior produgéo de etanol em temperatura de
30°C, utilizando palha de canola como fonte de carbono, com valores de 169'26g/kg
utilizando a levedur&acharomyces cerevisiamobilizada em alginato.

Das et al. (2013), utilizando cultivo misto dgmomonas mobilie Saccharomyces
cerevisiagpara producao de etanol a partir de palha de arroz como substrato por fermentacéo
em estado solido, obtiveram maxima producdo de etanol de 40,1 g/L, resultados estes
inferiores aos observados nos presente estudo para bagaco de cana e bucha vegetal.

Dentre os suportes de imobilizacdo avaliados, de acordo com os resultados
apresentados nas Tabelas 5, 7, 9 e 11, a bucha vegetal foi o0 melhor suporte para a producéo de
etanol (6,08-50,95 g/L), seguida do bagaco de cana (8,55-41,57 g/L), alginato (2,5-17,9 g/L) e
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por ultimo, a quitosana com producao de 1,02-2,91g/L. Da mesma forma como observado
para a producao de levana, a concentracdo celular no suporte ndo teve influéncia na sintese de
etanol nos suportes testados, conforme demonstrado nas Tabelas 5, 7, 9 e 11. Isso ocorre
porque aZymomonas mobili& um microrganismo com crescimento celular independente da
sintese de etanol, e devido a essa particularidade, este microrganismo € considerado um

excelente produtor de etanol (BELAICH e SENEZ, 1965; LAWFORD e STEVNSBORG,
1986; JONES e DOELLE, 1991; KALNEINIEKS, 2006).

Figura 18. Superficies de resposta utilizandoafginato como suporte de imobilizagdo para (A)
producao detanol (g/L), ao redor dos valores 6timos de pH e sacarose (g/L); (B) producéo de etanol

(g/L) ao redor dos valores étimos de temperatti@d € tempo de fermentagéo (h); (C) producéo de
etanol ao redor dos valores 6timos de pH e frequéncia de agitacat).(min
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Figura 19. Superficies de resposta utilizandgjuatosana como suporte de imobilizacdo para (A)
producao destanol (g/L) ao redor dos valores étimos de pH e sacarose (g/L); (B) producdo de etanol

(g/L) ao redor dos valores 6timos de temperatura (°C) e tempo (h); (C) producéo de etanol (g/L) ao
redor dos valores 6timos de sacarose (g/L) e frequéncia de agitacad.(min
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Figura 20. Superficies de resposta utilizartecha vegetalcomo suporte de imobilizacdo para (A)
producao destanol (g/L) ao redor dos valores étimos de pH e sacarose (g/L); (B) producdo de etanol

(g/L) ao redor dos valores 6timos de temperatt@ € tempo (h); (C) produgéo de etanol (g/L) ao
redor dos valores 6timos de sacarose (g/L) e frequéncia de agitac&9.(min

[plitaiie
oA

Il 25,9516
B 24
B 22
120
118
Bl 16
B 14

B R

Bl 16



QEnoeRR

83

Figura 21. Superficies de resposta utilizarbmaco de cana@omo suporte de imobilizacdo para (A)
producao destanol (g/L) ao redor dos valores étimos de pH e sacarose (g/L); (B) producdo de etanol

(g/L) ao redor dos valores 6timos de temperatt@ € tempo (h); (C) produgéo de etanol (g/L) ao
redor dos valores 6timos de sacarose (g/L) e frequéncia de agitac&9.(min
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5.5. Reciclo dos suportes de imobilizagcéo

Com base nas melhores condicbes de producdo obtidas nos experini&fitos 2
utilizando a metodologia de superficie de resposta (Tabela 26). Realizou-se a reciclagem dos

suportes durante 12 dias de fermentacéo.

Tabela 26. Condicdes 6timas, para a producdo de levana e etanol obtidas no experfjento 2
utilizando a metodologia de superficie de resposta, para 0s suportes alginato, quitosana, bucha vegetal
e bagaco de cana.

Alginato  Quitosana Bucha vegetal Bagaco de cana
Sacarose (g/L) 350 350 350 350
pH 4 7 7 4
Temperatura (°C) 30 30 40 30
Frequéncia de agitacéo (mih 200 200 - -

5.5.1.Biomassa livre e imobilizada aos suportes durante os ciclos de reutilizagdo dos

suportes

A biomassa imobilizada em esferas de alginato permaneceu viavel, durante todos os
ciclos de reutilizacdo, o que indica a alta afinidade do suporte com o0 microrganismo,
conforme demonstrado por microscopia eletronica de varredura (Figura 22). Nesta Figura,
verificou-se a presenca de grande quantidade de células imobilizadas, tanto na superficie
quanto no interior da esfera. Na superficie interna da esfera observou-se grande crescimento
microbiano entre a estrutura do suporte, conforme apresentado na Figura 22 ( B, C e D).

A biomassa imobilizada no primeiro ciclo de fermentacgé&o foi de 0,003 g/L; com 5 dias
aumentou para 0,19 g/k ao final do ultimo ciclo, a biomassa imobilizada foi de 0,94 g/L. E
importante destacar também que as esferas de alginato permaneceram integras do primeiro até
o ultimo ciclo de fermentacéo, apenas com alteracdo na textura e na coloracéo, possivelmente
devido ao crescimento microbiano no suporte, bem como a presenca de levana no interior da
esfera (Figura 23).

O suporte quitosana, por sua vez, apresentou biomassa imobilizada no primeiro ciclo
de fermentacdo 0,001 ¢/L, e se mostrou inviavel para imobilizar a bagigriamonas
mobilis CCT4494, uma vez que as esferas n&o suportaram as condicbes de fermentacao
utilizadas, bem como os ciclos de fermentacéo, e se dissolveram apds o segundo reciclo. A

microbiota aderida ao suporte apos a imobilizacdo pode ser observada na Figura 24. Nesta,
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observa-se que houve reduzida adesdo microbiana, porém, assim como para o alginato, houve
crescimento microbiano tanto no exterior quanto no interior da esfera. Nesta mesma Figura,
destaca-se ainda, a estrutura irregular externa da esfera também com o microrganismo
imobilizado (Figura 24 A, B, C e D).

Este comportamento observado para as esferas de quitosana, durante os ciclos de
fermentacdo, pode ser devido a natureza do suporte que em meio acido se solubiliza e devido
ao metabolismo do microrganismo levar ao acumulo de acidos no meio de cultura, este pode
ter solubilizado a quitosana desfazendo as esferas (Figura 25).

O suporte bucha vegetal foi eficiente para a imobilizagdo do microrganismo, o qual
apresentou biomassa de 0,06 g/L no primeiro ciclo de fermentagdo, com aumento no quinto
ciclo para 0,45 g/L, porém, apresentou queda no crescimento no ultimo ciclo de fermentacao
com valor de 0,13 g/L, conforme esta destacado na Figura 26, por microscopia eletrénica de
varredura. Nesta Figura verifica-se, principalmente, a alta adesao microbiana e também, as
alteracdes morfoldficas apresentadas pelo microrganismo imobilizado no suporte, apos varios
ciclos de fermentacao (JAMAI, et al., 2001).

O suporte bagaco de cana, assim como o alginato e a bucha vegetal, foi eficiente para
a imobilizacdo da bactéria com crescimento inicial de 1,51 g/L. Verificou-se também,
aumento da biomassa no quinto ciclo para 3,69 g/L e no ultimo ciclo de fermentacdo houve
pequena reducdo da biomassa imobilizada para 3,23 g/L. Na Figura 27, por meio de
microscopia eletronica de varredura, comprova-se a eficiéncia da imobilizacdo da bactéria
Zymomonas mobiligo suporte bagago de cana, onde nota-se a alta densidade celular no
suporte apdés varios ciclos de fermentacéo.

Com relacdo a estabilidade dos suportes bucha vegetal e bagaco de cana, verificou-se
que ambos permaneceram estaveis durante todos os ciclos de fermentacdo, conforme

demonstrado nas Figuras 28 e 29.
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Figura 22. Microscopia eletrénica de varredura de esferadgieato comZymomonas mobili€CT
4494 imobilizada (A: superficie externa com o0 microrganismo imobilizado); (B: interior da esfera
destacando o crescimento microbiano); (C e D: interior da esfera em maior aumento, destacando a

grande quantidade de biomassa imobilizada).

Figura 23. Aspecto das esferas de alginato no primeiro (A) e ultimo dia de reciclo (B).
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Figura 24. Microscopia eletrbnica de varredura de esferagjusana comZymomonas mobilis

CCT 4494 imobilizada (A e C: exterior da esfera com o microrganismo imobilizado); (B: interior da
esfera destacando o crescimento microbiano) e (D: superficie externa da esfera também com o
microrganismo imobilizado, destacando que a mesma tem extrutura irregular).

Figura 25. Aspecto das esferas de quitosana no primeiro (A) e segundo dia de reciclo (B).
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Com relacdo a biomassa livre no meio de fermentacdo, utilizando o suporte quitosana,
verificou-se valor de 1,63 g/L no segundo e ultimo ciclo de reutilizagdo, demonstrando que o
microrganismo cresceu também no meio de cultivo, porém néo foi possivel seguir com o
reciclo pois as esferas dissolveram-se. Para o suporte alginato, observou-se que houve
desprendimento e crescimento celular durante todos os ciclos de reutilizagéo do suporte, com
valores de 0,18 a 2,65 g/L, sendo o sétimo ciclo, 0 que apresentou maior crescimento (Tabela
27).

No suporte bucha vegetal, verificou-se que houve crescimento celular durante todos os
ciclos, com biomassa livre inicial de 0,41 g/L e maximo de 1,01 g/L no terceiro ciclo, com
queda para 0,1 g/L ap6s o nono ciclo de reutilizacdo (Tabela 28). Por outro lado, o bagago de
cana foi o suporte com os maiores valores de biomassa livre no meio de cultivo, o qual
apresentou biomassa inicial de 1,24 g/L, com maximo de crescimento no sétimo ciclo de
(2,58 g/L), apresentando também queda no crescimento celular nos ultimos ciclos de
reutilizacdo do suporte (2,51-1,43 g/L), como apresentado na Tabela 29.

Com base nos valores de biomassa livre observados para todos os suportes estudados,
verifica-se que, ao utilizar células imobilizadas, independentemente do suporte e técnica,
ocorre 0 desprendimento natural de células para o meio de cultivo, as quais crescem e
auxiliam na sintese de produto, levando a um cultivo misto.

Com relacdo a eficiéncia da imobilizacdo, o bagaco de cana foi o suporte que
apresentou maiores valores de biomassa imobilizada, seguido do alginato, bucha vegetal e por
dltimo a quitosana. E importante destacar que todos, exceto a quitosana, permaneceram
viaveis durante todos os ciclos de fermentacdo, o que indica que estes podem ser utilizados

em processos fermentativos por batelada seqtencial.



89

Figura 26. Microscopia eletronica de varredurabdeha vegetalcomZymomonas mobili€CT 4494
imobilizada ( A: estrutura da bucha vegetal com menor aumento, demonstrando as fissuras do
suporte); (B: microbiota aderida a estrutura da bucha vegetal logo ap6s a imobilizacéo); (C e E:
microbiota aderida a estrutura vegetal, em maior aumento, demonstrando a alta ades&do ao suporte e
também, as alteracbes morfoléficas apds varios ciclos de fermentacdo); (D: alta densidade celular
aderida ao suporte apoés varios ciclos de fermentacéo; (E e F: microbiota aderida ao suporte ap0s as
fermentagBes em maior aumento).
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Figura 27. Microscopia eletronica de varredurabdgaco de canaomZymomonas mobili€CT

4494 imobilizada (A, B, E e F: estrutura do bagaco de cana com menor aumento, demonstrando a
estrutura do suporte com o microrganismo imobilizado); (C: microbiota aderida a estrutura do
bagaco de cana em maior aumento); (D: microbiota aderida a estrutura vegetal, em maior
aumento, demonstrando a boa adesdo ao suporte e apds varios ciclos de fermentacao).
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Figura 28. Aspecto do suportbucha vegetalantes da imobilizagdo (A) e no ultimo dia de reciclo

(B).

Figura 29. Aspecto do suportieagaco de cana antes da imobilizacéo (A) e no ultimo dia de reciclo

(B).
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5.5.2. Comportamento do pH final do meio de cultivo e consumo do substrato sacarose
durante os ciclos de reutilizagao dos suportes

Para o suporte quitosana, observou-se que o pH final do meio de cultivo assim como
observado para os experimentos por batelada, permaneceu com valores bastante altos, sendo
7,55 para o primeiro e 8,14 para o segundo reciclo, possivelmente devido a natureza alcalina
do suporte, o que afetou a producdo de levana e etanol. Para o consumo do substrato,
observou-se consumo de 56,69 e 76,32 % no primeiro e segundo reciclos.

O suporte alginato de forma similar ao observado nas fermentagdes por batelada,
apresentou valores de pH final entre 3,29 e 3,69 (Figura 28). Neste suporte, verificou-se
consumo do substrato de 43,58 a 78,96 %, conforme destacado na Tabela 27.

O pH final observado nos ensaios com bucha vegetal, apresentou varia¢cées durante os
ciclos de reutilizacdo, com reduzidos valores nos primeiros ciclos (3,86-3,94), e apds o oitavo,
houve baixa reduc¢éo, ou seja, o pH permaneceu sem reducao, o que indica que nestes ultimos
reciclos pode ter havido morte do microrganismo no suporte (Figura 30).

Com relacao ao pH final do meio de cultivo para o suporte bagaco de cana, verificou-
se comportamento semelhante ao observado para o suporte alginato, com valores entre 3,15 e
3,41, conforme destacado na Figura 28. A acidificacdo do meio indica que o microrganismo
esteve metabolicamente ativo no suporte, uma vez que os acidos sdo um dos compostos
sintetizados pelo microrganismo, além de levana e etanol durante o consumo do substrato
(MADIGAN et al., 2010).

Com relagdo ao consumo do substrato sacarose, nas fermentacdes utilizando os
suportes bucha vegetal e bagaco de cana verificou-se que houve consumo de 17-83,86% para
bucha vegetal e 78,09-92,64 % para bagaco de cana, 0s quais apresentaram os maiores valores

de consumo de sacarose, de acordo com as Tabelas 28 e 29.
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Figura 30. Comportamento do pH final do meio de cultivo, fermentadoZgoromonas mobilis
imobilizada em alginato, quitosana, bucha vegetal e bagaco de cana durante os ciclos de reutilizacao.

5.5.3. Roducéao de levana durante os ciclos de reutilizagéo dos suportes

A producdo de levana pelo suporte quitosana durante os ciclos de reutilizacao foi
baixa com maior producéo no primeiro ciclo (3,47 g/L) com diferenca estatistica significativa
a 95 % de confiabilidade, em relacdo ao segundo ciclo com 1,99 g/L, com consumo da
sacarose de 39,37 e 76,32 % respectivamente (Figura 31). A produtividade foi de 0,08 e 0,14
g/L.h e o rendimento permaneceu entre 0,007 e 0,01 g/g. Para os demais tempos de
reutilizacdo néo foi possivel avaliar a producédo, uma vez que as esferas se dissolveram devido
ao pH do meio (Figura 25).

Este comportamento, ndo foi observado durante as fermentacdes realizadas por
batelada, onde obteve-se estabilidade das esferas durante os experimentos (item 5.3),
demonstrando que o0 suporte quitosana ndo € viavel para processos semicontinuos de
fermentacdao.

As células imobilizadas em alginato apresentaram boa produgcdo de levana, com
maxima producdo no sétimo e décimo ciclos, sem diferenca estatistica significativa entre

ambos (p<0,05), porém em relacdo aos demais, o 10° ciclo apresentou os maiores valores com
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diferenca significativa (p<0,05). O sétimo ciclo foi maior com diferenca estatistica (p<0,05)
apenas para os 1°, 5° 6° e 9° ciclos, conforme apresentado na Figura 31 e Tabela 27.

A producdo durante os doze ciclos esteve entre 3,63 e 21,11 ¢g/L, apresentando-se
quase constante apds o décimo ciclo, com consumo do substrato sacarose entre 43,58 a 78,96
%, sendo que o maior consumo foi acompanhado pela maior producdo de levana, e também
de biomassa livre no meio de cultivo. A produtividade esteve entre 0,15 e 0,88 g/L.h e 0

rendimento de producéo entre 0,02 a 0,09 g/g, conforme destacado na Tabela 27.

Tabela 27. Resultados para a producdo de levana, etanol, consumo do substrato e biomassa livre
produzida por Zymomonas mobilisCCT4494 imobilizada emalginato durante os ciclos de
reutilizacao.

Ciclos L PTL YL E PTE YE CS BL
(24h)  (gL) (g/Lh) (dfg) (g/L) (gL.h) (gfg) (%)  (9/L)

3,63 0,15 0,02 5,69 0,24 003 61,14 0,18
9,8 041 0,04 16,979 0,71 0,07 7457 1,04
11,32¢ 0,47 0,06 8,17 0,34 0,05 51,41 0,29
10,10 0,42 0,07 17,7%¢ 0,74 0,12 4358 0,14
8,78 0,37 0,03 2,19 0,09 001 7478 1,66

8,29 0,35 0,04 14,65 0,61 0,08 54,14 1,17
17,044 0,71 0,06 17,000 0,71 0,06 7896 2,65
10,98¢ 0,46 0,05 16,17 0,67 0,07 64,16 1,36
8,63 0,36 0,03 18,28° 0,76 0,07 75,75 1,64
10 21,10 0,88 0,09 18,2% 0,76 0,08 64,87 1,23
11  11,42¢ 048 0,05 16,51 0,69 007 64,03 1,45
12 10,3%° 0,43 0,04 17,9% 0,75 0,08 66,66 1,97

O©CoO~NOOTA~,WNPEF

ab... (coluna) — médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferiram pelo teste de Tukey (p<0,05).

(C): ponto central; L: producdo de levana; PTL: produtividade de levana; YL: Rendimento de levana; E:
producdo de etanol; PTE: produtividade de etanol;YE: rendimento de etanol; CS: consumido do substrato;
BL: biomassa livre no meio de fermentacéo.

Nos primeiros ciclos de fermentacéo, utilizando o suporte alginato observou-se os
menores valores de producgédo, possivelmente devido a adaptagdo do microrganismo. Porém, a
partir do 2° reciclo, observou-se resultados maiores do que os observados pelos cultivos por
batelada, discutidos no item 5.3, em todos os ciclos de reutilizagcdo (8,05-12,11 g/L),
demonstrando que, ao reutilizar o indculo imobilizado, este apresentou maior estabilidade
fisiol6gica e capacidade de produzir maior quantidade de levana (Tabela 27).

Para o suporte bucha vegetal, a maxima producao (11,02 g/L) foi observada no quarto

ciclo de fermentacdo, com diferenca estatistica significativa (p<0,05), em relacdo a todos os
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tempos avaliados. Verificou-se também, que a producdo permaneceu estavel do 7° ao 11°
ciclo de fermentacdo sem diferenca estatistica significativa (p<0,05) (Tabela 28 e Figura 31).

A producédo de levana durante todos os ciclos de fermentacdo com o suporte bucha
vegetal, apresentou valores entre 1,20 e 11,02 g/L com consumo do substrato de 17,24 a
83,89%. Neste caso, 0 maior consumo nao foi acompanhado pela maior producdo de levana
(Tabela 28). A produtividade esteve entre 0,002 e 0,42 g/L.h e o rendimento permaneceu
entre 0,05 e 0,46 g/g. Em comparacdo com o cultivo por batelada (item 5.3), verificou-se que
houve menor producdo quando utilizou-se o sistema semicontinuo, indicando que o
microrganismo imobilizado neste suporte ndo se adaptou bem a longos periodos de
fermentacgao.

O suporte bagaco de cana apresentou alta producdo de levana durante todos os
reciclos, com valor maximo (32,13 g/L) durante o quarto ciclo de reutilizacdo. Em relacédo aos
demais suportes de imobilizacdo avaliados, este foi 0 que apresentou 0s maiores valores
durante todos os ciclos de reutilizacdo (6,56-32,13 g/L), com diferenca estatistica significativa
(p<0,05), exceto para o 5° 6° e 7° ciclos (Tabela 29). Apos o oitavo ciclo, a producéo
permaneceu praticamente constante com valores entre 15,79-12,39 ¢/L, sem diferenca
estatistica significativa entre si (Tabela 29). O consumo do substrato pelo microrganismo,
utilizando este suporte, foi proporcional & maior producdo de levana com valores entre 78,09
a 92,64 % (Tabela 29).

A produtividade para o suporte bagaco de cana esteve entre 0,27 e 1,34 g/L.h e o
rendimento de producdo entre 0,023 e 0,107 g/g. Verificou-se também, que este suporte
apresentou maior estabilidade e maiores valores de produgdo em batelada sequencial do que
utilizando o sistema de cultivo por batelada discutido no item 5.3, indicando que o bagaco de
cana é um suporte adequado e eficiente para utilizacdo em sistemas de fermentacdo
semicontinua.

Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Bekers et al. (2001), os quais
obtiveram producdo maxima de 14,4 g/L de levana, utilizando também a bAgtéamonas
mobilisimobilizada em esferas de aco inoxidavel.

A alta producdo de levana observada, utilizando altas concentracdes de sacarose €
citada por diferentes autores, os quais destacam que nestas condi¢cdes o microrganismo desvia
sua via metabdlica e apds hidrolisar a sacarose em unidades de frutose e glicose, inicia a
transfrutosilacdo de unidades de frutose em ligao€xs6), formando a cadeia de levana
(VIIKARI e GISLER, 1986; SHIH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2007; BORSARI et al.,
2006; VIGANTS et al., 2001).
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Oliveira et al. (2007) obtiveram melhores resultados com producéo de levana de 21,70
g/L utilizando 250 g/L de sacarose a 25°C e com 24 h de fermentacao.

Tabela 28. Resultados para a producdo de levana, etanol, consumo do substrato e biomassa livre
produzida porZymomonas mobili€CT4494 imobilizada enbucha vegetaldurante os ciclos de
reutilizacao.

Ciclos L PTL YL E PTE  YE CsS BL
(24h) (@) (gLh) (g/g) (L) (gLh) (dfg) (%)  (gL)

1 1,67 0,006 0,07 24,95 1,04 0,085 83,89 0,41
2 1,08 0,004 0,05 24,26 1,01 0,087 79,62 0,31
3 2,04 0010 0,09 17,08 0,71 0,082 59,23 1,01
4 11,02 0,042 0,46 20,03 0,83 0,076 75,30 0,39
5 25724 0012 011 21,01 0,88 0,098 61,47 0,18
6 1,25%¢ 0,006 0,05 15,95 0,67 0,081 56,35 0,21
7 3,19 0,017 0,13 2,66 0,11 0,014 5451 0,06
8 3,11¢ 0,013 0,13 0,27 0,01 0,001 67,95 0,02
9 3,35 0,015 0,14 0,50 0,02 0,002 64,99 0,23
10 2,64 0,019 0,11 0,49 0,02 0,003 40,47 0,10
11 3,04 0,012 013 0,32 0,01 0,001 70,92 0,10
12 1,2t 0,002 0,05 0,69 0,03 0,011 17,24 0,10

a,b... (coluna) — médias seguidas de mesma letra minUscula néo diferiram pelo teste de Tukey (p<0,05).

(C): ponto central; L: producdo de levana; PTL: produtividade de levana; YL: Rendimento de levana; E:
producdo de etanol; PTE: produtividade de etanol;YE: rendimento de etanol; CS: consumido do substrato;
BL: biomassa livre no meio de fermentacéo.

Shih et al. (2010) obtiveram maiores resultados de levana com utilizag@aciles
subtilis nato imobilizados em esferas de alginato, e verificaram méaxima produgéo no terceiro
reciclo (70,6 g/L), com controle de pH inicial e suplementacdo do meio com nitrogénio
organico, durante cinco ciclos de reutilizacdo cada um com 72 h. Estes autores observaram
que as esferas permaneceram estaveis durante os cinco ciclos de fermentacdo. Este
comportamento também foi observado neste estudo, durante os 12 dias de reciclo para o
suporte alginato.

E importante destacar que o sistema imobilizado para todos os suportes de
fermentacdo, exceto quitosana, permaneceu viavel até o ultimo ciclo de fermentacdo, com alta
producdo de levana tornando-se interessante para uso em fermentagbes por batelada
sequencial, o que acarreta inUumeros beneficios como menor custo de operacdo quando

comparado ao sistema descontinuo.
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Tabela 29. Resultados para a producdo de levana, etanol, consumo do substrato e biomassa livre
produzida porZymomonas mobili€CT4494 imobilizada erbagaco de cana durante os ciclos de
reutilizacao.

Ciclos L PTL YL E PTE YE CS BL
(24 h) (g/L) (gLh)y  (9/9) (@) (gL.h) (glg) (%)  (gL)

1 12,77 0,53 0,044 24,79 1,03 0,09 82,86 1,24
2 6,57 0,27 0,023 31,74 132 0,11 81,14 1,53
3 31,87 1,33 0,107 29,52 1,23 0,10 84,38 1,30
4 32,19 1,34 0,099 32,64 136 0,10 92,64 1,45
5 29,11°° 1,21 0,092 36,50 152 0,12 90,13 1,88
6 23,27 0,97 0,076 3567 1,49 0,12 87,08 1,86
7 25,36 1,06 0,084 26,332 1,10 0,09 86,60 2,58
8 15,79¢ 0,66 0,058 31,32 1,30 0,11 78,09 2,51
9 11,83 0,49 0,042 37,82 158 0,13 81,10 2,22
10 21,474¢ 0,89 0,075 31,12 1,30 0,11 81,42 2,18
11 14,05 0,59 0,051 33,04 1,38 0,12 80,68 2,39
12 12,39 0,52 0,042 2351 098 0,08 83,82 1,43

a,b... (coluna) — médias seguidas de mesma letra minUscula néo diferiram pelo teste de Tukey (p<0,05).

(C): ponto central; L: producdo de levana; PTL: produtividade de levana; YL: Rendimento de levana; E:
producéo de etanol; PTE: produtividade de etanol;YE: rendimento de etanol; CS: consumido do substrato;
BL: biomassa livre no meio de fermentacéo.

Figura 31. Producdo ddevana por células d&ymomonas mobilismobilizadas em alginato,
quitosana, bucha vegetal e bagaco de cana durante os ciclos de reutilizagao.
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5.5.4. Produgéo de etanol durante os ciclos de reutilizagao dos suportes

O suporte quitosana apresentou baixa producdo de etanol durante os ciclos de
reutilizagcdo, com maior producédo no segundo reci®,05) em relacdo ao primeiro, onde
obteve-se apenas 0,96 g/L. Nao foi possivel realizar os demais ciclos de reutilizagdo, uma vez
gue as esferas dissolveram-se devido ao pH do meio, conforme descrito anteriormente no item
5.5.2 (Figura 32).

Com relacédo ao suporte alginato, os menores valores foram obtidos no 1° e 5° reciclos
(5,69 e 2,19 g/L), ambos diferentes estatisticame8,05). Do segundo ao oitavo ciclos,
houve grandes oscilagdes na producdo, porém, todos com diferenca estatistica significativa
(p<0,05). Apés o oitavo ciclo a producdo permaneceu praticamente estavel com valores
maximos no 9° e 10° ciclos (18,26 e 18,24 g/L), sem diferenca estatistica significativa entre si
(Tabela 27 e Figura 32).

A produtividade esteve entre 0,24 e 0,76 g/L.h, o rendimento de produgéo entre 0,03-
0,12 g/, conforme destacado na Tabela 27. Em comparacdo com o cultivo por batelada,
discutido no item 5.4, verificou-se os menores valores de rendimento, o que indica que este
suporte ndo foi vidvel para este fim.

Para o suporte bucha vegetal, verificou-se produgédo de etanol do primeiro até o sexto
ciclo de fermentacdo sem diferenca estatistica significativa entre ep<6i05). O valor
maximo de etanol foi observado no quinto ciclo (19,11 g¢/L), que diferiu estatisticamente
apenas do sétimo ciclo em diante. Apds o sétimo ciclo, verificou-se queda na produgcdo com
valores proximos a zero, possivelmente devido a morte dos microrganismos imobilizados no
suporte (Tabela 28 e Figura 32). Este comportamento pode ser devido a exposicdo do
microrganismo a longos periodos de estresse como por exemplo, a alta temperatura e também
pela alta concentracfes de inibidores como o acido acético em concentracdes acima de 3 g/L
(FAN et al., 2013; SLININGER et al., 2011; JIN et al., 2012).

A produtividade esteve entre 0,01e 1,04 g/L.h, rendimento de producéo de 0,001 a
0,09 g/g. Tais resultados foram inferiores aos observados nos experimentos realizados por
batelada, principalmente apés o sexto ciclo, conforme destacado na Figura 32.

A producéo de etanol utilizando o bagaco de cana permaneceu quase constante durante
todos os ciclos de fermentacdo e ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre si
(p<0,05), conforme a Tabela 29.

Os maiores valores foram observados no quinto (36,5 g/L) e sexto ciclos (35,67 g/L),

de acordo com a Tabela 29 e Figura 32. A produtividade esteve entre 0,98-1,52 g/L.h, o
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rendimento de producdo entre 0,08-0,13 g/g. Em comparagdo ao cultivo por batelada, de

forma similiar ao observado para a producgéo de levana, verificou-se que o suporte bagaco de
cana também apresentou alta producéo durante todos os ciclos de reutilizacdo, indicando ser
promissor para utilizacdo em sistemas de fermentacdo por batelada sequencial, conforme
demonstrado na Tabela 29 e Figura 32.

Singh et al. (2013) utilizaram bagaco de cana como suporte de imobilizagdo, durante
10 ciclos de reutilizacdo e obtiveram producdo de 15,4 a 15,1 g/L do primeiro ao sétimo
ciclos de fermentacdo. Estes autores, também observaram que ap0s o sétimo ciclo houve
queda na producdo, indicando que o suporte foi eficaz apenas até o sétimo reciclo. Tais
resultados séo inferiores aos observados nesse trabalho, utilizando o0 mesmo suporte de
imobilizacéo.

Em pesquisa realizada por Watanabe et al. (2012) onde a levgatoharomyces
cerevisiaefoi imobilizada em suporte misto de alginato e resina para a producéo de etanol a
partir de hidrolisado de palha de arroz como fonte de carbono, durante 5 ciclos de
fermentacdo, obtiveram producdo de 29,6 a 37,9 g/L do primeiro ao quinto ciclo. O suporte
permaneceu viavel até o ultimo reciclo, conforme observado nesse estudo para o0 suporte
alginato.

O valor maximo de producédo de etanol obtido neste trabalho, utilizando os suportes
bucha vegetal e bagaco de cana (Tabelas 28 e 29), foi maior do que o obtido por Chandel et
al. (2009), que utilizaram a levedusaccharomyces cerevisi&3 imobilizada em bagaco de
cana (22,85 g/L); entretanto, os autores conseguiram rendimento de 0,44 g/g apds oito ciclos
de reutilizacdo, o qual foi maior do que os obtidos neste estudo para o suporte alginato
(Tabela 27).

Resultados superiores aos observados nesse estudo foram obtidos por Ercan et al.
(2013), os quais avaliaram a producdo de etanol a partir de vagem de alfarroba, por
Saccharomyces cerevisitembém imobilizada em alginato, durante 5 ciclos de fermentacao,

e obtiveram méxima producdo no primeiro ciclo com 41,63 g/L e produtividade de 1,7 g/L.h.
A partir do segundo ciclo, verificaram ligeira queda na producdo, com valores entre 36,45-
40,27 g/L.

Fan et al. (2013), utilizand®ichia guilliermondiipara a producao de etanol a partir de
sabugo de milho, obtiveram maior producdo do que a obtida nesse trabalho, com valores entre
51,2 — 49,7 g/L do primeiro ao terceiro ciclo de fermentacao.

Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir que o sistema imobilizado para

todos os suportes estudados, exceto para quitosana, apresentou-se viavel e com producao de
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etanol durante os doze ciclos de reutilizacdo, o que os torna interessantes para uso em
sistemas semicontinuos, apesar da sacarose ndo ser a fonte de carbono mais adequada a
sintese de etanol por este microrganismo, uma vez que, ocorre a sintese de subprodutos

reduzindo o rendimento de etanol.

Figura 32. Producdo destanol por células deZzymomonas mobilismobilizadas em alginato,
quitosana, bucha vegetal e bagac¢o de cana durante os ciclos de reutilizag&o.
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6. Conclusobes

- No cultivo por batelada, os suportes bucha vegetal, alginato e bagaco de cana foram os
melhores para a imobilizacdo da bactédgmomonas mobilisuma vez que estes
apresentaram maior concentracéo e viabilidade celular quando comparados a quitosana. Para
a fermentacdo por batelada sequencial, o suporte que apresentou maior biomassa

imobilizada foi o bagaco de cana, seguido do alginato, bucha e por dltimo, a quitosana.

- Na fermentagcao por batelada, o suporte bucha vegetal apresentou os maiores valores de
producdo de levana, quando foi utilizada a maxima concentragdo de sacarose avaliada; pH
inicial ajustado a 7, temperatura de 40°C, com auséncia de agitacdo do meio de cultivo

durante 16 h.

-Na fermentacédo por batelada sequencial os maiores valores de levana foram observados para
0 suporte bagaco de cana. Este comportamento também foi observado para o consumo do

substrato sacarose pelo microrganismo.

- Para a producéo de etanol, nas fermentacdes realizadas por batelada, os maiores valores de
producdo foram observados utilizando os suportes bucha vegetal e bagaco de cana e na
fermentacdo por batelada sequiencial, os maiores valores de etanol foram observados para o

suporte bagaco de cana, bucha vegetal e alginato.

- O rendimento de producéo de levana foi maior nos esperimentos realizados por batelada
sequencial com reciclo do suporte. Porém para a producdo de etanol este comportamento foi
oposto, com maior rendimento nos esperimentos realizados por batelada sem reciclo do

suporte.

- Para a capacidade de resistir aos ciclos de reutilizacado do suporte, verificou-se que todos os
suportes permaneceram viaveis durante os doze ciclos de fermentacao realizados, exceto a

guitosana.

- Entre os suportes estudados, pode-se verificar que o bagaco de cana foi 0 mais promissor

para uso em processos fermentativos por batelada sequencial, tanto para a producao de levana
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guanto para etanol, bem como para a adesdo microbiana, seguida do alginato e por ultimo a
bucha vegetal.
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Anexos

Tabela 1. Valores de absorbancia de suspensdes de Zymomonas@©bi#ig94 a 570 nm,

utilizando caldo ZM apés pré-fermentacao a 30°C por 72 h.

Diluigéo Biomassa celular seca Abs
(g/L) (570 nm)

1:7,5 0,514 0,979
19 0,371 0,871
1:12 0,300 0,739
1:15 0,242 0,590
1:20 0,214 0,490
1:22 0,185 0,453

Figura 1. Curva de calibragcdo da concentracdo celular obtida a partir de suspensdes de
Zymomonas mobili€CT 4494 a 570 nm, utilizando caldo ZM apoés fermentacéo a 30° por 72
h.
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Tabela 2. Valores de absorbancia a 450 nm de concentracdes de etanol (g/L) .

Diluicao Concentracao de etanol Abs
(g/L) (450 nm)

Branco 0 1,210
1:5 0,1478 1,198
1:2,5 0,2956 1,087
1:1,66 0,4434 0,98
1:1,25 0,5912 0,838
Sem diluicéo 0,739 0,749

Figura 2. Curva de calibracdo de etanol utilizando diferentes concentracdes de etanol

determinadas a 450 nm.
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Tabela 3. Valores de absorbéancia a 540 nm de amostras contendo diferentes concentragdes de

glicose (g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944).

Concentracao de glicose ABS
(9/L) (540 nm)
0,02 0,04
0,04 0,114
0,08 0,279
0,1 0,297
0,12 0,357
0,16 0,479

Figura 3. Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracfes de glicose
(g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944).
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Tabela 4. Valores de absorbéncia a 490 nm de amostras contendo diferentes concentragdes de
glicose (g/L) pelo método Dubois et al. (1956).

Concentracao de glicose Abs
(g/L) (490 nm)
0,02 0,106
0,04 0,208
0,08 0,313
0,1 0,348
0,12 0,443
0,16 0,54

Figura 4. Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracfes de glicose

(g/L) pelo método Dubois e colaboradores (1956).
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