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RESUMO

O principal produto da fermentacdo de agucares por Zymomonas mobilis é o etanol quando
glicose e frutose sdo utilizadas como fontes de carbono. Entretanto, quando sacarose &
empregada na fermentagdo, o rendimento do etanol diminui devido a formagdo de subprodutos
como levana, sorbitol, acetaldeido, 4cido acético, pequenas quantidades de alguns dlcoois
superiores e fenol. A utilizacdo de produtos agroindustriais, como o caldo e melaco de cana-de-
acucar, ¢ uma alternativa para reduzir o custo final dos produtos de fermentacdo devido a
disponibilidade de aquisi¢cdo e composicdo quimica desses substratos. Este trabalho teve como
objetivo utilizar substratos alternativos e otimizar as condi¢des de fermentacdo para a producio
de etanol, levana e sorbitol por Zymomonas mobilis CCT 4494. Também foi considerado o efeito
da variacdo do substrato e de sais minerais adicionados nos meios de produgdo (sintético, caldo e
melacos de cana-de-acticar). Para a obtencdo dos produtos de fermentacdo, foi aplicada a
metodologia de superficie de resposta, seguindo um planejamento fatorial do tipo 22, de acordo
com o modelo proposto por Box e Hunter, onde as varidveis independentes estudadas foram: pH
inicial do meio de cultivo, temperatura de incubacdo, concentracdo do substrato e efeito da
adicdo de KCl, K,SO4, MgSO4, CaCl,. Durante a realizacdo das fermentagdes foi observado que
a bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 se adaptou nos meios de fermentagdo contendo altas
concentracdes de sacarose e suportou a variagdo do pH e da temperatura de fermentagdo. O
aumento da concentracdo da fonte de carbono favoreceu a formacdo dos produtos levana e
etanol, entretanto, ndo houve produgdo de sorbitol. O meio sintético proporcionou maior
rendimento de levana e etanol, enquanto que, os meios alternativos caldo e melacos de cana-de-
acucar, favoreceram o crescimento celular. Das varidveis independentes analisadas com o melhor
meio (sintético) para biossintese do biopolimero e etanol, as que afetaram significativamente
(p<0,05) foram KCI, K,SO,4, CaCl, e sacarose. O pH inicial do meio de fermentacdo foi a
varidvel que apresentou maior influéncia significativa (p<0,05), no desenvolvimento de

Zymomonas mobilis CCT 4494. De acordo com o modelo matemético, os resultados obtidos
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com Zymomonas mobilis CCT 4494 demonstraram que o baixo valor de p encontrado para os
interceptos levana (Y;) e etanol (Y,) indicou que os niveis foram bem escolhidos e que os
coeficientes de regressdo da equacdo descreveram acima de 80% o experimento, em ambos 0S
casos. O bom desempenho do modelo adotado também pdde ser confirmado por ndo haver

desvio significativo de regressao (p>0,05), tanto para Y; quanto para Y.

Palavras-chave: levana, etanol, sorbitol, Zymomonas mobilis, metodologia de superficie de

resposta, fermentacgao.
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ABSTRACT
The main product from fermentation of sugars by Zymomonas mobilis is ethanol when glucose
and fructose are used as carbon sources. However, when sucrose is used in the fermentation
medium, ethanol yield decreases due to the formation of by-products such as levan, sorbitol,
acetaldehyde, acetic acid, small amounts of some superior alcohols and phenol. The use of agro
industrial by products, such as sugarcane juice and molasses, is an alternative to reduce the final
cost of fermentation products due to the constant availability and to the chemical composition of
these by substrates. This study had the aim of using alternative substrates and of optimizing
fermentation conditions for the production of ethanol, levan and sorbitol by Zymomonas mobilis
CCT 4494. The effect of variation of substrate and mineral salts added to the production media
(synthetic, sugarcane juice and molasses) was also considered. To obtain the fermentation
products, response surface methodology was employed, following a 2’7 factorial planning,
according to the model proposed by Box and Hunter, where the independent variables studied
were: initial medium pH, incubation temperature, substrate concentration and effect of the
addition of KCl, K,SO4, MgSO,, CaCl,. During the fermentations, it was noted that the bacteria
Zymomonas mobilis CCT 4494 well adapted in the media containing high concentrations of
sucrose and tolerated pH and temperature variations. The increase of carbon source
concentration favored the formation of levan and ethanol, however, there was no sorbitol
production. The synthetic medium offered higher levan and ethanol yield, whereas alternative
media sugarcane juice and molasses, favored cellular growth. Among the independent variables
analyzed with the best medium (synthetic) for biosynthesis of the biopolymer and ethanol, the
ones that significantly (p<0.05) affected were KCIl, K,SO,;, CaCl, and sucrose. Initial
fermentation medium pH was the variable that presented the highest significant (p<0.05)
influence on the development of Zymomonas mobilis CCT 4494. According to the mathematical
model, the results obtained with Zymomonas mobilis CCT 4494 showed that the low p value

found for the intercepts levan (Y;) and ethanol (Y>) indicated that the levels were well chosen and
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that the regression coefficients of the equation described above 80% the experiment, in both

cases. The good performance of the model used could also be confirmed by not having a

significant regression deviation (p>0.05), for Y; as well as for Y>.

Keywords: levan, ethanol, sorbitol, Zymomonas mobilis, response surface methodology,

fermentation.
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utilizando o meio sintético fermentado por Zymomonas mobilis CCT
4494,

Cromatograma de Compostos Organicos Voléteis (COVs) e etanol,
utilizando o meio caldo de cana-de-agcicar fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494.

(a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao
redor da concentracdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agucar -
HTM (g/L) e temperatura de incubacgdo (°C) (Levana (mg/mL) = -
0,8276+0,017*x+0,0084*y); (b) Superficie de resposta para
producdo de levana (mg/mL) ao redor da concentracdo Gtima de
CaCl, (g/L) e temperatura de incubagdo (°C) (Levana (mg/mL) =
0,3308+0,017#x+0,0179%*y).

a) Superficie de resposta para levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de KCI (g/L) e temperatura de incubagdo (°C)
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Figura 5.26

Figura 5.27

Figura 5.28

Figura 5.29

Figura 5.30

Figura 5.31

Figura 5.32

Figura 5.33

(Levana (mg/mL) = 0,3308+0,017*x+0,0179*y); b) Superficie de
resposta para levana (mg/mL) ao redor da concentragdo 6tima de
CaCl, (g/L) e pH do meio de fermentacdo (Levana (mg/mL) =
0,7564+0,0141%x+0,0179%y).

Superficie de resposta para producgdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melago de cana-de-aguicar (g/L) e
CaCl, (g/L) (Levana (mg/mL) = 0,0016+0,0272*x+0,0023*y).

(a) Superficie de resposta para produgcdo de levana (mg/mL) ao
redor da concentracido 6tima de TST do melago de cana-de-agucar -
HTM (g/L) e pH do meio de fermentacdo (Levana (mg/mL) = -
0,402+0,0141*x+0,0084*y); (b) Superficie de resposta para
producdo de levana (mg/mL) ao redor da concentragdo Otima de
TST do melago de cana-de-agicar (g/L) e pH do meio de
fermentacdo (equacgdo: Levana = 0,0039+0,0269*x+0,0023*y).

Superficie de resposta para producio de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo Otima de TST do melaco de cana-de-acicar - HTM
(g/lL) e temperatura (°C) (Etanol (mg/mL) = 0,1403-
0,0033*x+0,0002*y).

Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo Otima de TST do melago de cana-de-aguicar (g/L) e
temperatura (C°) (Etanol (mg/mL) = 0,0466-0,0011*x+7,2812*y).

Cromatograma de Compostos Organicos Voléteis (COVs) e etanol,
utilizando o meio melagco de cana-de-agcicar de alta qualidade
fermentado por Zymomonas mobilis CCT 4494.

(a) Superficie de resposta para producido de biomassa (mg/mL) ao
redor da concentracdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agtcar -
HTM (g/L) e pH do meio de fermentagcdo (Biomassa (mg/mL) = -
1,1243+0,5625*x+0,0018*y); (b) Superficie de resposta para
producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentragdo 6tima de
TST do melago de cana-de-acicar (g/L) e pH do meio de
fermentacdo (Biomassa (mg/mL) = -1,0598+0,5214*x+0,002*y).

(a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao
redor da concentragdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agtcar -
HTM (g/L) e temperatura (°C) (Biomassa (mg/mL) =
0,162+0,0696*x+0,0018*y); (b) Superficie de resposta para
producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentragdo 6tima de
TST do melaco de cana-de-acticar (g/L) e temperatura (°C)
(Biomassa (mg/mL) = 0,1027+0,0655*x+0,002*y).

Superficie de resposta para produgdo de biomassa (mg/mL) ao redor
da concentragcdo 6tima de TST do melago de cana-de-agicar - HTM
(g/L) e KCI (g/L) (Biomassa (mg/mL) = Biomassa (mg/mL) =
1,6768+0,0499*x+0,0018*y).
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Figura 5.34

Figura 1.A

Figura 1.B

Figura 1.C

Figura 1.D

(a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao
redor da concentragdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agicar
(g/L) e CaCl, (g/L) (Biomassa (mg/mL) =
2,043+0,0346*x+0,0018*y); (b) Superficie de resposta para
producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentra¢do 6tima de
TST do melaco de cana-de-aguicar (g/L) e MgSO,4 (g/L) (Biomassa
(mg/mL) = 2,5945-0,0275*x+0,0018*y).

Curva de calibragdo da concentragdo celular obtida a partir de
suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494, utilizando meio
sintético acrescido de 20,0 g/L de sacarose inicial apds fermentacio
a 30° e 200 rpm, por 24 horas.

Curva de calibrac@o obtida a partir de diferentes concentracdes de
frutose (g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944).

Curva de calibrac@o obtida a partir de diferentes concentracdes de
glicose (g/L) pelo método Dubois e colaboradores (1956).

Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentragdes de
glicose (umol/mL) pelo método Glicose-Oxidase-Peroxidase.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A crise do petréleo de 1973 gerou grande interesse na busca de recursos energéticos
renovdveis, assim como em encontrar fontes de recursos orginicos capazes de substituir os atuais
produtos petroquimicos. Desta forma, por um lado realizaram-se esfor¢os para melhorar a
rentabilidade dos processos de obtencdo de biodlcool, e por outro se tratou de substituir os
processos do tipo quimico por outros do tipo bioldgico.

Devido a queda no preco do petréleo, no inicio da década de 80, estes estudos perderam
impulso durante certo tempo; contudo, a consciéncia de que os combustiveis fésseis vao se
esgotar e que € necessdrio utilizar tecnologias menos contaminantes, tem feito renascer o
interesse nestes processos bioldgicos.

Na fermentacdo alcodlica, as leveduras sdo os microrganismos comumente utilizados em
nivel industrial. Contudo, nos dltimos 15 anos, a bactéria Zymomonas mobilis vem despertando
muito interesse pelo seu potencial na producdo de etanol, produzindo cerca de 1,9 mol de etanol
por mol de glicose e com velocidade trés a quatro vezes maior que Saccharomyces cereviseae.
Apesar das vantagens apresentadas por Zymomonas mobilis perante as leveduras (fermentacdes
mais rdpidas com maior rendimento em etanol; condi¢des de crescimento mais simples; maior
taxa especifica de produgdo de élcool e consumo de substrato; maior tolerancia a elevadas
temperaturas, concentracdo de acucar e etanol) o rendimento fermentativo diminui quando se
utiliza sacarose como carboidrato para a fermentacgdo. Isto é devido, segundo alguns autores, a
formacdo de subprodutos como levana e sorbitol.

Nem sempre tém sido consideradas as condicdes de cultivo e os processos fermentativos
para determinar os pardmetros que um determinado microrganismo necessita para uma Otima
sintese dos produtos de fermentacdo. Na literatura, quando disponiveis, os dados publicados
demonstram que a temperatura e o pH ideais usados para a fermentacdo com Zymomonas mobilis

dependerdo do que se deseja maximizar no final do processo.



As influéncias do pH, da temperatura e a composicio do meio de fermentagdo com
Zymomonas mobilis sao pesquisadas com o objetivo de aumentar a producdo de etanol e reduzir
a formacgdo de subprodutos, porém sdo raros os trabalhos existentes que visam melhorar o
desempenho da bactéria para a produgdo destes mesmos subprodutos.

Os substratos utilizados na fermentagdo alcodlica sdo caros, o que inviabiliza o custo do
produto final. Isto poderia ser melhorado com a utilizacdo de matérias primas regionais e destas
o aproveitamento do caldo de cana e de melacos de cana-de-agticar, como substratos no processo
biotecnolégico, é uma alternativa atrativa e promissora.

A presente proposta buscou otimizar as condi¢des de fermentacdo utilizando substratos
alternativos para a producdo de etanol, levana e sorbitol, por Zymomonas mobilis CCT 4494,
considerando o efeito da variacdo de diferentes concentra¢des de sacarose e de sais minerais, as
quais serdo adicionadas nos meios de producdo, bem como a influéncia da temperatura de
incubacdo e do pH inicial. Além disso, foi determinada a atividade da enzima levanasacarase “in
vitro” no caldo de fermentacdo para, posteriormente, realizar as fermentacdes, a partir do caldo
enzimdtico obtido nos melhores pardmetros de fermentagdo realizados com Zymomonas mobilis

CCT 4494 e comparar os rendimentos de levana obtidos em ambos os casos.



2 OBJETIVOS
2.1 GERAL
Estudar alguns parametros de fermentagcdo para a produgdo de etanol, levana e sorbitol

pelo microrganismo Zymomonas mobilis CCT 4494.

2.2 ESPECIFICOS

= Estudar a producdo de etanol, levana e sorbitol pelo microrganismo Zymomonas
mobilis CCT 4494, utilizando meio sintético, caldo de cana e melacos de cana-de-
acucar;

= Aplicar a metodologia de superficie de resposta (MSR) para estudar o efeito das
varidveis independentes como pH do meio de cultivo, temperatura de incubacio,
concentracdo do substrato e de KCI, K,SO,, MgSO,, CaCl, para obtencdo dos
produtos de fermentagdo;

= Determinar a atividade da enzima levanasacarase “in vitro” no caldo de fermentacio
obtido nos melhores parametros de fermentacdo com Zymomonas mobilis CCT 4494;

= Utilizar o extrato enzimdtico bruto nos melhores pardmetros de fermentacdo obtidos
para Zymomonas mobilis CCT 4494 e comparar os rendimentos de levana em ambos

OS casos.



3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 A BACTERIA Zymomonas mobilis

3.1.1 Caracteristicas fisiologicas do microrganismo

A bactéria Zymomonas mobilis ¢ Gram-negativa, ndo esporulante e mdvel, anaerébia
facultativa. Morfologicamente, apresenta-se na forma de bastonete curto, medindo de 2,0 a 6,0
pum de comprimento e 1,0 a 1,4 um de largura. Quando apresenta mobilidade, possui de um a
quatro flagelos polares (FALCAO DE MORAIS, 1983). Sdo encontradas geralmente em pares,
embora também aparecam isoladas.

Em meios com altas concentracdes de agticar (melago com mais de 15° Brix), estas
bactérias ocorrem como longos filamentos de extremidades dilatadas. Em meio sélido a base de
glicose, as colonias apresentam-se lenticulares de bordas regulares, de coloragdo branca ou
creme e com 1,0 a 2,0 mm de didmetro apds 2 dias de incubagdo a 30°C (SWINGS; DE LEY,
1977).

As condig¢des ideais para o crescimento desta bactéria sdo intervalos de temperatura de 30
a 36°C e intervalos de pH entre 5 e 7. Cultivadas em meio complexo, podem converter 98% da
glicose presente em etanol, CO,, lactato e outros, seguindo balango metabdlico simples. Apenas
2% da glicose sdo utilizados para formar biomassa. As Tabelas 3.1 e 3.2 mostram a porcentagem
de crescimento de linhagens de Zymomonas mobilis em diferentes valores de pH e temperatura

de incubagdo, respectivamente (SWINGS; DE LEY, 1977).



Tabela 3.1 Porcentagem de crescimento de linhagens de Zymomonas mobilis em diferentes
valores de pH.

pH inicial % de crescimento

de linhagens

3,05 0

3,5 43

3,7 71

3,85 90

4,5 100

5,7 87

8,0 0

Fonte: Swings e De Ley (1977).

Tabela 3.2 Porcentagem de crescimento de linhagens de Zymomonas mobilis em diferentes
valores de temperatura de incubacdo (°C).

Temperatura de % de crescimento de
Incubagio (°C) linhagens
30 100
34 97
36 97
38 74
40 5

Fonte: Swings e De Ley (1977).

Acucares fermentdveis, como glicose, frutose e, em alguns casos, sacarose, siao
indispensdveis na composicdo do meio de cultura de Zymomonas mobilis. Esta, fermenta glicose
e frutose gerando quantidades praticamente equimolares de etanol e CO,, formando coldnias de
coloracdo branca ou creme.

Na hidrélise da sacarose, ou de misturas de glicose e frutose, os subprodutos da formagao
de etanol sdo a levana e o sorbitol. A frutose, formada da hidrélise da sacarose, ndo €
primariamente transportada para o interior das células, mas sim utilizada na formacao de levana
e frutooligdbmeros pela acdo da enzima levanasacarase (LOOS et al., 1994).

A maioria das cepas requer dcido pantoténico, biotina e, ocasionalmente, alguns outros
fatores de crescimento como vitamina B,, riboflavina, tiamina, dcido lipdico e 4cido félico.
Além disso, altas quantidades de extrato de levedura aumentam a producdo de células, mas nao

necessariamente a produtividade de etanol, levana ou sorbitol (CROMIE; DOELLE, 1980).



Belaich e Senez (1965) estudaram o efeito de pantotenato no crescimento de Zymomonas
mobilis e observaram que a limitacdo desta substincia resulta na reducdo da velocidade
especifica de crescimento da bactéria. Os autores citam que o pantotenato € uma vitamina
essencial a producdo de etanol porque a bactéria ndo a sintetiza, mas necessita desta substancia
para produzir compostos organicos essenciais para o crescimento celular, produzindo,
conseqiientemente, etanol.

Possuem rotas catabdlicas comparativamente simples e ndo tem a variedade de
alternativas metabdlicas encontradas em outros microrganismos. De forma a gerar energia
suficiente para o crescimento, Zymomonas mobilis deve catabolizar substratos com altas taxas
especificas de carbono, resultando em baixos rendimentos de biomassa, pois a maior parte deste
substrato € incorporado no catabolismo do produto final, o etanol (TOMA et al., 2003).

O metabolismo de agucares de Zymomonas mobilis, ilustrado na Figura 3.1, aparece
como uma “via metabdlica” com algumas ramificagdes. A sacarose é metabolizada a glicose e
frutose pela acdo das enzimas invertase (INV B) e levanasacarase (LEV U). As duas hexoses
entram na célula via sistema de difusdo facilitada (GLF) ou sdo convertidas pela GFOR (glicose-
frutose oxirredutase), uma enzima contendo NADP (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-
fosfato) que existe na bactéria Zymomonas mobilis. A enzima GFOR, que estd localizada no
periplasma, oxida glicose a gliconolactona e reduz frutose a sorbitol. Gliconolactona é, entio,
convertida pela gliconolactonase (GL), outra enzima periplasmética, em 4cido gliconico
(gliconato). Ambas as enzimas (GL e GFOR) sdo os principais constituintes do periplasma,
formando aproximadamente 20 a 30% das proteinas deste compartimento. O 4cido gliconico é
consumido pelas células e pode ser completamente degradado (como um co-substrato) a etanol e
dcido acético. O sorbitol € produzido para neutralizar o efeito prejudicial de estresse osmético

(SPRENGER, 1996).
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Figura 3.1 Metabolismo dos carboidratos em Zymomonas mobilis. Fonte: Sprenger (1996).



Segundo Doelle e colaboradores (1993), Zymomonas mobilis € uma bactéria tnica dentro
do mundo microbiano, com crescimento, produgdo de energia e resposta as condi¢des de cultura
extremamente peculiares, causando grande interesse no mundo cientifico, biotecnoldgico e
industrial. Os autores afirmam que a habilidade da bactéria em acoplar e desacoplar a produgido
de energia a favor da formacdo do produto, responder a manipulacdo fisica e quimica do

ambiente, bem como sua limitada formagdo de produtos, a torna um microrganismo ideal para o

estudo e desenvolvimento de processos microbianos.

3.2 PRODUTOS PRODUZIDOS POR Zymomonas mobilis

3.2.1 Etanol

O Brasil foi o primeiro pais a adotar a bioenergia em larga escala com a implanta¢do do
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), pelo decreto n® 76.593 do Governo Federal, em
14 de novembro de 1975. Este programa trouxe diversos beneficios como o desenvolvimento
rural e a criagdo de um combustivel que colabora com a reducao da polui¢do ambiental.

Quanto ao petréleo, devido a grande instabilidade dos precos e fornecimento, em virtude
de forte dependéncia geopolitica, muitos paises estdo considerando razodvel, e necessdrio, a
curto e médio prazo, um constante investimento no estudo de formas, economicamente viaveis,
de obtenc¢do de fontes renovdveis de energia, com grande destaque para a produgdo de etanol.

O processo da fermentagdo alcodlica caracteriza-se como uma via catabdlica na qual ha a
degradagdo de moléculas de acticar (glicose ou frutose) no interior da célula de microrganismos
(leveduras ou bactérias) até a formagdo de etanol e CO,, havendo liberagdo de energia quimica e
térmica. A glicdlise € a via central do catabolismo da glicose, sendo que o piruvato € o produto
final desse processo, o qual pode seguir diferentes vias metabdlicas: fermentacao alcodlica; latica

a e respiracao no ciclo de Krebs e cadeia respiratéria (Figura 3.2).



Glicose

Glicdlise
(10 reagdes sucessivas)

2 Piruvato

Condigdes Condicdes
anaerébias anaerébias
0,
Condicdes
aerdbias
2 Etanol + 2 CO, CO, 2 Lactato
Fermentacdo alcodlica v Fermentacdo litica

2 Acetil-CoA

O, Ciclo do acido citrico

4 CO; + H,O

Figura 3.2 Catabolismo da glicose. Fonte: Lehniger (2002).

Na fermentacdo alcodlica, o piruvato € descarboxilado, formando acetaldeido e,
posteriormente, reduzido a etanol. A equacdo da fermentacio alcodlica apresenta-se da seguinte

maneira:

CeH1206 +2 Pi + 2ADP — 2C,Hs0H + 2CO, + 2ATP + 2H,0

Cerca de 500 espécies de leveduras sdo conhecidas pelo homem e, dentre elas, destacam-
se, como produtoras de etanol, espécies do género Saccharomyces, Schizosaccharamyces, Pichia
e outras. A espécie mais importante de levedura alcodlica é a Saccharomyces cerevisiae, que
possui largo espectro de utilizacdo, sendo empregada na producdo de paes, bebidas alcodlicas,
etanol e muitos outros produtos.

Embora os agentes de fermentagdo alcodlica mais utilizados sejam as leveduras,
principalmente as do género Saccharomyces, existem estudos para selecionar outros

microrganismos capazes de desdobrar carboidratos na producdo de dlcool.
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As bactérias produtoras de etanol da espécie Zymomonas mobilis apresentam atributos
tecnolégicos que potencializam o seu emprego na fermentacdo alcodlica em escala industrial
pois, possuem habilidades promissoras de transformar agicares em etanol e gds carbdnico em
condi¢des compardveis aquelas exigidas pelas leveduras. Possuem produtividade em etanol a
partir de glicose acima de 97% do valor teérico médximo (SPRENGER, 1996).

Gibbs e DeMoss (1954) demonstraram que essa bactéria utiliza, para o catabolismo
anaerdbio desses carboidratos, uma modifica¢do da via de Entner-Duodoroff, podendo produzir
mais do 1,9 mol de etanol por mol de glicose fermentada e pequena quantidade de lactato, de

acordo com a seguinte reacao:

1 glicose —» 1,93 etanol + 1,8 CO, + 0,053 lactato

As condi¢Oes simples para seu crescimento, a alta tolerdncia ao agucar e a resisténcia a
altas concentracdes de etanol tornaria o microrganismo um sério concorrente para as tradicionais
leveduras, ndo fosse a pequena faixa de tipos de substrato, apesar de sua alta capacidade
fermentativa.

Em 1984, Rogers e colaboradores fizeram estudos comparativos entre a bactéria
Zymomonas mobilis e a levedura Saccharomyces carlsbergensis em relacdo a producdo de
etanol. Nestes estudos, os autores observaram uma série de vantagens na fermentagdo com
Zymomonas em relacdo a levedura. Esta bactéria apresenta aproximadamente o dobro de
velocidade de crescimento, produz etanol numa velocidade seis a sete vezes maior e o fator de
conversdao de glicose em etanol é 5% maior. Além disso, Zymomonas mobilis ndo requer
controle adicional de oxigénio para manter sua viabilidade em altas concentracdes de células
(ROGERS et al., 1980).

A capacidade de crescer rapidamente na auséncia de oxigénio sugere seu uso em

processos de fermentacdo continuo para a producio comercial de etanol. Maiores detalhes desses
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resultados podem ser observados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Estudo comparativo entre a bactéria Zymomonas mobilis e a levedura Saccharomyces
carlsbergensis utilizando meio de cultura com concentracio inicial de glicose de
100,0 g/L. com relagdo a produgao de etanol.

Zymomonas mobilis Saccharomyces carlsbergensis
Tempo de processo (h) 2,51 5,64
up (h™) 5,44 0,82
Yx/s 0,028 0,043
Yopss 0,465 0,460

Velocidade especifica de producio de etanol (u,), fator de conversio de glicose em células (Y,s) € em etanol
(Y,s). Fonte: Rogers e colaboradores (1984).

Segundo Lyness e Doelle (1980), a fermentagdo quase quantitativa de glicose, frutose ou
sacarose a etanol e diéxido de carbono é considerada uma caracteristica importante do género
Zymomonas. Quando glicose e frutose sao utilizadas como fonte de carbono, é obtido rendimento
superior a 95% em relacdo ao rendimento tedrico, pois a fermentacdo produz quase
exclusivamente etanol e CO,. Quando sacarose, um substrato industrialmente disponivel e de
baixo custo, € utilizado, o rendimento de etanol representa 75-80% do valor tedrico, devido a

formagdo de subprodutos como levana e sorbitol.

3.2.1.1 Tecnologia da producio de etanol por Zymomonas mobilis

Em vdérios paises tém sido realizados estudos de fermentacdo que incluem o uso de
bactérias em vez de leveduras para reduzir o tempo de fermentacdo. No Brasil, toda a producdo
industrial de alcool é realizada utilizando leveduras, como microrganismo da fermentagdo, e
pouco se conhece de outros microrganismos que produzam é&lcool em nivel industrial. Em
virtude da situacdo de destaque em que se encontra o Brasil, em nivel mundial no setor
energético, algumas instituicdes vém selecionando microrganismos mais eficientes no processo
de producio de dlcool.

Virios autores consideram ser Zymomonas mobilis um excelente produtor de etanol, uma

vez que apresenta ciclo de fermentagdo rdpida e com elevada eficiéncia; tolerancia a elevadas



12

concentracdes de glicose, de sacarose e de etanol; suporta pH entre 2,5 e 7,5 e apresenta bom
rendimento em etanol. Esta producdo de etanol é favorecida numa faixa de pH entre 4,5 e 7,0,
pois o pH ideal para o crescimento da bactéria varia de acordo com a cepa utilizada (SWINGS;
DE LEY, 1977;VIIKARI; GISLER, 1986; CALAZANS et al., 1989).

A temperatura 6tima em meios contendo sacarose como fonte de carbono é de 35°C,
porém, a 38°C ocorre diminui¢cdo de cerca de 26% do crescimento e em temperaturas proximas
de 40°C o crescimento € raro, dificultado ou inibindo a producdo de etanol (LEE et al., 1989).

Em 1979, Rogers e colaboradores estudaram a cinética de producdo de etanol por
Zymomonas mobilis ATCC 10988 e Saccharomyces carlsbergensis (uvarum), em altas
concentracdes de acucar, e observaram que ambos 0s microrganismos fermentaram
completamente 250,0 g/L de glicose, com concentracdo final de etanol superior a 100,0 g/L, em
30 a 40 horas de fermentacdo. Além disso, a concentracdo de biomassa de Zymomonas mobilis
foi consideravelmente menor que a massa obtida pela levedura, indicando maior velocidade
especifica de consumo de agicar e de producio de etanol para Zymomonas.

Lee e colaboradores (1989) verificaram o comportamento de duas diferentes cepas de
Zymomonas mobilis (ZM1 e ZM4) com relagdo a sensibilidade a temperatura de 25 a 40°C e
observaram que, em temperaturas mais altas, os rendimentos da biomassa e de etanol
decresciam. Porém, as velocidades especificas de crescimento, de consumo de substrato e de
formac@o de produtos ndo foram afetadas pela temperatura na faixa de pH estudada.

Torres e Baratti (1987) estudou a influéncia do volume de inéculo, da concentragdo
inicial de glicose e sacarose, do pH inicial e da temperatura, sobre a fermentagdo etandlica e a
produgdo de levana em processo batelada, por Zymomonas mobilis (cepa ZAP). A andlise dos
resultados demonstrou que o aumento do volume de indculo em meio de glicose provocou
elevacdo do teor de etanol formado, sem diminuir significativamente o tempo de fermentacio,
escolhendo-se o indculo de 10% (v/v) como o mais apropriado. A concentracdo de glicose

superior a 150,0 g/L. provocou inibi¢do do crescimento. A temperatura "6tima" para a producao
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em meio de glicose situou-se a 35°C e que o aumento da temperatura, a partir de 35°C,
ocasionou diminui¢do da fase "lag". No meio de sacarose suplementado com (NH4),SO., a
producgdo de etanol foi inferior aquela apresentada em meio semelhante tendo uréia como fonte
de nitrogénio. Em meios de sacarose, além de levana, formou-se algum outro subproduto que
justifique os baixos valores de eficiéncia bioquimica apresentados.

Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) produziram etanol com cepas de Zymomonas
mobilis B4286 e dois mutantes (ZML1 e ZML?2), obtidos através do tratamento com NTG (N-
metil N’nitroso guanidina). A producdo méaxima de etanol foi de 55,1; 41,0 e 44,2 g/L,
respectivamente, em 24 horas de fermentacdo a 30°C, com concentracdo de sacarose de 150,0
g/L. Os autores observaram que os mutantes ZML1 e ZML2 possuiram taxas de producgao de
etanol significativamente menores que a cepa natural. Nas Tabelas 3.4 e 3.5, pode ser observado
o efeito da concentracdo inicial de actcar e do pH sobre os alguns pardmetros de fermentacio
para a producdo de etanol, por 4 linhagens de Zymomonas mobilis (ATCC 10988, ATCC 12526,
NRRL B 4286 e IFO 13756).

Os principais resultados em regime descontinuo encontrados na literatura, utilizando
glicose como fonte de carbono, demonstram que neste tipo de processo, apesar da inibicdo
causada pela concentragdo de substrato, altas concentracdes de etanol podem ser obtidas.
Segundo Rogers e colaboradores (1982), o rendimento em etanol normalmente é maior que 95%,
o fator de conversio de glicose em biomassa varia de 0,015 a 0,050, dependendo da

concentracdo inicial de substrato e a produtividade em torno de 5,0 a 7,0 g/L.h.
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Tabela 3.4 Efeito do pH inicial sobre a producdo de etanol por vdrias linhagens de

Zymomonas mobilis.

Linhagens
pH Parametros fermentativos ATCC  ATCC NRRLB [IFO
10988 12526 4286 13756
P 2,7 2,2 4,0 3,5
Su 74,4 68,1 85,6 75,0
4,0 g/gs 0,18 0,16 0,23 0,23
E 26,37 21,48 39,06 34,18
P 2,9 3,2 4,2 4.4
Su ND ND 87,5 81,3
5,0 g/gs ND ND 0,24 0,27
E 28,32 31,25 41,02 42,97
P 3,9 4,0 4,3 4,7
Su 80,6 81,2 87,5 88,1
6,0 g/gs 0,24 0,25 0,25 0,27
E 38,09 39,06 41,99 45,9
P 6,6 6,3 5,2 6,4
Su 82,77 79,0 88,1 92,5
7,0 g/gs 0,40 0,40 0,30 0,35
E 64,45 64,51 50,29 62,5

P - produtividade de dlcool % (v/v); Su — substrato utilizado % (v/v); g/gs — gramas de dlcool
produzido/ g de substrato utilizado; E — porcentagem tedrica de rendimento; ND — ndo

determinado. Fonte: Gunasekaran e colaboradores (1986).

Tabela 3.5 Efeito da concentracdo inicial de aciicar sobre a producdo de etanol por vérias
linhagens de Zymomonas mobilis.

Actcar Linhagens
Inicial Parametros fermentativos  ATCC ATCC NRRL B IFO
(% viIv) 10988 12526 4286 13756
P 6,6 6,3 5,1 6,1
Su 82,77 79,0 88,0 93,3
15 g/gs 0,43 0,44 0,31 0,33
E 68,75 65,63 53,13 63,54
P 5,9 6,1 10,15 8,85
Su 73,0 75,0 89,0 91,0
20 g/gs 0,32 0,33 0,46 0,39
E 46,09 47,65 79,29 69,14
P 5,2 5,5 7,9 7,2
Su 76,0 78,0 84,8 75,6
25 g/gs 0,22 0,23 0,30 0,30
E 32,05 34,38 49,38 45,0

P - produtividade de dlcool % (v/v); Su — substrato utilizado % (v/v); g/gs — gramas de dlcool
produzido/ g de substrato utilizado; E — porcentagem tedrica de rendimento. Fonte:
Gunasekaran e colaboradores (1986).
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Wisbeck e colaboradores (1997), em trabalhos feitos com diferentes linhagens de
Zymomonas mobilis, relataram rendimentos em etanol superiores a 90%. Estes autores
descreveram, entretanto, que altas concentracdes iniciais de glicose, em processo em batelada,
levaram a significativa reducdo da produtividade devido a inibicdo pelo substrato. Elzinger
(1996) mostrou que este problema pode ser contornado pelo uso de fermentacdo em regime
descontinuo alimentado.

Estudos conduzidos usando duas técnicas para o processo continuo: o reciclo de células
(LAWFORD; ROUSSEAU, 2003) e o uso de células imobilizadas (AMIN; ALLAH, 1992)
apresentaram excelentes resultados em laboratdrio, mas o custo é excessivamente elevado para o
uso em processos industriais. Lawford e Rosseau (2003) demonstraram que, em cultivo continuo
de Zymomonas mobilis linhagem ATCC 39676, a medida que os valores de velocidade de
duplicacdo foram elevados de 0,05 a 0,20 h™', as concentra¢des de biomassa e etanol também
aumentaram.

Hermans (1992) trabalhou com fermentagdo em regime continuo com a linhagem
Zymomonas mobilis ATCC 29191 e utilizou diferentes concentragdes de glicose (150,0 170,0 e
200,0 g/L). A partir dos resultados, obteve produtividade média de 4,0 g/L.h, com rendimentos
em torno de 98% e velocidade especifica de produgdo de etanol de aproximadamente 1,1 h.

Costa e colaboradores (2001) estudaram a fermentacdo continua por Zymomonas
mobilis ATCC 29191 em concentragdes elevadas de sacarose, e concluiram que a melhor
condi¢do para fermentacdo de sacarose a 10% (p/v) mostrou ser na taxa de dilui¢do de 0,21 h'.
Entretanto, para a fermentagdo de sacarose a 20% (p/v), mesmo em taxa de dilui¢do baixa, a
cultura mostrou um periodo prolongado de oscilagdes, indicando dificuldade, sendo
impossibilidade, em atingir o estado estaciondrio.

O uso de diversas matérias-primas tem sido pesquisado para a producdo de etanol.
Millichip e Doelle (1989) utilizaram sorgo moido a seco como substrato para Zymomonas

produzir dlcool em larga escala (586.000 litros) e obtiveram 13% (v/v) de etanol. Além do sorgo,
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o milho e outras matérias-primas amildceas foram testadas por Doelle e colaboradores (1989)
para a fermentagdo em escala industrial (64.000 litros) de Zymomonas mobilis.

Segundo Ingram e Buttke (1984), em Biohol, no Canad4, existe em funcionamento uma
planta piloto para a producdo de etanol utilizando serragem hidrolisada por via 4cida e
fermentacdo por Zymomonas mobilis. No Japdo, Austrdlia e Nova Zelandia existem vdrias
plantas-piloto operando em sistema continuo utilizando diferentes linhagens de Zymomonas para
a producdo de etanol. Segundo esses autores, este microrganismo pode ser especialmente ttil em
paises como o Brasil e a India, levando em consideracdo a caracteristica termotolerante de

Zymomonas mobilis.

3.2.2 Levana

A obtencao de biopolimeros para o consumo humano é uma tarefa mais complexa do que
sua utilizacdo em outros produtos, uma vez que estes devem ser considerados absolutamente
seguros do ponto de vista alimentar e, portanto, satisfazer aos severos cddigos e legislacdes
alimentares em vigor. Uma amostra disso é que, apesar da pesquisa em biopolimeros ter sido
iniciada ha mais de trés décadas, até 1999 apenas trés biopolimeros tinham sido aprovados para
uso alimentar nos EUA: xantana, gelana e curdlana (SUTHERLAND, 1999).

Além desses polissacarideos, a levana tem despertado grande interesse devido as suas
aplicacdes em diversas dreas de saide e de alimentacdo humana. O termo “levana” refere-se a
um polimero de frutose sintetizado através de reagdes de transfructosilacdo por muitas espécies
de bactérias. Inicialmente foi considerado um subproduto da fermentagdo alcodlica durante a
produgdo de etanol, pois aumentava a viscosidade de xaropes de cana-de-agucar, dificultando a

obtencao do dlcool (CHUN; ROGERS, 1998).

Segundo Swings e De Ley (1977), a levana é produzida por bactérias a partir da sacarose
e ndo da glicose, frutose ou misturas de ambas. Sendo um anidrofructosilfructosideo solivel em

dgua, a levana pode também ser chamada de polifrutana ou frutana pelo fato de estar constituida,



17

basicamente, de moléculas de frutose com uma tnica glicose no grupo inicial da sacarose. As
unidades de D-fructofuranosil sdao associadas por pontes (2 —»6), com ramificacdo (2 —»1) a
cada nove unidades, podendo ser de alto ou baixo peso molecular, dependendo da fonte de
carbono utilizada na fermentacgfo e sua estrutura pode ser observada na Figura 3.3. Além disso, a
levana é facilmente produzida por diferentes linhagens de bactérias conforme especificados na

Tabela 3.6 (DAWES et al.,1966; GARCIA-CRUZ, 1997, ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

Figura 3.3 Estrutura f (2 —» 6) da ramificagao principal da levana.

Na inddstria de alimentos, a levana tem varios usos potenciais: agente espessante, fixador
de cores e sabores e em produtos dietéticos. Estas aplica¢des valem-se claramente das qualidades
funcionais do polissacarideo pois, devido as suas propriedades reolégicas e capacidade de
formacdo de gel, pode ser incorporado as formulacdes de produtos alimenticios. O interesse pelo
estudo do melhor aproveitamento da levana possibilitard que lhe sejam atribuidas novas e
importantes aplicacdes (TANO; BUZATO, 2003).

Segundo Leibovici e colaboradores (1979), € possivel o uso de levana em medicina como
componente funcional dotado de atividade biolégica para o funcionamento adequado do
organismo humano. A literatura relata usos praticos de levana para varios propdsitos, por
exemplo, como complexo biologicamente ativo, substituto de plasma sanguineo

(THACHENKO; SEVRYUGINA, 1989), agente prolongador da acdo de farmacos, preparacio
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de frutose altamente purificada para uso médico, fator de promog¢ao do desenvolvimento de
Bifidus, agente hipocolesterolémico (LIEPA et al, 1993) e como imunomodulador e

anticarcinogénico (CALAZANS et al., 1997).

Tabela 3.6 Microrganismos produtores de levana.

Microrganismos produtores de levana Pesquisadores

Acetobacter suboxydans
Acetobacter diazotrophicus

Bacillus mesentericus

Bacillus polymyxa
Bacillus subtilis
Erwinia herbicola
Mycabaterium sp.

Pseudomonas syringae; Pseudomonas
lindneri

Serratia sp.

Streptococcus salivarius

Zymomonas mobilis

Thachenko e Sevryugina (1989)
Hernandez e colaboradores (1995)

Dedonder e Noblesse (1953); Dedonder (1966);
Euzenat e colaboradores (1997)

Tkachenko e Sevryugina (1989); Han e Clarke (1990)
Dedonder (1966); Chambert e colaboradores (1974)
Keith e colaboradores (1991)

Cha e colaboradores (2001)

Hettwer e colaboradores (1995); Gibbs e Demoss
(1954)

Kojima e colaboradores (1993)

Lyness e Doelle (1983); Han e Watson (1992)

Dawes e colaboradores (1966); Lyness e Doelle (1983);
Reiss e Hartmeier (1990);Coté e Ahlgren (1993)

Fonte: Ernandes e Garcia-Cruz (2005). Adaptada.

Hettwer e colaboradores (1995) relataram que Zymomonas mobilis possui trés enzimas
distintas: a sacarase intracelular (SacA), a levanasacarase extracelular (SacB) e a sacarase
extracelular (SacC). A fun¢do da SacA nao é bem conhecida; a SacC € responsével pela hidrélise
da sacarose e a SacB, também conhecida como levanasacarase, tem a fungdo de converter a
sacarose em frutanas com pontes £ (2 —6), pois transfere o radical fructosil da sacarose para o
C-6 da frutose no terminal ndo redutor, formando a cadeia da levana. A levanasacarase pode ser

produzida por diversas espécies de bactérias como Pseudomonas ssp, Acetobacter aceti,
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Aerobacter levanicum, Bacillus natto’s e Bacillus polymyxa (KOJIMA et al., 1993), sendo
Bacillus subtilis e Zymomonas mobilis as mais estudadas devido a grande capacidade de
producio de levana (COTE; AHLGREN, 1993).

Hernandez e colaboradores (1995) observaram que a atividade da levanasacarase estd
envolvida em processos variados, como sobrevivéncia de bactérias no solo (Bacillus subtilis),
fitopatog€neses (Erwinia e Pseudomonas ssp) ou simbiose de plantas interagindo com bactérias
(Bacillus polymyxa).

Segundo Ammar e colaboradores (2002), a enzima fructosiltransferase ou levanasacarase

(2,6-p-D-frutana-6-f-D-fructosiltransferase, E.C. 2.4.1.10) catalisa a seguinte reagdo:

sacarose + (2,6 - S - D - fructosil), > D- glucose + (2,6 - f - D-fructosil),;

3.2.2.1 Tecnologia da producio de levana por Zymomonas mobilis

A formagdo de levana e o crescimento celular sao afetados nao s6 pela fonte de carbono,
como também pela presenca de certos compostos quimicos, variacio do pH no meio de
fermentacdo e da temperatura de incubacdo. A habilidade de Zymomonas em produzir levana
varia de cepa para cepa.

Segundo Doelle e colaboradores (1989), a temperatura e o pH ideais para o crescimento
sdo diferentes dos requeridos para a produgdo de levana, que, por sua vez, varia conforme a
cultura utilizada.

Ha divergéncias entre diversos autores com respeito a temperatura e ao pH ideais para a
producdo de levana pela Zymomonas mobilis. Segundo relataram Bekers e colaboradores (1999)
e Calazans e colaboradores (1997), a temperatura 6tima para a produgdo de levana é de 25°C;
Park e Baratti (1993) observaram que os melhores rendimentos ocorreram a 30°C.

Estudos realizados por Lyness e Doelle (1980, 1983) e Doelle e colaboradores (1989)
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concluiram que temperaturas de fermentacdo elevadas (30 a 42°C) e altos valores iniciais de pH
(acima de 5,0) devem inibir a producdo da enzima levanasacarase, responsavel pela formacao de
levana em Zymomonas mobilis. Em outro estudo, Jerez (1993) demonstrou que os parametros
cinéticos sido afetados tanto pela temperatura quanto pelo controle do pH do meio pois,
utilizando a temperatura de 37°C, com e sem controle de pH, a taxa especifica de crescimento foi
maior e a quantidade de levana produzida foi menor que na temperatura de 30°C.

Calazans e colaboradores (1989) observaram que a concentracdo de levana produzida foi
de 12,7% por Zymomonas mobilis, em condi¢des de cultura por batelada contendo (NH4),SO4
como fonte de nitrogénio, enquanto que Bekers e colaboradores (1990), utilizando uma linhagem
de Zymomonas mobilis denominada 113 “S”, observaram que esta pdde produzir
aproximadamente 30,0-50,0 g/LL de levana em condi¢des de fermentacdo por batelada ou
continua.

De acordo com Bekers e colaboradores (1990), o pH 6timo para a producdo de levana é
aproximadamente 5,0, sendo o mesmo controlado, e uma temperatura de 25°C. Doelle e
Greenfield (1985) também obtiveram bons rendimentos em levana trabalhando em pH 5,0 e
numa temperatura de 27-30°C.

Carlos (1991) realizou ensaios de fermentagdo em mosto a base de sacarose, conduzidos
em processo de batelada, utilizando seis linhagens de Zymomonas mobilis: AG11, CP4, P4, Z-1-
81, Z-1-87 e Z-1-88, pertencentes a colecio do Departamento de Antibidticos da UFPE
(Universidade Federal de Pernambuco - Recife). Na etapa de selecdo da melhor linhagem
produtora de levana precipitdvel, como subproduto da fermentag¢do da sacarose, foi escolhida a
Z-1-81 por apresentar maior capacidade de conversao de substrato a levana, formando 3,7 g/L de
levana (expressa como frutose).

Silva (1996) fez experimentos para estudar a influéncia do pH sobre a formacdo de
levana por Zymomonas mobilis ZAG-12 em meios a base de sacarose. Para o controle do pH

foram utilizadas solucdes alcalinas e acidas e, também, solucdes tampao. Cada experimento foi
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em diferentes valores iniciais de pH, tanto nos ensaios com controle como sem controle do pH.
O acompanhamento das fermentacdes consistiu na retirada de amostras, em intervalos de tempo
determinados, para as dosagens de biomassa celular, acicares redutores totais, pH, levana
precipitdvel e etanol. A andlise dos resultados demonstrou que a linhagem se desenvolve bem
numa faixa de pH entre 4,5 e 6,0. O controle do pH ao longo da fermentagdo mostrou menor
quantidade de levana precipitdvel em comparacdo com fermentagdes realizadas sem o controle
do pH (pH entre 4,5 e 5,0). O rendimento em levana formada foi maior nas primeiras 24 horas de
fermentacdo. A faixa de pH inicial, entre 5,5 e 6,0, nas fermentacdes com controle de pH, e
naquelas contendo solu¢do tampdo, ocasionou maior eficiéncia bioquimica de producdo de
etanol e pequena formacao de levana precipitdvel em comparacio as fermentacdes sem controle
de pH.

Vinhas (1999) fez um trabalho que teve como objetivo selecionar, dentre duas linhagens
de Zymomonas mobilis, ZAG-12 e ZAP, a melhor produtora de levana, verificar a producdo com
e sem agitagcdo, a influéncia da concentracdo inicial de sacarose sobre o rendimento final de
fermentacdo, fracionar e determinar o peso molecular de levana e desenvolver o diagrama
terndrio da mistura levana - dgua - etanol. As levanas foram produzidas em meio a base de
sacarose, suplementado com extrato de levedura e sais minerais. A producdo em batelada foi
realizada em frascos com e sem agitacao, nas concentracoes iniciais de sacarose de 200,0 e 250,0
g/L, a temperatura de 25°C, por 72 horas de processo. O fracionamento das levanas foi realizado
pelo método de precipitagdo fracionada, utilizando o etanol como ndo solvente e a determinacao
dos pesos moleculares, pelo método de cromatografia de permeacdo em gel. Os resultados
mostraram que a linhagem Zymomonas mobilis ZAG-12 foi a melhor produtora quando a
concentracao de sacarose inicial foi de 200,0 g/L, sem agitagao.

Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) estudaram cepas de Zymomonas mobilis
mutantes (ZML1 e ZML?2), obtidas através do tratamento com NTG (N-metil N’nitroso

guanidina), as quais produziram concentracio maxima de levana de 21,6 e 20,0 g/L,
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respectivamente, em 24 horas de fermentacgao, a 30°C, com 150,0 g/L de sacarose.

Muro e colaboradores (2000) investigaram a producdo de levana usando linhagens de
Zymomonas mobilis em diferentes condi¢des de cultura. Obteve-se elevada producdo de levana
(41,0 g/L) através da linhagem mutante HL.29, em meio de cultura contendo 200,0 g de sacarose
L'e05 g de (NH4),SO4 L, estocado a 7°C por 29 dias. Esta foi a primeira pesquisa que
descreveu a sintese de levana por Zymomonas mobilis a 7°C.

Bekers e colaboradores (2000) pesquisaram o efeito de altas concentragdes de sal durante
a fermentacdo de sacarose (10,0%) por Zymomonas mobilis 113S. Foi verificado que a
concentracio de 0,6 M de solugdo NaCl levou a um aumento da sintese de oligossacarideos. A
producdo de sorbitol aumentou na presenca de 0,16 M de solucdo de NaCl, porém foi inibida em
concentragdes maiores do sal.

Wendt (2001) observou que, durante sua pesquisa, uma linhagem de Zymomonas mobilis
mutante produziu até 30,0 g/ de levana e a concentragcdo de extrato de levedura influenciou na
sua sintese. Além disso, 0 mesmo autor relata que a producdo de levana ¢ influenciada ndo sé
pela relagdo carbono/nitrogénio, mas também pela relagdo nitrogénio organico/inorganico.
Garcia-Cruz (1997) estudou o efeito da adig@o de diferentes fontes de nitrogénio na producio de
levana e verificou que ndo houve estimulo no padrdo de desenvolvimento celular e que o sulfato
de amonia, até a concentracdio de 50 mM, promoveu discreto aumento da producdo do
polissacarideo.

Jerez (1993), quando estudou o efeito da variacdo da concentragdo de potdssio, verificou
que a taxa de desenvolvimento e a quantidade de levana formada s@o proporcionais a0 aumento
da concentracdo de potdssio até a concentracdo de 10,0 g/L. Em outro estudo, Vigants e
colaboradores (1998) verificaram que o efeito de sais minerais, como KCI e NaCl, nao s6
estimularam a produgao de etanol, como também, a de levana.

Virias enzimas da via Entner Doudoroff requerem cofatores como magnésio, cdlcio,

potassio para a producdo de levana. Hoppner e Doelle (1983) reportaram que o cdlcio e o
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magnésio ativam a enzima piruvato descarboxilase em Zymomonas, enquanto Bekers e
colaboradores (2000) observaram que o potdssio ativa a enzima piruvato quinase.

A aerac@o também € considerada um fator de inibicao para produgdo de levana. Segundo
Vinhas (1999), durante a produgdo do biopolimero por Zymomonas mobilis ndo é vantajoso
promover a agitacdo, pois a mesma conduz a uma aeragdo que, em Ultima andlise, prejudica a
producgdo de células e de levana. Porém, foi observado no trabalho realizado por Han e Clarke

(1990) que a produgdo do polissacarideo aumentou quando a cultura foi levemente agitada

durante a fermentacao.

3.2.3 Sorbitol

O sorbitol é uma substincia amplamente encontrada em algumas algas marinhas
vermelhas e em plantas da familia Rosdcea que inclui péras, macas, cerejas, ameixas e péssegos
(FREITAS, 1990). Foi isolado pela primeira vez em 1872 por Joseph Boussingault, professor de
quimica analitica e agricultura em Paris, como resultado de sua curiosidade a respeito de uma
fruta européia conhecida como “sorb apple”. O pesquisador passou a investigar o motivo do suco
desta fruta ser tdo doce e, apesar do alto teor de agticar, gerar pouco dlcool. Separou uma amostra
de suco fermentado desta fruta, destilou o dlcool da amostra e, a partir do xarope residual,
cristalizou um composto adocicado, como cristais em forma de agulha, concluindo que ndo se
tratava de um agicar comum, mas de um agucar relacionado com o manitol, ji4 conhecido na
ocasido. Como estes cristais foram originados da “sorb apple”, Boussingault os batizou de
sorbitol.

Devido a sua estrutura quimica, o sorbitol possui diversas propriedades desempenhando
papel importante nas indudstrias quimicas, farmacéuticas, cosmecéuticas e alimenticias. Dentre
suas propriedades, esse dlcool é utilizado como agente umectante, estabilizante, amaciante,
espessante, emulsificante, tensoativo e iniciador de outros produtos quimicos. A Tabela 3.7

descreve as diversas aplicagdes do sorbitol em fungao de suas propriedades.
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O sorbitol pode ser sintetizado a partir de vdrias fontes, tais como trigo, arroz, batata,
biomassa, madeira, algodao, bagaco, beterraba, frutas e algas especificas, sendo que o milho, os
rejeitos de agricultura e a cana-de-aguicar s@o as principais fontes de glicose pura (dextrose) para
a fabricacao deste polidlcool e as que apresentam maior potencial de aplicacdo prética.

O primeiro processo utilizado em escala industrial para a produgdo de sorbitol foi a
reducdo eletroquimica da glicose em meio aquoso entre os anos de 1937 e 1947. Porém, a partir
de 1948, a hidrogenacdo catalitica da glicose passou a ser considerada como processo bésico
para a sintese de sorbitol (GORP, 1999).

Em escala industrial, para a producdo de sorbitol, ¢ normalmente utilizado o processo
quimico de hidrogenacdo catalitica de solucdo de glicose a 70%, catalisada por niquel (Ni*?), a
temperatura de cerca de 150°C e pressdo entre 40 e 50 atm. Este processo envolve a geracdo e o
armazenamento do H, produzido pela eletrélise da dgua. O xarope de sorbitol resultante passa
por vdrias colunas de troca-idnica para reduzir a concentracdo de Ni*?a niveis inferiores a 5 ppm,
aceitdveis na industria de alimentos. Além disso, o produto resultante apresenta contaminantes,

como por exemplo o manitol, tornando o rendimento do processo menos atrativo.
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A utilizacdo de processos fermentativos para a producao de sorbitol tornou-se uma opgao
vidvel devido a utilizacdo de condicdes suaves de reacdo, diminuindo os custos de producdo e os
impactos ambientais. Dentre os microrganismos candidatos a produ¢do industrial por processo
fermentativo, t€m-se destacado Zymomonas mobilis (FARIA, 2002).

Quando as células de Zymomonas mobilis sdo colocadas em condi¢des de estresse, como
alta concentracio de aguicares, a enzima glicose-frutose-oxidorredutase (GFOR) fornece a célula
alta concentragdo de sorbitol (um novo soluto para a célula), para contrapor os efeitos de
desidratacdo provocada pela alta osmolaridade externa (BARROW et al., 1984).

Zachariou e Scopes (1986) descobriram que a enzima glicose-frutose oxidorredutase, ou
GFOR, catalisa a reacdo de transidrogenacdo na qual a oxidacio da glicose a glicono-d-lactona
estd acoplada a reducdo da frutose a sorbitol. Num passo subseqiiente, a instdvel lactona é
convertida em 4cido glicdnico, tanto espontaneamente quanto pela acdo da enzima
gliconolactonase (GL), também presente em Zymomonas mobilis. A enzima GFOR possui um
cofator nio dialisivel, o NADPH, fortemente ligado-se ao sitio ativo. Numa fermentacdo
convencional, partindo de glicose e frutose, o sorbitol acumularia no meio, enquanto o 4cido
gliconico formado seria metabolizado via 6-fosfogluconato a 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato,
um intermedidrio na rota de Entner-Doudoroff. Como resultado, o gliconato seria convertido a
etanol e alguns subprodutos. No entanto, em reacdes com a permeabilizacdo das células, a rota
que levaria a producio de etanol nio € funcional. Assim, glicose e frutose podem ser convertidas

em 4cido glicnico e sorbitol, respectivamente.

3.2.3.1 Tecnologia da producao de sorbitol por Zymomonas mobilis
Ap6s a identificacdo das enzimas responsaveis pela formacao de sorbitol por Zachariou e
Scopes (1986), vdrios trabalhos foram realizados visando a aplicacdo da bactéria Zymomonas

mobilis na produgdo deste composto.
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Bertasso (1996) estudou alguns pardmetros que interferem na biotransformacdo de
frutose e glicose em sorbitol e dcido glucdnico, respectivamente, e constatou-se a manutencao da
atividade da enzima glicose-frutose-oxidoredutase (GFOR) por longos periodos com perda de
21% de atividade, apdés 340 horas do término do processo em batelada, utilizando diferentes
concentracdes celulares. As efici€ncias de conversdo em sorbitol e 4cido gluconico apresentaram
valores médios de 95,6 e 96,3%. Os valores de produtividade aumentaram linearmente com
aumento da concentracdo celular. A avaliagdo de concentracdes iniciais de substratos (So) entre
100,0 e 750,0 g/L ndo revelou, nos ensaios realizados com células imobilizadas, o consumo de
dcido glucdnico formado, sendo encontrados valores méximos na eficiéncia de conversao de até
97,5% em &cido gluconico e 91,8% em sorbitol para concentragdo de glicose + frutose de 750,0
g/L. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que para células imobilizadas, a

permeabilizacdo € dispensdvel, mesmo em baixas concentragcdes de substratos.

Vignoli (2003) verificou as varidveis importantes na producdo de sorbitol e as otimizou
através de planejamento estatistico variando as condi¢des de cultivo, permeabilizando as células
com brometo cetiltrimetilamonio (CTBA) e imobilizando-as em Luffa cilindrica. Os resultados
mostraram que a concentracdo de acucares, o tempo de cultivo, a permeabilizacio e a
imobilizacdo das células possuiram efeitos significativos na produgdo de sorbitol. Altas
concentracdes de acticares causaram quedas nos niveis de sorbitol, enquanto o aumento do
tempo de cultivo e o processo de imobilizagdo aumentaram a produgdo. A permeabilizagdo das
células provocou reducdo na producdo de sorbitol quando foi associada ao processo de
imobilizacdo. As condi¢cdes 6timas de cultivo encontradas por uma matriz de modelagem
envolveram a utilizacdo de células imobilizadas, no tempo de fermentacdo de 36 horas, na faixa
de concentracio de sacarose de 200,0 a 300,0 g/L.

Estudos conduzidos por Doelle e Greenfield (1985) sugeriram que o pH pode ser um
pardmetro muito importante para controlar a relagdo de conversdo para sorbitol. Estes autores

determinaram que a relacdo de sacarose para formagdo de sorbitol varia significativamente com
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as condig¢des de cultivo, por exemplo, pH controlado de 5,0, em concentracao inicial de sacarose
de 288,0 g/L, favorece a formacgdo de sorbitol; entretanto pH préximo de 6,0 parece favorecer a

formacdo de frutose.

3.3 PRODUCAO DE ETANOL, LEVANA E SORBITOL EM PROCESSOS
FERMENTATIVOS UTILIZANDO SUBSTRATOS ALTERNATIVOS DE BAIXO
CUSTO COMERCIAL POR Zymomonas mobilis

Praticamente qualquer produto natural ou seus derivados de natureza orginica, como
produtos ou subprodutos da agricultura e do processamento de vegetais, podem constituir a base
ou substrato para processos fermentativos (JEREZ, 1993).

Dada a importancia dos carboidratos no metabolismo de qualquer via celular, ndo é por
acaso que eles sao a principal matéria-prima nas fermentacdes. Devem estar presentes compostos
nitrogenados, além de prebidticos (fatores de crescimento), como vitaminas € coenzimas.
Também ¢é indispensdvel a presenca de fésforo, sob a forma de fosfatos, o qual costuma ser
adicionado aos meios, onde exerce a¢cdo tamponante ou inibidora de flutuagdes de pH (TANO;
BUZATO, 2003).

Virias pesquisas estdo sendo desenvolvidas para aumentar o rendimento de etanol,
sorbitol e levana, juntamente com o emprego de técnicas mais econdmicas de producio,
recuperacio e purificagdo, visando diminuir o custo total do processo. Em nivel experimental,
utilizam-se substratos de baixo custo tais como sacarose, amido, amido hidrolisado, xarope de

milho e melagos residuais da industria agucareira.
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3.3.1 Caldo de cana-de-acticar

Conforme Luiz da Camara Cascudo (1971), o caldo de cana (garapa) € um refresco cujo
consumo h4 muito se universalizou no pais, particularmente nas épocas de verdo, fazendo parte
também de uma diversidade de prescricdes na medicina popular, como, acontece no nordeste,
onde se acredita que possua qualidade hemostitica e cicatrizante e excelente galactogénio.

O caldo de cana € uma suspensido coloidal cuja cor, que varia de verde-escuro a marrom,
resulta da presenca de substincias diversas, como clorofila, antocianinas, xantofilas e carotenos.
A sua opacidade é causada por coldides, proteinas, pentosanas e sais inorganicos como fosfatos,
oxidos de célcio, ferro e magnésio (FIORAVANTI, 2000; KITOKO; OLIVEIRA; SILVA,
2004).

O caldo de cana-de-agicar comercial é uma matéria-prima consumida “in natura” no
Brasil e € considerado de baixo custo comercial. Soccol e colaboradores (1990) relataram que a
composi¢cdo quimica do caldo de cana-de-agicar apresenta: 74,5 a 82,0% de 4gua; 14,0% de
hidratos de carbono; 10,0% de fibras; 0,4% de substancias nitrogenadas. As substancias sélidas
representam 18,0 a 25,0% do total de sua composi¢do. A composi¢ao do caldo de cana-de-agucar
pode ser visualizada na Tabela 3.8.

Gunasekaran e colaboradores (1986) estudaram o efeito de diferentes meios (sintético,
caldo e melaco de cana-de-agicar) para a producdo de etanol, com diferentes linhagens
Zymomonas mobilis e os resultados obtidos estdo representados na Tabela 3.9, onde pode ser
observado que os melhores rendimentos foram obtidos com o caldo de cana-de-actcar. Das
linhagens testadas, apenas a NRRL B 4286 produziu mais etanol quando foi usado o meio
sintético. Com Zymomonas mobilis ATTCC 10988 o rendimento de etanol foi 82-94%, apds 48

horas de fermentagao.
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Tabela 3.8 Composicao do caldo de cana-de-acticar.

Composicdo centesimal do caldo de cana-de-agticar

Elementos (%)

Percentagem dos componentes

Silica (Si02) veovvvverreireinnns 0,25
Agua ............................. 74,50  Potassio (K;0) ..o 0,12
S6dio (NazO) ..eevveveeeenneenns 0,01
Célcio (Ca0) ...cceeeuveeeennnee 0,02
Magnésio (MgO) ................ 0,01
Ferro (Fe;O3) .ooovvnvveeeeenn, tragos
CINZAS .eeveeeeeeeeeveeeeeeerenen. 0,50 Fésforo (P205) woocvveeennen. 0,07
Sulfatos (SO3) ..ceeveereveenneen. 0,02
Cloretos (CI) .....ccoevvveeeeenne. tracos
Celulose ....ooocveveeveeniieeienns 5,50
Fibra .....ccooooevveeeiiiiiiinnn. 10,0 Sacarose .....cceeeeeeeeiiieiiininn. 12,50
Matérias nitrogenadas ... 0,40 Acido aspartico ................. 0,20
Acido nitrico ......oovverrinnees 0,01
Nitrogénio total = 0,06% Amoniaco .......cceceeeeeveerneene tracos
Corpos xanticos ................. tracos

Fonte: Soccol e colaboradores (1990).

Tabela 3.9 Efeito da concentracdo inicial de acticar sobre a producao de etanol por vérias
linhagens de Zymomonas mobilis.

Linhagens
Substrato  Pardmetros fermentativos ATCC ATCC NRRLB IFO
10988 12526 4286 13756
P 5,9 6,1 10,15 8,85
Acucar inicial 20,0 20,0 20,0 20,0
Su 73,0 75,0 89,0 91,0
Meio sintético  g/gs 0,32 0,33 0,46 0,39
E 46,09 47,65 79,29 69,14
P 10,3 10,3 9,2 10,3
Acicar inicial 18,0 18,0 18,0 18,0
Su 95,0 95,0 97,2 97,2
Cana-de-agiicar g/gs 0,48 0,48 0,42 0,47
E 89,4 89,4 79,86 89,4
P 3,05 2,9 3,29 1,97
Acucar inicial 10,0 10,0 10,0 10,0
Su ND ND ND ND
Melago g/gs ND ND ND ND
E 47,66 45,31 51,41 30,78

P - produtividade de dlcool % (v/v); Su — substrato utilizado % (v/v); g/gs — gramas de
dlcool produzido/ g de substrato utilizado; E — porcentagem tedrico de rendimento; ND —
ndo determinado. Fonte: Gunasekaran e colaboradores (1986).
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Hebling (1995) investigou o efeito da adi¢do de alguns compostos durante a fermentacio
de caldo de cana-de-acticar por Zymomonas mobilis CP4, na expectativa de aumentar a
produtividade alcodlica. Os aditivos testados foram: glicerol, Tween 80, soro de queijo, peptona
de caseina e sulfatos de amoénio e magnésio e os parimetros cinéticos analisados foram: taxa
especifica de crescimento, fator de producdo de biomassa, fator de produgdo etanol e eficiéncia

de conversao do substrato a etanol.

Duarte (1995) analisou o efeito da lecitina de soja e do destilado do desodorizado do 6leo
de soja (DDOS) na fermentacdo da sacarose e do caldo de cana, por Saccharomyces cerevisiae e
Zymomonas mobilis CP4, em cultura de batelada. Com o agucar redutor total em valor nominal
de 15% (p/v) e sem adi¢do de suplemento lipidico, os agucares ndo foram eficientemente
utilizados e os resultados para Saccharomyces e Zymomonas, num meio contendo sacarose e
caldo de cana foram, em média, respectivamente: eficiéncia de conversdo (YE con.) 12,55 e
20,54%; taxa especifica de crescimento maximo (Mmax.) 0,25 e 0,20 h 1 Com adicdo de
lecitina de soja ou DDOS a 0,01% (v/v) em sacarose e caldo de cana-de-agicar os resultados
para Saccharomyces ou Zymomonas foram, em média, respectivamente: YE con. 13,69 e

26,15%, enquanto que os valores de Mmax. foram: 0,24 e 0,22 h TeYx/s: 0,025 € 0,012.

Cagao (1999) fez um estudo utilizando o planejamento fatorial de 2 niveis eqiiidistantes
de 3 varidveis 2’ para determinar as melhores condi¢des de cultivo quanto a temperatura (25 e
35°C), agitacdo (0 e 150 rpm) e concentragdo de acucares redutores totais no caldo de cana
(100,0 e 200,0 g/L) e 3 repeticdes no ponto central, onde a temperatura foi de 30°C, agitacdo de
150 rpm e concentracdo de agucar redutor total no caldo de cana, usado como substrato para a
producido de sorbitol e etanol. Observou-se que altas concentragdes de agucar no caldo de cana
estimularam a produg@o de sorbitol e etanol. Os cultivos estdticos proporcionaram os melhores
valores de producdo de sorbitol porém, para etanol os melhores foram em cultivos com agitagdo

de 150 rpm. Em relag@o a temperatura, verificou que esta nio foi uma varidvel significativa para
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a producio de sorbitol e etanol.

Borsari e colaboradores (2003) estudaram a produgdo de levana em fermentacdo
descontinua alimentada. O microrganismo foi cultivado em meio de cultura contendo sacarose
acrescido de caldo de cana-de-actcar (200,0 g/L), pH 5, 25°C, por 20 horas. As producdes de
levana e a biomassa foram 14,83 g/L e 1,56 g/L no processo descontinuo e 10,3 g/L e 1,91 g/LL
no descontinuo alimentado, com consumo de agicares de 78,21 g/L e 163,55 g/L,
respectivamente. Estes resultados demonstraram que, apesar de ter ocorrido maior consumo de
acucares no processo descontinuo alimentado, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas na produ¢do de levana nos dois processos estudados.

Tano e Buzato (2003) avaliaram a produgao de etanol em caldo de cana fermentado por
Zymomonas mobilis com alta concentracdo inicial de acicar (150,0 g/L), rico em sais minerais,
adicionado de 5,0 g/L de extrato de levedura e incubado a 28°C, durante 48 horas a 180 rpm, em
pH de 5,4. Neste meio, observou-se a presenca de etanol e foi constado que este reduziu a
formacdo de mais etanol, porém ndo afetou a produgdo de levana nem o rendimento, quando
relacionado a biomassa (g biomassa/ g acucar consumido). Estes mesmos pesquisadores
observaram que alguns dos componentes presentes no caldo de cana-de-agicar inibem o
crescimento e a fermentacdo por Zymomonas mobilis. Os niveis relativamente elevados de
alguns sais inorgéanicos, especialmente cloreto de potéssio e alguns ions como cdlcio e magnésio,
apresentam efeito inibidor significativo na fermentacdo, além da competicio de outros
microrganismos que progrediram nele.

Borsari (2004) estudou as condi¢des de producdo de levana, por Zymomonas mobilis
CP4, através de delineamentos estatisticos variando a concentragdo e tipo de substrato, forma de
cultivo, suplementacdo com dcido pantoténico, extrato de levedura, cloreto de sédio e a técnica
de permeabilizacdo celular. Inicialmente, foi aplicado um planejamento 2° onde as varidveis
foram: concentracdo de caldo de cana de agtcar e sacarose e tipo de fermentacdo. Um segundo

planejamento 2* foi usado para confirmar a importancia do caldo de cana-de-agticar. Um iltimo
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delineamento fatorial fracionado 2*" foi utilizado para selecionar as varidveis: concentracdo de
dcido pantoténico, cloreto de sédio e extrato de levedura e o crescimento celular. Os resultados
indicaram que o processo por batelada alimentada ndo melhorou a producdo de levana. O
maximo de levana obtido foi de 40,14 g/L'l, em 150,0 g/L'1 de sacarose. A adi¢do de caldo de
cana-de-actcar ndo foi estatisticamente significativa para formacgdo de levana. O caldo de cana-
de-acgucar estimulou a produgdo de biomassa, sorbitol e etanol. Do delineamento 2%, os fatores
analisados ndo foram estatisticamente significativos para a biossintese de levana, etanol e
biomassa, sugerindo nos proximos estudos ampliar as faixas de variacao estabelecida.

Ernandes (2006) estudou o efeito de um meio sintético e o caldo de cana-de-acticar estéril
e ndo estéril como fonte alternativa para a producdo de levana pela bactéria Zymomonas mobilis
CCT 4494. Os resultados obtidos neste experimento confirmaram os citados por outros
pesquisadores, como Bekers e colaboradores (2001); HuertasDiaz e colaboradores (1991); Park e
Baratti (1993) e Borsari e colaboradores (2003), os quais relataram que a utilizacdo de caldo de
cana-de-actcar pode ser um meio satisfatério para a produgdo de levana, pois os valores de
rendimentos obtidos deste biopolimero foram semelhantes ou superiores as concentragdes de
sacarose adicionadas ao meio sintético. Além disso, Ernandes observou que houve a
contaminacao do caldo ndo estéril apds as 24 horas de fermentacdo. Segundo este autor, do ponto
de vista microbiolégico, o caldo de cana carrega certa quantidade de microrganismos que fazem
parte de sua biota epifitica e da terra aderida aos colmos, raizes e folhas. Estima-se que a cana
saudével pode conter 10" a 10® bactérias por grama, sendo as mais freqiientes: Flavobacterium,
Xanthomonas, Pseudomonas, Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus, Leuconostoc, Bacillus e
Corynebacterium. Entre as leveduras, podem-se citar: Torulopsis, Candida, Saccharomyces,

Torula € Pichia.
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3.3.2 Melacos de cana-de-aciicar

Diversos subprodutos e matérias-primas da industria de alimentos e/ou da agroindustria
tém sido empregados para o crescimento de microrganismos devido a alta disponibilidade e
baixo custo. Dentre estes, os melacos destacam-se com meio de cultivo nos processos
fermentativos, em virtude do alto teor de agicares, nitrogénio, vitaminas e sais minerais.

No Brasil sdo produzidos cerca de 17,9 milhdes de toneladas de melaco de cana-de-
acuicar por ano durante a fabricacdo do acucar. Devido a sua composi¢cdo rica em agucares
fermentesciveis, seu baixo custo (R$ 0,15/Kg) e alta disponibilidade no territério brasileiro, o
melaco de cana-de-aguicar tem sido sugerido como substrato para melhorar e reduzir custos na
producdo de diversos produtos, como, por exemplo, de dcido latico pelo Lactobacillus curvatus
(HAULY et al., 2003) e para producdo de etanol, levana e sorbitol a partir de Zymomonas
mobilis (LIMA et al., 1975).

O melago é um subproduto do processo de extracdo e refinacdo de sacarose, quer seja de
cana ou beterraba, o qual pode ser utilizado como matéria-prima para a producdo de etanol por
fermentacdo. O melaco de cana-de-aglcar caracteriza-se por apresentar maior conteido de
vitaminas, ao passo que o melaco de beterraba é mais rico em nitrogénio e minerais. Ambos
contém aproximadamente 50,0% de acucar, sendo a maior parte sacarose.

A composicdo do melaco depende da variedade de cana-de-acuicar utilizada, portanto,
fatores como: idade, limpeza, maturacdo, sistema de cultivo, adubacgdo, tratos culturais e
condig¢des climdticas, além dos processos de fabricagdo normais utilizados nas diversas usinas,

podem influenciar na sua composi¢do quimica, conforme pode ser observado na Tabela 3.10.



Tabela 3.10 Variabilidade de composicao do melaco em Usinas de Acucar.
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Valores observados

Elemento Sao Paulo Alagoas
Médio Minimo Maximo Médio Minimo Maximo

Agua (%) 17,3 8,2 26,8 - - -
Sélidos Totais (%) 82,7 73,2 91,8 - - -
Brix (%) 80,0 65,0 88,0 78,61 76,77 83,30
Pureza (%) 65,0 56,0 76,0 46,54 40,41 55,67
Sacarose (%) 52,0 47,0 64,0 - - -
Glicose (%) 12,0 6,0 20,0 - - -
Frutose (%) 9,0 5,0 17,0 - - -
Acucares Redutores (%) 6,0 4,0 12,0 16,20 14,45 18,03
Actcares Totais (%) 65,6 52,1 72,1 54,73 51,11 61,09
Gomas (ppm) - 0,0 2000 - - -
pH 6,3 5,0 6,8 - - -
Cinzas (%) 5 3,5 7,0 - - -

P,0s 0,05 0,01 0,15 0,07 0,02 0,14

KO 2,1 1,23 2,68 3,51 2,93 4,52

CaO 0,36 0,14 0,73 1,36 0,93 2,03

MgO 0,12 0,03 0,60 1,03 0,60 1,31

SiO, 0,58 0,56 0,62 - - -

F,0; 0,32 0,28 0,56 - - -

SO; 1,17 1,0 1,19 - - -

Cl 0,18 0,14 0,28 - - -

Na,O 0,12 0,11 0,19 - - -

Vitaminas A, B; e B,

variavel variavel variavel - - -

Fonte: Copersucar (1988).

Doelle e Greenfield (1985) detalharam, ainda mais, estes fatores que influenciam a

composi¢cdo do melago, aos quais acrescentaram: natureza da matéria prima (cana de agucar,

beterraba, etc); processo de extragdo do caldo; sistema de clarificagdo, evaporagdo e cozimento;

sistema de resfriamento; sistema de turbinagem; tipo de agucar e condigdes técnico-economicas

da regido agucareira.

A composi¢do média do melago de cana-de-actcar corresponde a 20% de agua; 72% de

constituintes organicos dos quais 62% correspondem aos agticares (sacarose, glicose, frutose, ou

actcar invertido e rafinose), 10% de ndo acucares (material nitrogenado, 4cidos livres e

combinados e substincias gomosas soliveis) e 6% de constituintes inorganicos (6xidos de

silicio, potéssio, célcio, magnésio, sddio, ferro, fésforo e aluminio, além de residuos de soda,
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carbonatos, sulfatos e cloretos) (SOCCOL et al.,1990).

Além do melaco de cana-de-acticar, existe o melaco de alta qualidade (HTM). O HTM ¢é
definido como xarope clarificado, parcialmente invertido para evitar a cristalizacio e evaporado
a 85° Brix. A composi¢do do melaco de alta qualidade difere notavelmente da composi¢do do
melaco tradicional. Possui alto conteiido de aguicares o que o torna muito interessante para a
produgdo de dlcool. O conteiddo de P,Os, K,O, MgO, CaO e nitrogénio € minimo, comparado
com a do melago de cana e de beterraba (CROMIE, DOELLE, 1980).

Gunasekaran e colaboradores (1986) estudaram o efeito da adicdo de melaco de cana-de-
actiicar em meios de cultivo para a producdo de etanol, com diferentes linhagens Zymomonas
mobilis. As linhagens ATCC 10988 (3,05% v/v) e NRRL B 4286 (3,29% v/v) mostraram
mdaxima produtividade enquanto que, a IFO 13756, minima produtividade (1,97% v/v). A partir
desses resultados, a performance de Zymomonas mobilis ATCC 10988 foi mais bem estudada em
diferentes concentracdes de agucares presentes no melago de cana-de-agicar. A Tabela 3.11
mostra que a maxima producdo de etanol (3,35% v/v) foi com 15% de concentragdo inicial de
acucar e, abaixo dessa concentragdo, a produgdo de etanol diminuiu significativamente. Em
geral, os autores concluiram que a habilidade das linhagens de Zymomonas mobilis produzirem
etanol a partir de melagos foi menor quando comparada com os outros substratos (meio sintético
e cana-de-agucar). Esta observacdo é semelhante com os resultados obtidos por Van Vuuran e
Meyer (1982), que relatam que isso poderia estar relacionado a presenca de altas concentragdes

de fons Mg** e K* nos melacos (SKOTNICK et al., 1983).
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Tabela 3.11 Efeito da concentracdo inicial de agucar sobre a produgdo de etanol por
Zymomonas mobilis ATCC 10988.

Actcar inicial Producio de etanol Rendimento tedrico
(% viv) (% viIv) (%)
3 1,25 65,1
5 2,0 62,5
7 2,5 55,8
10 3,05 47,66
15 3,35 34,9

Fonte: Gunasekaran e colaboradores (1986).

Jerez (1993) conduziu um estudo sobre métodos e condi¢des de fermentacdo de melagco
de cana-de-agucar por Zymomonas mobilis CP4 e seu efeito sobre os parametros cinéticos de
fermentacdo. Avaliou o efeito da temperatura, controle de pH e concentragdo de fons Ca*?, K,
Cl'e Mg+2 num meio de fermentacio contendo sacarose. No melaco de cana-de-acticar, foram
estudados os efeitos da clarificacdo e suplementagdo com nutrientes. Determinaram-se os
parametros cinéticos de fermentacdo do melaco em processo descontinuo, descontinuo
alimentado e continuo em escala de laboratorio, descontinuo e descontinuo alimentado em escala
piloto. Os tratamentos de clarificacdo do melaco removeram Ca** e K*' mas ndo aumentaram o
rendimento da fermentagdo. Foi observado que Ca*?, K*' e CI"' sdo inibidores do crescimento e
fermentacdo por Zymomonas mobilis CP4, mas Mg+2 ndo apresentou efeito inibitério nas
condig¢des estudadas. Portanto, € necessdria a suplementacdo de alguns nutrientes no melaco para

aumentar os rendimentos da producio de levana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO
O microrganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494,
adquirida da Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo André Tosello - Pesquisa e

Tecnologia de Campinas, SP.

4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio de Manutencao da Cultura

A linhagem bacteriana foi cultivada e mantida em meio de manutencio contendo: caldo
de cana clarificado; &4gua destilada; CaCQO;; extrato de levedura e agar nutriente. Para
clarificacdo do caldo de cana-de-aguicar, foram adicionadas claras de ovo ao caldo e este foi
submetido ao “vapor fluente”, por 15 minutos, e em seguida filtrado com a algodao e papel filtro.
Ap6s a inoculacdo, as células foram incubadas por 24 horas a 30°C e, entdo, estocadas a 4°C.
Para melhor conservagdo da cultura, repiques foram feitos, em média, a cada trés meses. A

Tabela 4.1 ilustra a composi¢do do meio de manutengdo de Zymomonas mobilis CCT 4494.

Tabela 4.1 Meio de manutencdo do microrganismo Zymomonas mobilis CCT 4494,

Composto Concentracao
Caldo de cana clarificado 100,0 mL
Agua destilada 30,0 mL
CaCOs3 04¢
Extrato de levedura 04¢g
Agar nutriente 15¢g

4.2.2 Meios de Fermentaciao
Para a producdo de etanol, levana e sorbitol, foram utilizados os meios de fermentacao

especificados a seguir:
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4.2.2.1 Meio Sintético

O meio sintético utilizado nas fermentacdes foi semelhante ao definido por Rodriguez e
Callieri (1986), conforme mostrado na Tabela 4.2, com algumas modificagdes, sendo composto
de: extrato de levedura; KH,PO4; (NH4),SO4 e MgSOy4. 7H,0 e acrescido de sacarose e outros
sais minerais (KCI, K,;SO4, MgSOs e CaCly). A solugdo de sacarose foi esterilizada
separadamente a 121°C, por 20 minutos, e misturada assepticamente no momento do preparo do
meio de producdo contendo os demais constituintes que foram previamente dissolvidos em dgua

destilada e esterilizados.

Tabela 4.2 Meio sintético proposto por Rodriguez e Callieri (1986).

Composto Concentracao (g/L)
Extrato de levedura 5,0
KH,PO4 1,0
(NH4)2S0Oq4 1,0
MgSO4. 7H20 1,0

4.2.2.2 Meio com Caldo de Cana-de-Acicar

O caldo de cana-de-acticar foi clarificado e, em seguida, utilizando um refratdmetro
modelo Carl Zeiss, este foi ajustado em diferentes Teores de Sélidos Totais (TST): 50,0; 150,0 e
250,0 g/L, com 4gua destilada estéril. Os frascos de Erlenmeyer, contendo o caldo de cana-de-
acuicar clarificado com a concentragdo de soélidos totais adequada, foram esterilizados
separadamente a 121°C, por 20 minutos, dos demais constituintes do meio de fermentagdo que

foram previamente dissolvidos em dgua destilada e esterilizados.

4.2.2.3 Meios com Melacos de Cana-de-Aciicar
O melaco de cana-de-acticar e o melago de cana-de-agiicar de alta qualidade (HTM)
foram diluidos com 4gua destilada estéril para 30° Brix, utilizando um refratdmetro modelo Carl

Zeiss e, posteriormente, clarificados. Em seguida, foram ajustados em diferentes Teores de
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Solidos Totais (TST): 50,0; 150,0 e 250,0 g/, com dgua destilada estéril. Os frascos de
Erlenmeyer, contendo os melagos de cana-de-acticar clarificados, com a concentragao de sélidos
totais adequada, foram esterilizados separadamente a 121°C, por 20 minutos, dos demais

constituintes que foram previamente dissolvidos em dgua destilada e esterilizados.

4.3 CONDICOES DE FERMENTACAO

4.3.1 Preparo do Pré-Inéculo

A partir da cultura de Zymomonas mobilis armazenada em geladeira, em meio de
manutencio, fez-se o pré-indculo para a reativacdo das células. A cepa foi repicada por
esgotamento em tubos de ensaio inclinados contendo o meio de manutencdo conforme descrito

no item 4.2.1 e estes foram incubados em estufa a 30°C, por 24 horas.

4.3.2 Pré-Fermentacao

Ap6s a incubagdo, como descrito em 4.3.1, foi feita a suspensdo da cultura de células
bacterianas pela adi¢do de 5,0 mL de dgua destilada estéril e, em seguida, esta foi transferida
para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 30,0 mL do meio sintético, proposto por
Rodriguez e Callieri (1986), adicionado de 20,0 mL de uma solucdo de sacarose (Sigma-EUA)
na concentragdo de 2,0% e o pH do meio ajustado para 7,0 com NaOH. O pré-inéculo foi
mantido a 30°C, por 24 horas, a 200 rpm (rotacdes por minuto), em “Shaker Marconi”, modelo

MA 830.
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4.3.3 Fermentacao

4.3.3.1 Padronizacio do Inéculo

A padronizacdo do indculo foi feita de acordo com Vignoli (2003) para garantir que a
concentracdo de indculo inicial fosse igual para todos os ensaios de fermentagdo com
Zymomonas mobilis CCT 4494.

A suspensao celular obtida na pré-fermentacdo (item 4.3.2) foi diluida com 4gua destilada
estéril de forma a se obter uma suspensio com absorbancia da ordem de 0,300 a 570 nm.

A partir da curva de calibragcdo da concentracdo celular de suspensdes de Zymomonas
mobilis CCT 4494 (item 4.3.3.1.1), que relaciona a absorbancia com concentracio celular, foi
possivel calcular o indculo inicial de células transferido nos frascos de Erlenmeyer contendo o
meio de fermentagao.

Para todos os experimentos realizados, foi padronizado o inéculo inicial de Zymomonas
mobilis CCT 4494 em 0,28 mg de peso seco/50,0 mL, correspondente a absorbancia da
suspensdo de 0,300 a 570 nm.

O espectrofotdmetro utilizado para determinagdes fotométricas foi o modelo Cintra 5

UV-VIS “DoubleBeam”.

4.3.3.1.1 Construcao da curva de calibracdo para determinacio da concentracio
celular a partir de suspensoes de Zymomonas mobilis CCT 4494
Para a construgdo da curva de calibragdo da concentragdo celular, foi utilizada suspensao
de Zymomonas mobilis CCT obtida apds o processo de pré-fermentagao.
A construcdo da reta de calibracao foi executada da seguinte forma:
= Um volume de 50,0 mL de cultura de células de Zymomonas mobilis, obtido nas
condicdes de pré-fermentacdo, foi centrifugado a 6941g a 4°C, durante 15

minutos, e lavado duas vezes com 4gua destilada;
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A massa celular imida foi, entdo, ressuspensa em 50,0 mL de dgua destilada
(suspensdo original) e posteriormente foram preparadas diferentes diluigcdes;

Um volume de 5,0 mL da suspensdo celular original e de cada diluicdo de
suspensdo de células foram colocados em cadinhos de porcelana, previamente
secos em estufa a 90°C, e pesados em balanga analitica;

Os cadinhos, contendo a suspensdo celular original e as diferentes diluicdes,
foram levados em estufa a 102-105°C, por 24 horas;

Os cadinhos foram transferidos para um dessecador, contendo cristais de silica, e
mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos para resfriamento;

Os cadinhos foram pesados em balanca analitica, transferidos novamente para o
dessecador e, apds 30 minutos, novamente pesados; a fim de confirmar a
constancia das medi¢des, a operagao foi repetida cerca de 2 horas depois;

Uma vez conhecidos o volume e a massa de células, esta Ultima obtida pela
subtracdo do peso dos cadinhos vazios e do peso dos cadinhos com células, foi
determinada a concentragdo celular da suspensao celular original e a das amostras
que foram diluidas;

Paralelamente, foram feitas leituras de absorbancia a 570 nm com a amostra da
suspensdo celular original e com das diluidas em espectrofotometro modelo
Cintra 5 UV-VIS “DoubleBeam”.

Com base nas absorbancias das amostras diluidas e da suspensdo original, foi
construida a reta de calibracdo, relacionando a absorbincia com a concentragdo

celular (Tabela 1.A e Figura 1.A, em anexo).
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4.3.3.2 Otimizacao de alguns parametros de fermentacao para a producao de etanol,
levana e sorbitol por Zymomonas mobilis CCT 4494

Para o planejamento experimental utilizou-se o software Statistica 6.0 (StatSoft), a partir
de um delineamento do tipo 272 (BOX; HINTER, 1978), sendo necessdrios 32 experimentos,
com 3 repeti¢des no ponto central (pc), para cada meio fermentativo.

As varidveis independentes estudadas foram: X; = pH inicial do meio de cultivo; X ; =
temperatura em °C; X; = KCl1 g/L; Xy = K,SO4 g/L; X5 = MgSO, g/L; X5 = CaCl, g/l e X; =
sacarose ou Teor de Sélidos Totais (TST) em g/L.

As respostas analisadas foram: producdo de levana (Y)), etanol (Y;) e sorbitol (¥3) em
mg/mL. Os blocos 1, 2, 3 e 4 corresponderam aos meios: sintético; caldo de cana-de-acucar;
melaco de cana-de-acicar de alta qualidade (HTM) e melaco de cana-de-agucar,
respectivamente. A Figura 4.1 apresenta a estratégia realizada com os diferentes meios de
fermentacdo testados para a producdo de etanol, levana e sorbitol pelo microrganismo
Zymomonas mobilis CCT 4494 e, na Tabela 4.3, estdo as varidveis independentes, codificadas,

estudadas para a produgdo dos produtos de fermentacdo, por Zymomonas mobilis CCT 4494.

Planejamento Fatorial:
272 com 3 repeti¢des no ponto central (pc)
Varidveis independentes Meios de fermentacdo utilizados (Blocos):
estudas: Bloco 1 - Sintético
X - ol Bloco 2- Caldo de cana-de-actcar
X] %C > Bloco 3 - Melago de cana-de-acticar de alta
X, - KCl qualidade (HTM)
X, - K,SO, Bloco 4 - Melaco de cana-de-acticar
X5 - MgSO4
X, - CaCl, Varidveis dependentes estudas:
X, — Sacarose / Y;=levana
TST Y, = etanol
Y; = sorbitol

Figura 4.1 Estratégia realizada com diferentes meios de fermentagdo para a producdo de
levana (Y;), etanol (Y;) e sorbitol (Y3), por Zymomonas mobilis CCT 4494.
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Tabela 4.3 Varidveis independentes, codificadas, estudadas para a produgdo de levana (Y)),
etanol (Y3) e sorbitol (Y3), por Zymomonas mobilis CCT 4494.

Variaveis

1—pH
X;-T°C

X;—KCl (g/L)
X4 - KQSO4 (g/L)
X5 - MgSO4 (g/L)
X5 - CaCl, (g/L)
X7 — Sacarose / TST (g/L)

Niveis

-1 0 1
4 6 8
20 30 40

5,0 11,5 18,0

5,0 11,5 18,0

5,0 12,5 20,0
1 6 11
50 150 250

4.4 METODOS ANALITICOS

Apds os processos fermentativos, acompanhou-se, através de retiradas de amostras, a

determinacdo: do pH, da concentragdo celular, dos produtos da fermentacdo (etanol, levana e

sorbitol), de Acucares Totais (AT) e Agucares Redutores (AR) e da atividade da enzima

levanasacarase.

O esquema de tratamento analitico das amostras estd representado na Figura 4.2.

Caldo Fermentado

Leitura direta

pH

Centrifugacio
Células Sobrenadante
Absorbancia
| Etanol | Levana | Sorbitol | Acicares
Biomassa
Atividade
Enzimatica

Figura 4.2  Esquema de tratamento analitico das amostras obtidas apds processo
fermentativo, por Zymomonas mobilis CCT 4494.
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4.4.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras de cada ensaio foram colhidas a aproximadamente 20°C. Primeiramente, foi
determinado o valor de pH final do caldo de fermentacdo e, em seguida, 10,0 mL do caldo foram
centrifugados a 6941g, 4°C, durante 15 minutos, para a medicdo da concentracdo celular em
espectrofotdometro. O restante do caldo obtido da fermentacdo foi centrifugado nas mesmas
condig¢des e o sobrenadante foi separado e congelado para as andlises posteriores (determinacao
dos produtos da fermentacdo, de agucares totais, agcicares redutores e da atividade da enzima

levanasacarase).

4.4.2 Determinacao do pH
O pH foi determinado diretamente no caldo fermentado por potenciometria em pHmetro

Digmed modelo DM20.

4.4.3 Estimativa da Biomassa

Ap6s a centrifugacdo do caldo fermentado, a concentragcdo celular foi determinada pela
medic¢do da absorbancia de suspensdes diluidas em dgua destilada, a 570 nm, para sua conversao
em concentragdo (massa de matéria seca por unidade de volume), através de reta de calibracdo
da concentracdo celular de suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494, conforme descrita no
item 4.3.3.1.1. As medi¢Ges foram executadas em espectrofotometro Cintra 5 UV-VIS

“DoubleBeam”.

4.4.4 Determinacao de Etanol

O etanol foi determinado por cromatografia gasosa, apds separacdo das células por
centrifugacdo, utilizando Cromatdégrafo - HP-5890 Série II - detector FID (Flame Ionization
Detector).

As condig¢des de operacdo foram as seguintes:
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= Cromatégrafo - HP-5890 Série II - detector FID (Flame Ionization Detector);

=  (Coluna — HP-FFAP (25m x 0.2mm x 0.3um);

= Temperatura do forno = 70°C (mantendo esta temperatura por toda corrida -
isotérmica);

= Tempo da corrida = 3,2 minutos;

= Temperatura do injetor = 250°C;

= Temperatura do detector = 250°C;

= Injecdo =40 ul de vapor da amostra;

= As amostras foram deixadas em “dry block” em uma temperatura de 40°C (até atingir
o equilibrio).

Foi feita a solugc@o padriao de 50 ul de etanol. O tempo de retencdo de etanol foi de 2,825

minutos e a area foi de 0,2 mV/min.

4.4.5 Determinacao de Levana

A determinacdo da levana foi realizada adotando-se a técnica de Viikari (1984), com
algumas modificacdes. Retirou-se, volumetricamente, uma quantidade do sobrenadante obtido
apos a centrifugacdo e adicionou-se etanol anidro, previamente resfriado. Homogeneizou-se a
solugdo e deixou-se em repouso, por 24 horas na temperatura de 4°C. A solucdo foi centrifugada
a 3123 g e 4°C, durante 20 minutos, e a operagdo de precipitacdo pelo etanol foi repetida
novamente para aumentar o grau de pureza do material isolado. A levana precipitada foi
hidrolisada em frutose, com HCIl 0,5%, a temperatura de ebulicdo da dgua, por 60 minutos.
Neutralizou-se o material hidrolisado com NaOH 2 M. A pureza da levana foi estimada
indiretamente como frutose (em g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944). A Figura
4.3 esquematiza o procedimento de separacdo, hidrdlise e quantificacio da levana. Foram
realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 540 nm tendo como base amostras

de frutose com concentracdes conhecidas e, posteriormente, construiu-se uma curva de
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calibracdo utilizando o método Somogyi (1952) e Nelson (1944) (Tabela 4.5 e a Figura 4.5, em

anexo).

2,0 mL do sobrenadante + 6,0 mL de etanol anidro previamente resfriado

Cémara fria por 24 horas, a 4°C

Centrifugacdo a 3123 g, por 20 minutos, a 4°C

Adigdo de 6,0 mL de etanol anidro ao precipitado, previamente resfriado

Agitacdo e centrifugagdo a 3123 g, por 20 minutos, a 4°C

Adigdo de 7 mL de HC1 0,5% ao precipitado para hidrélise a 100°C, por 60 minutos

Neutralizacdo com 0,7 mL de NaOH 2 M

Determinagdo de levana como unidade de frutose por Somogyi-Nelson

Figura 4.3 Fluxograma de separacdo, hidrdlise e quantificacao de levana por Zymomonas
mobilis CCT 4494, ap6s fermentacdo a 30° e 200 rpm, por 24 horas.
4.4.6 Determinacao de Sorbitol
O teor de sorbitol foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
As condig¢des de operacdo foram as seguintes:
* Cromatégrafo HPLC — PU-980/JASCO;
=  Coluna Aminex HPX - 87C, com 300x78 mm;
= Temperatura do forno = 80°C;
*  Fluxo = 0,6 mL/min;

= Solvente = Agua MiliQ;
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= Detector de indice de refracio SHODEX RI-72;
* Tempo da corrida = 30 minutos;

= Injecdo = 300 ul da amostra.

4.4.7 Determinacao de Aciicares Redutores (AR) e Acucares Totais (AT)

Os Acucares Redutores (AR) foram determinados de acordo com o método do
cuproarsenato descrito por Somogyi (1952) e Nelson (1944) e os Acucares Totais (AT) pelo
método fenol-sulfirico, descrito por Dubois e colaboradores (1956).

Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda desejado para cada
método utilizado, tendo como base amostras de agicares com concentracdes conhecidas e,
posteriormente, construiu-se uma curva de calibracdo utilizando o método Somogyi (1952) e
Nelson (1944) (Tabela 1.B e a Figura 1.B, em anexo) e Dubois e colaboradores (Tabela 1.C e

Figura 1.C, em anexo).

4.4.8 Determinacao da atividade da enzima levanasacarase “in vitro”

Para a determinagdo da atividade enzimética foi utilizada uma amostra do sobrenadante
obtido apds o processo de fermentagdo com a bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494, como
extrato enzimatico bruto, correspondente as melhores condi¢des de experimento para a sintese de
levana

A determinacao da atividade aparente da enzima levanasacarase foi realizada adotando-se
a técnica de Wendt (2001), com algumas modificagdes. Uma mistura reacional composta por 100
UL do extrato enzimatico bruto e 900 pL de sacarose 10,0 % em tampao acetato de sédio 0,05 M
e pH 4,0, reagiu a 30°C por 2 horas. Foi feito um branco de reagdo (100 pL de extrato
enzimdtico e 900 puL de tampao acetato de sédio pH 5,0). A reacdo enzimatica foi interrompida
por fervura em dgua durante 10 minutos para desnatura¢io da enzima. A concentragio de glicose

foi determinada através do método da glicose oxidase/peroxidase (Kit Bio Diagndstica — Glicose
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Enz Color). As leituras de absorbancia foram feitas no espectrofotdmetro Cintra 5 UV-VIS
“DoubleBeam” a 500nm e correlacionadas a uma curva padrdo de glicose feita previamente
(Tabela 1.D e Figura 1.D, em anexo).

Uma unidade de atividade da enzima levanasacarase (atividade de transfrutosilacio) foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagdo de 1umol de glicose/minuto/mL

(YANASE et al., 1992).

4.4.9 Producao e determinacao de levana a partir do extrato enzimatico

Para a producdo de levana, realizou-se uma mistura reacional composta por 3,0 mL do
extrato enzimadtico bruto (item 4.4.8), correspondente as melhores condi¢des de experimento
para a producgdo de levana no meio de cultivo com a bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494, em
tampao acetato de s6dio 0,05 M pH 4,0 e incubada, por 24 horas, em “Shaker rotatério”. Ap6s o
processo fermentativo, a levana foi estimada indiretamente, como frutose (em g/L) pelo método

Somogyi (1952) e Nelson (1944) (item 4.4.5).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi aplicada a metodologia de superficie de resposta, utilizandoo planejamento fatorial
22, de Box e Hunter (1978), totalizando 140 experimentos. A fermentacdo submersa se
processou a 200 rpm, por 24 horas, com controle de temperatura. As varidveis independentes
foram: X; = pH do meio de cultivo, X, = temperatura em °C, X; = KCl g/L, Xy = K,SO4 g/L, X5=
MgSO, g/L, Xs= CaCl, g/L e X ;= sacarose ou Teor de S6lidos Totais (TST) g/L. Este método
de planejamento experimental tem sido utilizado por diversos autores (CACAO, 1999;
BORSARI, 2004; NETO et al., 2005; OLIVEIRA et al, 2007; OLIVEIRA et al., 2004;
BORSARI et al., 2006).

A avaliacio dos efeitos das varidveis e a otimizac¢do das respostas foram obtidas mediante
utilizacdo de modelagem empirica e da estimac@o de pardmetros, empregando o programa
Statistica 6.0, que descreve como as varidveis experimentais e suas interacdes influenciam na
resposta.

A matriz do delineamento fracionado 2%, contemplando as 32 combinacdes e com 3
repeticdes no ponto central (pc), indicadas pelas corridas 33, 34 e 35, e os resultados dos
experimentos visando a producgdo de levana (Y;) e etanol (Y>), pela bactéria Zymomonas mobilis
CCT 4494, a partir do meio sintético (bloco 1), caldo de cana-de-actcar (bloco 2), melaco de
cana-de-actcar de alta qualidade — HTM (bloco 3) e melaco de cana-de-acucar (bloco 4) estdao

apresentados nas Tabelas 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4, respectivamente.
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Tabela 5.1 Matriz do delineamento fracionado 2" contemplando as 32 combinagdes, com 3
repeticdes no ponto central (pc), realizadas entre os niveis (-1) e (+1), para as respostas Y; e Y,
utilizando o meio sintético (bloco 1) acrescido de sais minerais, fermentado por Zymomonas
mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracdo de sacarose e temperaturas.

Varidveis independentes Respostas
Corridas gL : mg/mL
X, X X; X, Xs X, X, f}i)rﬁl Biomassa Y, Y, AR AT Sc
01 1 1 1 -1 -1 1 -1 443 7.32 0,38 10.54 9.0 13,90 36,10
02 1 1 1 -1 -1 -1 1 4,25 0,68 0,14 76,6 2,12 82,02 167,98
03 -101 -1 -1 1 -1 3,90 0,54 0,96 11,43 2,80 25,64 24,36
04 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 3,96 0,35 0,40 22,96 2,05 4,08 45,92
05 1 1 -1 1 1 1 3,85 0,71 3,14 30,57 5,15 148,16 101,84
06 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 3,90 0,24 0,55 50,26 2,09 98,43 151,57
07 101 1 1 -1 -1 -1 4,12 0,51 0,26 10,12 2,07 28,99 21,01
08 -1 -1 -1 1 1 1 3,88 0,53 2,23 12,1 4,06 218,36 31,64
09 1 -1 -1 -1 1 1 -1 5,66 0,72 0,58 12,42 2,6 23,86 26,14
10 1 1 1 1 1 1 -1 4,96 0,60 0,83 4,27 4,04 40,03 9,97
11 -1 -1 1 1 1 1 -1 3,90 0,58 2,16 1,91 5,97 41,03 8,97
12 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 4,59 4,48 0,19 10,03 2,83 12,22 33,78
13 1 -1 1 -1 1 -1 -1 5,23 0,84 0,69 12,97 2,94 22,53 27,47
14 -101 -1 -1 1 1 -1 3,64 0,66 0,98 11,42 5,66 27,16 22,84
15 1 1 1 1 1 -1 1 4,58 2,21 2,05 40,04 6,29 120,84 129,16
16 -1 01 1 1 -1 1 4,06 0,49 4,50 30,5 2,92 146,0 104,14
17 1 -1 -1 1 11 -1 532 0,84 0,78 2,48 7,21 41,42 8,58
18 1 -1 -1 1 -1 -1 1 6,16 4,71 1,12 20,26 7,46 177,5 72,50
19 1 -1 1 1 -1 1 5,42 1,83 4,33 21,13 5,68 179,62 79,38
20 1 -1 -1 -1 I | 1 6,57 3,83 0,55 25,57 6,03 165,85 84,15
21 1 1 -1 -1 -1 1 1 4,48 4,24 0,49 26,22 2,15 163,03 86,97
22 -101 1 -1 1 -1 -1 3,90 0,50 0,35 22,94 2,34 5,15 44,85
23 -101 -1 1 -1 -1 1 3,88 0,45 0,59 15,37 1,95 203,96 46,04
24 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 4,56 0,54 0,11 20,15 2,66 9,05 40,95
25 -1 -1 1 1 1 -1 1 4,17 0,42 0,94 20,1 2,24 188,34 61,66
26 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 4,16 0,51 0,43 16,09 2,39 200,79 49,21
27 -101 -1 -1 1 -1 1 4,05 0,47 0,62 25,34 2,07 172,89 77,11
28 1 1 -1 1 -1 -1 4,47 0,65 0,12 11,17 8,56 26,89 23,11
29 1 -1 1 -1 1 1 1 5,56 3,37 3,89 26,27 7,52 152,45 97,55
30 101 1 -1 1 1 1 4,49 2,82 3,40 25,27 2,15 159,19 90,81
31 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 4,24 0,48 0,37 10,13 4,89 28,89 21,11
32 1 -1 1 1 -1 -1 -1 6,78 3,50 0,09 10,01 4,29 23,39 26,61
33" 0 0 0 0 0 0 0 3,50 1,28 1,71 15,51 433 94,50 55,50
34" 0 0 0 0 0 0 0 3,90 1,25 1,78 15,13 4,33 96,77 53,23
35" 0 0 0 0 0 0 0 3,98 1,25 1,78 15,54 4,33 95,54 54,46

“Pontos Centrais.

X; (pH inicial); X, (Temperatura,®C); X; (KCl); X; (K,SOy); X5 MgSOy); Xs (CaCly); X, (sacarose), em g/L.
Y, (levana); Y, (etanol); AR (Agucares Redutores); AT (Agucares Totais); Sc (Substrato consumido), em mg/mL.

Tempo de fermentacdo: 24 horas.
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Tabela 5.2 Matriz do delineamento fracionado 2" contemplando as 32 combinagdes, com 3
repeticdes no ponto central (pc), realizadas entre os niveis (-1) e (+1), para as respostas Y; e Y,
utilizando o meio caldo de cana-de-acticar (bloco 2) acrescido de sais minerais, fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracdo de sacarose e

temperaturas.
Varidveis independentes Respostas
Corridas gL - mg/mL
X, X X, X, X X, X, fli)il Biomassa Y; Y, AR AT Sc
01 1 1 1 -1 -1 1 -1 4.5 4,75 0,10 0,11 6,15 40,29 19,21
02 1 1 1 -1 -1 -1 1 4,53 5,09 0,24 0,16 6,63 229,24 20,76
03 -101 -1 1 -1 1 -1 4,77 4,48 0,06 0,86 6,84 31,16 18,84
04 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 4,61 0,58 0,04 3,38 5,26 39,24 10,76
05 1 1 -1 1 1 1 1 4,74 4,98 1,05 3,76 10,04 215,65 34,35
06 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 4,76 0,9 0,16 0,13 2,33 244,05 5,95
07 -101 1 1 -1 -1 -1 4,45 0,48 0,09 0,54 2,32 44,4 5,60
08 -1 -1 -1 1 1 1 1 3,93 0,98 0,52 0,32 2,60 246,36 3,64
09 1 -1 -1 -1 1 1 -1 5,91 4,95 0,23 0,07 6,32 29,99 20,01
10 1 1 1 1 1 1 -1 4,80 6,24 0,12 3,07 10,77 15,71 34,29
11 -1 -1 1 1 1 1 -1 4,5 0,56 0,10 2,90 4,85 40,64 9,36
12 1 1 S S e e | -1 4,64 6,62 0,47 0,10 8,02 22,95 27,05
13 1 -1 1 -1 1 -1 -1 6,17 3,99 0,05 0,06 5,35 33,93 16,07
14 -101 -1 -1 1 1 -1 4,25 0,97 0,05 0,51 2,78 42,35 7,65
15 1 1 1 1 1 -1 1 4,68 4,55 0,16 2,05 7,90 225,49 24,51
16 -101 1 1 -11 1 4,47 0,73 0,47 0,16 2,19 243,20 5,80
17 1 -1 -1 1 -11 -1 5,04 3,7 0,30 0,53 5,53 34,37 15,63
18 1 -1 -1 1 -1 -1 1 5,96 5,96 0,22 0,37 7,63 225,57 24,43
19 1 -1 1 1 -1 1 1 5,16 1,96 0,95 8,89 12,15 214,54 35,46
20 1 -1 -1 -1 1 -1 1 6,38 8,6 0,33 0,62 10,52 214,65 35,35
21 1 1 -1 -1 -1 1 1 5,02 8,0 0,20 0,64 9,94 217,16 32,84
22 -1 1 -1 1 -1 -1 4,12 0,81 0,04 1,06 3,17 45,97 4,03
23 -101 -1 1 -1 -1 1 4,29 1,42 0,32 0,60 3,32 243,40 6,60
24 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 4,06 0,62 0,05 2,01 3,93 43,30 6,70
25 -1 -1 1 1 1 -1 1 4,32 0,51 0,73 0,53 2,34 241,15 8,85
26 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 4,41 1,81 0,59 0,91 4,02 241,26 8,74
27 -101 -1 -1 1 -1 1 4,23 0,94 0,69 0,81 3,05 2378 12,20
28 1 1 -1 1 1 -1 -1 5,31 7,19 0,07 0,07 8,56 21,10 28,90
29 I -1 1 -1 1 1 1 6,16 8,28 0,48 3,80 13,38 205,0 45,0
30 -101 1 -1 1 1 1 4,30 2,40 0,62 0,95 4,65 238,83 11,17
31 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 4,60 2,96 0,23 0,22 4,48 37,71 12,29
32 1 -1 1 1 -1 -1 -1 6,51 9,31 0,06 2,09 12,27 6,43 43,57
33" 0 O 0 0 0 o0 0 4,72 7,70 0,27 0,93 9,93 218,0 32,0
34" 0 0 0 0 0 0 0 4,69 5,77 0,24 1,46 8,53 2223 27,70
35" 0 O 0 0 0 O 0 4,65 5,18 0,26 3,17 9,65 219,51 30,49

“"Pontos Centrais.

X; (pH inicial); X, (Temperatura,’C); X; (KC); X; (K,SO,); X5 MgSOy); X5 (CaCly); X, (TST), em g/L.
Y; (levana); Y, (etanol); AR (Agtcares Redutores); AT (Actcares Totais); Sc (Substrato consumido), em mg/mL.

Tempo de fermentacdo: 24 horas.
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Tabela 5.3 Matriz do delineamento fracionado 2" contemplando as 32 combinagdes, com 3
repeticdes no ponto central (pc), realizadas entre os niveis (-1) e (+1), para as respostas Y; e Y,
utilizando o meio melaco de cana-de-agucar de alta qualidade — HTM (bloco 3) acrescido de sais
minerais, fermentado por Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH,
concentracio de sacarose e temperaturas.

Varidveis independentes Respostas
Corridas gL - mg/mL
X, X X, X, X X, X, fli)il Biomassa Y; Y, AR AT Sc
01 1 1 1 -1 -1 1 -1 4,90 7,97 0,08 0,003 9,35 18,04 31,96
02 1 1 1 -1 -1 -1 1 5,22 7,31 1,37 0,063 9,98 216,49 33,51
03 -101 -1 1 -1 -1 5,04 0,75 0,10 0,361 2,15 47,58 242
04 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 4,98 0,49 0,12 0,002 1,91 48,74 1,22
05 1 1 -1 1 1 1 1 5,13 5,30 2,75 0,021 9,35 220,53 29,47
06 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 5,37 1,33 1,83 0,072 4,46 239,12 10,88
07 -101 1 1 -1 -1 -1 4,90 0,87 0,18 0,021 2,35 47,86 2,14
08 -1 -1 -1 1 1 1 1 5,32 1,88 1,01 0,318 4,19 239,13 10,87
09 1 -1 -1 -1 1 1 -1 6,34 2,01 0,18 0,067 3,49 41,71 8,29
10 1 1 1 1 1 1 -1 4,78 4,56 0,23 0,003 6,09 31,53 18,47
11 -1 -1 1 1 1 1 -1 4,95 0,87 0,17 0,014 2,34 47,89 2,11
12 1 1 S S e e | -1 4,89 2,49 0,20 0,001 3,99 39,84 10,16
13 1 -1 1 -1 1 -1 -1 6,68 4,50 0,20 0,085 6,0 31,72 18,28
14 -101 -1 -1 1 1 -1 4,83 1,02 0,16 0,010 2,48 45,75 4,25
15 1 1 1 1 1 -1 1 5,17 5,21 1,86 0,015 8,37 223,57 26,43
16 -101 1 1 -11 1 5,18 3,40 2,23 0,022 6,93 229,88 20,12
17 1 -1 -1 1 -11 -1 6,38 3,96 0,23 0,061 5,49 33,87 16,13
18 1 -1 -1 1 -1 -1 1 5,86 1,93 0,73 0,100 3,96 241,45 8,55
19 1 -1 1 1 -1 1 1 5,94 2,29 2,12 0,345 5,71 234,13 15,87
20 1 -1 -1 -1 1 -1 1 5,90 1,73 1,39 0,520 4,42 238,39 11,61
21 1 1 -1 -1 -1 1 1 5,37 3,26 2,83 0,008 7,39 228,06 21,94
22 -1 1 -1 1 -1 -1 4,97 0,81 0,08 0,099 2,19 48,01 1,99
23 -1 -1 1 -1 -1 1 5,34 2,26 1,96 0,018 5,52 234,92 15,08
24 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 4,99 1,37 0,16 0,103 2,83 44,26 5,74
25 -1 -1 1 1 1 -1 1 541 1,0 1,99 0,013 4,29 240,03 9,97
26 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 5,25 3,0 0,97 0,014 5,27 237,02 12,98
27 -101 -1 -1 1 -1 1 5,33 1,84 2,16 0,012 5,30 236,15 13,85
28 1 1 -1 1 1 -1 -1 5,01 4,29 0,17 0,016 5,76 36,65 13,35
29 I -1 1 -1 1 1 1 6,01 1,39 1,94 0,009 4,63 238,61 11,39
30 -11 1 -1 1 1 1 5,32 2,57 2,28 0,054 6,15 232,83 17,17
31 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 5,04 1,31 0,07 0,003 2,68 44,69 5,31
32 IS 1 1 -1 -1 -1 6,37 2,57 0,09 0,063 3,88 39,57 10,43
33" 0 O 0 0 0 o0 0 5,46 0,9 0,48 0,018 2,68 147,2 2,80
34" 0 0 0 0 0 0 0 5,39 0,78 0,42 0,012 2,50 147,58 2,42
35" 0 O 0 0 0 O 0 5,5 1,17 0,44 0,015 291 144,87 5,13

“"Pontos Centrais.

X; (pH inicial); X, (Temperatura,’C); X; (KC); X; (K,SO,); X5 MgSOy); X5 (CaCly); X, (TST), em g/L.
Y; (levana); Y, (etanol); AR (Agtcares Redutores); AT (Actcares Totais); Sc (Substrato consumido), em mg/mL.

Tempo de fermentacdo: 24 horas.
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Tabela 5.4 Matriz do delineamento fracionado 2" contemplando as 32 combinagdes, com 3
repeticdes no ponto central (pc), realizadas entre os niveis (-1) e (+1), para as respostas Y; e Y,
utilizando o meio melago de cana-de-acucar (bloco 4) acrescido de sais minerais, fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracdo de sacarose e

temperaturas.
Varidveis independentes Respostas
Corridas gL - mg/mL
X, X X, X, X X, X, fli)il Biomassa Y; Y, AR AT Sc
01 1 1 1 -1 -1 1 -1 4,87 7,62 0,18 nd 9,10 19,34 30,66
02 1 1 1 -1 -1 -1 1 5,37 7,02 0,60 0,021 8,92 221,29 28,71
03 -101 -1 1 -1 -1 5,19 0,32 0,30 0,120 1,83 48,70 1,30
04 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 4,77 0,23 0,22 nd 1,84 48,92 1,08
05 1 1 -1 1 1 1 1 5,38 4,98 0,75 0,007 7,03 229,85 20,15
06 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 5,00 1,03 0,78 0,024 3,11 245,08 4,92
07 -101 1 1 -1 -1 -1 4,65 0,89 0,26 0,007 2,45 47,69 2,31
08 -1 -1 -1 1 1 1 1 5,04 2,09 0,73 0,106 4,12 240,80 9,20
09 1 -1 -1 -1 1 1 -1 5,95 2,21 0,25 0,023 3,76 41,16 8,99
10 1 1 1 1 1 1 -1 5,15 4,07 0,40 nd 5,77 33,32 16,68
11 -1 -1 1 1 1 1 -1 4,67 0,99 0,27 0,004 2,56 47,48 2,52
12 1 1 S S e e | -1 4,92 1,99 0,10 nd 3,39 41,94 8,06
13 1 -1 1 -1 1 -1 -1 6,28 4,63 0,37 0,030 6,30 31,09 08,91
14 -101 -1 -1 1 1 -1 5,25 1,00 0,41 0,003 2,71 45,09 491
15 1 1 1 1 1 -1 1 5,46 5,21 0,50 0,006 7,01 228,66 21,34
16 -101 1 1 -11 1 5,24 3,14 0,70 0,007 5,14 236,74 13,26
17 1 -1 -1 1 -11 -1 6,46 3,55 0,44 0,020 5,29 35,36 16,64
18 1 -1 -1 1 -1 -1 1 5,56 1,36 0,38 0,033 3,04 244,26 5,75
19 1 -1 1 1 -1 1 1 5,51 1,99 1,01 0,115 4,30 329,01 10,99
20 1 -1 -1 -1 1 -1 1 5,48 1,50 0,63 0,173 3,33 243,20 6,80
21 1 1 -1 -1 -1 1 1 5,51 3,27 1,96 0,003 6,53 230,85 19,15
22 -1 1 -1 1 -1 -1 4,29 0,75 0,15 0,033 2,20 48,20 1,8
23 -1 -1 1 -1 -1 1 5,23 2,18 0,55 0,006 3,71 240,73 9,27
24 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 5,11 1,10 0,31 0,035 2,71 45,25 4,75
25 -1 -1 1 1 1 -1 1 5,00 1,15 0,28 0,004 2,73 245,12 4,88
26 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 5,06 3,01 0,54 0,004 4,85 237,42 12,58
27 -101 -1 -1 1 -1 1 5,13 1,75 0,34 0,004 3,39 242,66 7,34
28 1 1 -1 1 1 -1 -1 5,06 4,06 0,42 0,005 5,78 33,34 16,66
29 I -1 1 -1 1 1 1 4,87 1,21 0,94 0,003 3,45 244,10 5,90
30 -11 1 -1 1 1 1 5,21 2,50 1,20 0,018 2,86 236,40 13,60
31 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 4,85 1,36 0,29 nd 3,90 44,27 5,73
32 IS 1 1 -1 -1 -1 6,64 2,19 0,12 0,021 4,32 41,12 8,88
33" 0 O 0 0 0 o0 0 5,35 0,50 0,48 0,006 2,28 147,52 2,48
34" 0 0 0 0 0 0 0 5,61 0,56 0,55 0,004 241 147,21 2,79
35" 0 O 0 0 0 O 0 5,41 1,54 0,51 0,004 3,35 143,33 6,67

“"Pontos Centrais.

X; (pH inicial); X, (Temperatura,’C); X; (KC); X; (K,SO,); X5 MgSOy); X5 (CaCly); X, (TST), em g/L.
Y; (levana); Y, (etanol); AR (Agtcares Redutores); AT (Actcares Totais); Sc (Substrato consumido), em mg/mL.

nd (ndo determinado).

Tempo de fermentagdo: 24 horas.
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5.1 PRODUCAO DE SORBITOL COM O MEIO SINTETICO, CALDO DE
CANA-DE-ACUCAR E MELACOS DE CANA-DE-ACUCAR

De acordo com as condicdes de fermentacdo testadas com os diferentes meios de
producdo, a partir de Zymomonas mobilis CCT 4494, observou-se que ndo houve a quantificacdo
de sorbitol nas amostras do caldo fermentado apds as andlises realizadas em cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE). Este fato pode ser justificado pela sintese de levana e etanol
durante o processo de fermentacdo, pois a presenca destes compostos, segundo a literatura,
influencia no metabolismo de Zymomonas mobilis CCT 4494 e, conseqiientemente, na producao
de sorbitol. Zachariou e Scopes (1986); Barrow e colaboradores (1984) e Bertasso (1996)
relataram que, dependendo das condicdes oferecidas a fermentacdo, tais como a temperatura de
incubacio, aeracdo, presenca de fons e outros componentes e o pH do meio, a rota metabdlica de
Zymomonas mobilis pode ser modificada e, com isso, influenciard o microrganismo a produzir
outros produtos como acetaldeido, acetoina, dcido acético, glicerol, lactato, manitol, levana e
rendimentos altos em etanol.

Segundo Barrow e colaboradores (1984), quando as células de Zymomonas mobilis estao
submetidas em condi¢des de estresse, como alta concentragdo de agucares, a enzima GFOR
fornece a célula alta concentra¢do de sorbitol (um novo soluto para a célula), para contrapor os
efeitos de desidratacdo provocada pela alta osmolaridade externa. Possivelmente, as varidveis
independentes estudadas (temperatura de incubacgdo, pH inicial, sais minerais e fonte de carbono
presente no meio de fermentagdo) nos processos fermentativos realizados nesta pesquisa, nao
foram as adequadas para que as células de Zymomonas mobilis CCT 4494 se submetessem a uma
condicdo de estresse ocasionando, conseqiientemente, a inativacao da atividade da enzima GFOR
e ativagdo de outras enzimas (sacarase extracelular, levanasacarase) responsaveis pela producao
de produtos como etanol e levana, conforme relatado anteriormente (SPRENGER, 1996;

ZACHARIOU; SCOPES, 1986; BARROW et al., 1984; BERTASSO, 1996).
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O efeito de diferentes condi¢cdes de cultivo para a producdo de sorbitol, principalmente as
relacionadas a altas concentracdes de acucares sobre a atividade metabdlica de Zymomonas
mobilis, foi estudado por diversos pesquisadores. Bertasso (1996) estudou alguns pardmetros que
interferem na biotransformacao de frutose em sorbitol e constatou a manuten¢do da atividade da
enzima glicose-frutose-oxidoredutase (GFOR) por longos periodos, com perda de 21% de
atividade, ap6s 340 horas do término do processo em batelada. A avaliacdo de concentragdes
iniciais de substratos (So) entre 100,0 e 750,0 g/L. mostrou valores mdximos na eficiéncia de
conversdo de até 91,8% em sorbitol, para uma concentracdo de glicose e frutose de 750,0 g/L.
Vignoli (2003) verificou as varidveis importantes na producdo de sorbitol através de
planejamento estatistico e observou que as condi¢des Otimas de cultivo encontradas por
envolveram a utilizacdo de células imobilizadas, no tempo de fermentacdo de 36 horas, na faixa
de concentracdo de sacarose de 200,0 a 300,0 g/L. Estudos conduzidos por Doelle e Greenfield
(1985) sugeriram que o pH pode ser um pardmetro muito importante para controlar a relacio de
conversdo para sorbitol. Estes autores determinaram que a relacdo de sacarose para formacgado de
sorbitol varia significativamente com as condi¢des de cultivo, por exemplo, pH controlado de 5,0
e concentragdo inicial de sacarose de 288,0 g/L. favorece a formacgdo de sorbitol; entretanto pH

proximo de 6,0 parece favorecer a formacéao de frutose.

5.2 PRODUCAO DE LEVANA E ETANOL COM O MEIO SINTETICO

Foi analisado o bloco 1, original do planejamento experimental 2’7, correspondente ao
meio sintético adicionado de sacarose e sais minerais, em diferentes valores de pH e temperatura
de incubacdo durante 24 horas de fermentacdo, a 200 rpm, a partir de Zymomonas mobilis CCT
4494,

Pelo modelo estatistico proposto foi possivel calcular: as estimativas dos efeitos; o grau
de significancia; as correlagdes entre as varidveis (p) e os coeficientes da regressido, conforme

demonstrados nas Tabelas 5.5 e 5.6, para levana (Y;) e etanol (Y>), respectivamente.
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Os modelos mateméticos obtidos para a obtencao das respostas levana (Y;) e etanol (Y>),

com o bloco 1 (meio sintético), estdo representados pelas equagdes parciais resumidas 5.1 e 5.2.

Yi=X3.0,727 + X4 . 0,675 + X5 .1,293 + X7 .1,232 + Xs X7 . 0,688 + 1,243 5.1)

Y>=X,.4,524 + X3.5,928 - X4 . 7,001 - X5.8,487 + X7.16,96 + X; X, . 4688 + X;
X7.6,465 + X5 X7 . 4,603 — X3 Xy . 4,479 — X3 X5 . 5,584 — X3 X6 . 5,017 + X3 X7 .

8,324 + X4 Xs . 4,011 - X5X7. 3,875 + 19,361 (5.2)

De acordo com o modelo matemadtico, os resultados obtidos com Zymomonas mobilis
CCT 4494 a partir do bloco 1, demonstraram que o baixo valor de p encontrado para os

interceptos (Y; e Y>) indicou que os niveis foram bem escolhidas e que os coeficientes de

. : , 5 T
regressdo da equagio descreveram o experimento acima de 90% de confianga (¥ = 0,9969 e "*=

= 0,9743), para ambos 0s casos.

O bom desempenho do modelo adotado também pdde ser confirmado por ndo haver
desvio significativo de regressao (p>0,05), tanto para Y; e Y>.

A maior producdo de levana (4,5 mg/mL) foi obtida nas condi¢des de cultivo da corrida
16: 200 rpm, por 24 horas; pH 4; temperatura 40°C; KCI 18,0 g/L; K,SO4 18,0 g/L; MgS0O;4 5,0
g/L; CaCl, 11,0 g/l e sacarose 250,0 g/l (Tabela 5.1). A massa do biopolimero formada
correspondeu a 1,8% do substrato inicial presente no meio sintético.

Sutherland (1999) aborda que existem vérios fatores que podem influenciar na sintese do
produto desejado e, dependendo das condicdes de fermentacdo empregadas no processo (pH,
temperatura, fonte de carbono, tempo de incubagdo, etc.), o rendimento do biopolimero podera
reduzir ou aumentar. De acordo com o relato, foi observado que a massa de levana obtida neste
experimento foi proxima a obtida por Viikari (1984), o qual relatou que 2,0% da sacarose (ATi)

foram convertidos em levana, e por Rogers e colaboradores (1982) os quais observaram que
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10,0% da sacarose, aproximadamente, foram convertidos para levana por Zymomonas mobilis
ATCC 31821. Ainda, Carlos (1991) realizou ensaios de fermentacao conduzidos em processo de
batelada utilizando seis linhagens de Zymomonas mobilis (AG11, CP4, P4, Z-1-81, Z-1-87 e Z-1-
88) e verificou que a melhor linhagem produtora de levana precipitdvel foi a Z-1-81, por
apresentar maior capacidade de conversdo de substrato a levana, formando 3,7 g/L. de levana
(expressa como frutose).

Conforme relatado por Belaich e Senez (1965), varios constituintes sdo utilizados nio
somente como fontes de energia para o desenvolvimento de Zymomonas mobilis, mas também
como blocos construtivos para biossintese de levana. Os resultados apresentados na Tabela 5.5
mostram que, para a producdo de levana (Y;), as varidveis independentes: KCl, K,SO4, CaCl, e
sacarose e a interacdo CaCl, e sacarose foram significativas (p<0,05) e, influenciaram de maneira
positiva (Coeficiente>0), tornando-se os principais fatores para a obtencdo de melhores
rendimentos do produto desejado na fermentacio por Zymomonas mobilis CCT 4494.

Tabela 5.5 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os

coeficientes de regressdo para a resposta levana (Y;), utilizando o meio

sintético acrescido de sais minerais, fermentado por Zymomonas mobilis
CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracio de sacarose e

temperaturas.
Variaveis Y:
Efeitos p Coceficientes

Intercepto 1.243 0.000 1.243
X; 0,031 0,916 0,015
X, 0,012 0,966 -0,006
X5 0,727 0,018 0,364
X4 0,675 0,027 0,337
Xs 0,477 0,11 0,239
X5 1,292 0,000 0,646
X, 1,232 0,000 0,616
XsX; 0,688 0,036 0,344

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KCI); X4 (K;SO4); X5 MgSOy); X6 (CaCly); X7 (sacarose) e Y; (levana).
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Com o auxilio da metodologia de superficie de resposta pode observar-se, na Figura 5.1,
que a sintese de levana foi proporcional ao aumento da concentracdo da fonte de carbono
sacarose. Nas menores concentracdes de sacarose comercial (80,0 a 180,0 g/L) a producdo do
biopolimero permaneceu constante, sendo de aproximadamente 1,0 mg/mL, e nas maiores (180,0
a 250,0 g/L), acréscimo de 50% na massa de levana, havendo producio de 2,0 mg/mL de levana
com a mdxima concentragdo do substrato testado. Algumas pesquisas também concluiram que
altas concentracdes de sacarose inicial influenciam na formacdo do biopolimero durante o
processo fermentativo com linhagens de Zymomonas mobilis, considerando as condicdes de
fermentacdo empregadas em cada uma. Viikari e Gisler (1986) variaram a concentrac@o inicial
de sacarose (50,0; 100,0 e 150,0 g/L) e obtiveram méaxima formacgao de levana com 150,0 g/L. de
substrato para a cepa Zymomonas mobilis estudada. Vinhas (1999) comparou diversas linhagens
de Zymomonas mobilis utilizando sacarose em altas concentracdes, a temperatura de 25°C por 72
horas. Os resultados mostraram que a melhor bactéria produtora foi a linhagem de Zymomonas
mobilis ZAG-12, e que as melhores condi¢cdes de fermentagdo foram com a concentracido de

sacarose inicial de 200,0 g/L.
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Figura 5.1 (a) Superficie de resposta para producido de levana (mg/mL) ao redor da
concentra¢do 6tima de sacarose comercial (g/L) e temperatura de incubacido
(°C) (Levana (mg/mL) = 0,3388-0,0007%x+0,0062*y); (b) Superficie de
resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da concentragio 6tima de

sacarose comercial (g/L) e pH do meio de fermentacdo (Levana (mg/mL) =
0,2694+0,0081*x+0,0062*y).

60
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Apesar de constar na literatura que o pH e a temperatura sejam fatores que influenciam
no rendimento de polissacarideos, estas varidveis estudadas ndo foram consideradas como
parametros relevantes na produgdo do biopolimero levana. Este fato também foi observado por
Silva (1996), ao estudar a influéncia do pH na produc¢do de levana por Zymomonas mobilis ZAG-
12, na faixa de 4,5 a 6,0, em meio contendo 250,0 g/L de sacarose a 25°C. Este autor observou
que ndo houve resultados satisfatérios sobre a producao deste biopolimero quando ajustado o pH
inicial do meio de fermentacdo. Na Figura 5.1, observou-se que independente da faixa de
temperatura de incubacdo e do pH inicial do meio de fermentagdo, as concentragdes de levana
produzida ficaram em torno de 1,0 a 1,5 mg/mL.

Virias pesquisas também foram realizadas com o objetivo de observar a influéncia de
diferentes constituintes, além da fonte de carbono, presentes no meio de fermentacdo sobre o
crescimento de Zymomonas mobilis e o mecanismo de acdo de diferentes enzimas responsaveis
pela producdo de levana, devido ao fato de vérias enzimas da via Entner Doudoroff requererem
cofatores como magnésio, célcio, potdssio para a produg¢do do biopolimero (HOPPNER;
DOELLE, 1983). Bekers e colaboradores (2000) pesquisaram o efeito de altas concentra¢des de
sal durante a fermentac@o de sacarose (10,0%) por Zymomonas mobilis 1135, e verificaram que a
concentracdo de 0,6M da solucdo de NaCl levou ao aumento da sintese de oligossacarideos.
Vigants e colaboradores (1996), utilizando diferentes concentracdes de NaCl e KCI,
demonstraram que esses sais proporcionaram aumento significativo na produtividade especifica
de levana. Posteriormente, estes mesmos pesquisadores, avaliaram o aumento da adi¢do de sais
na atividade de levanasacarase de Zymomonas mobilis e relataram que 0,4 M de NaCl aumentou
a produtividade em 1,2 vezes, sugerindo ativacao direta da levanasacarase por cloreto de sddio in
vitro. A influéncia de fons também foi observada por Jerez (1993), quando estudou o efeito da
variacdo da concentracdo de potdssio e verificou que a taxa de desenvolvimento e a quantidade

de levana formada foram proporcionais ao aumento da concentracio de potassio.
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Resultados semelhantes foram encontrados nesta pesquisa pois, além de sacarose
comercial presente no meio de fermentacdo, a sintese de levana foi proporcional ao aumento da

concentracdo de CaCl, (1,0 a 11,0 g/L), KCl (5,0 a 18,0 g/L) e KxSO4 (5,0 a 18,0 g/L).

Nas Figuras 5.2 e 5.3 pode-se visualizar que as maiores concentragdes do biopolimero

encontraram-se nas maiores concentracdes dos

sais testados, que influenciaram
significativamente na formagdo do biopolimero.

RIAL L

Figura 5.2  Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da

concentracdo 6tima de sacarose comercial (g/L) e CaCl, (g/L) (Levana
(mg/mL) = -0,4573+0,1292*x+0,0062*y).
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(b)

Figura 5.3 (a) Superficie de resposta para producido de levana (mg/mL) ao redor da
concentracio 6tima de sacarose comercial (g/L) e KCI (g/L) (Levana (mg/mL)
= -0,3254+0,056*x+0,0062*y); (b) Superficie de resposta para producdo de
levana (mg/mL) ao redor da concentracdo 6tima de sacarose comercial (g/L) e
K,SO4 (Levana (mg/mL) = -0,2778+0,0518*x+0,0062*y).



64

Os resultados da andlise da produgcdo de etanol por meio da andlise de varidncia
(ANOVA) mostraram que a maior producdo de etanol (76,6 mg/mL) foi obtida nas condi¢des de
cultivo de: 200 rpm, por 24 horas; pH 8; temperatura 40°C; KCI 18,0 g/L; K;SO4 5,0 g/L;
MgS0,4 5,0 g/L; CaCl, 1,0 g/L e sacarose 250,0 g/L (Tabela 5.1), correspondente ao experimento
2. Esta concentracdo é superior as relatadas por outros autores como, por exemplo,
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999), os quais produziram etanol com cepas de Zymomonas
mobilis B4286 e dois mutantes (ZML1 e ZML?2), obtidos através do tratamento com NTG (N-
metil N’nitroso guanidina), e atingiram a producdo maxima de etanol de 55,1; 41,0 e 44,2 g/L,
respectivamente, em 24 horas de fermentagdo, a 30°C, com concentra¢io de sacarose de 150,0
g/L, e ainda observaram que os mutantes ZML1 e ZML2 possuiram taxas de producio de etanol
significativamente menores que a cepa natural.

As Figuras 5.4 e 5.5 mostram os cromatogramas correspondentes a producdo de etanol,

referentes ao maior (76,6 mg/mL) e ao menor valor (1,91 mg/mL), por Zymomonas mobilis CCT

4494, ap6s 24 horas de fermentacio, com o bloco 1 (meio sintético).

250—
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1004 / COVs
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2,02 2,13 2,25 2,37 2,50 2,62 2,75 2,87 3,03

Figura 5.4 Cromatograma de Compostos Organicos Volateis (COVs) e etanol obtidos na
corrida 2, utilizando o meio sintético fermentado, por Zymomonas mobilis
CCT 4494.



65

34,0 -

30,0
] etanol
27,5

25,0

22,5

20,01 min|
L A o e e LA A A S S T S LA B
1,87 2,00 2,12 2,25 2,37 2,50 2,62 2,75 2,87 3,00

Figura 5.5 Cromatograma de Compostos Organicos Volateis (COVs) e etanol obtidos
na corrida 11, utilizando o meio sintético fermentado, por Zymomonas
mobilis CCT 4494,

De acordo com o planejamento experimental para etanol observou-se, na andlise de
variancia (ANOVA) realizada com o auxilio do software Statistica 6.0 que, além da fonte de
carbono sacarose, outros constituintes influenciaram na fermentagao alcodlica, com Zymomonas
mobilis CCT 4494,

As varidveis independentes significativas (p<0,05) foram: temperatura; KCI e sacarose,
com influéncia positiva (Coeficiente>0) e K;SOs e CaCl,, com influéncia negativa

(Coeficiente<0) sobre a resposta, conforme mostra a Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta etanol (Y»), utilizando o meio
sintético acrescido de sais minerais, fermentado por Zymomonas mobilis
CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracio de sacarose e
temperaturas.

Variaveis Y,

Efeitos p Coeficientes
Intercepto.  19.63  0.000 19,631

X; 1,820 0,254 0,910
X, 4524 0,014 2,262
X; 5,928 0,003 2,964
X, -7,007 0,001 -3,503
Xs -1,980 0,217 -0,990
X4 -8,487 0,000 4,244
X, 16,96 0,000 8,480
X; X, 4,688 0,012 2,344
X, X, 6,465 0,002 2,232
X X7 4,663 0,012 2,331
X; X, 4,479 0,015 -2,239
X;Xs  -5,584 0,005 2,792
X;Xs  -5,017 0,008 -2,508
X; X5 8,324 0,000 4,162
X4 X5 4011 0,025 2,005
Xs X5 -3,875 0,029 -0,758

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KC); Xy (KxS0y); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X7 (sacarose) e Y5 (etanol).

As diferentes faixas de concentra¢do de sacarose e da temperatura de incubagdo testadas
no processo fermentativo foram significativas para a producio de etanol. A producdo de etanol
foi proporcional ao aumento das varidveis citadas, podendo ser observada, na Figura 5.6, que a
faixa de temperatura entre 30,0 e 40,0°C e 250,0 g/L de substrato, foram as melhores condi¢des
de fermentagdo para Zymomonas, favorecendo a sintese do produto em concentragdes entre 30,0
e 35,0 mg/mL.

Os resultados deste trabalho mostraram-se compativeis com os citados por Borrego e
colaboradores (1987), que estudaram o efeito da temperatura nos parimetros cinéticos de
fermentacdo por Zymomonas e encontraram, na faixa de temperatura de 25,0 a 35,0°C, que a
produtividade de etanol permaneceu constante, em aproximadamente 49,0 g/L.h, e que estes

valores reduziram em temperatura menores que 25,0°C. Lyness e Doelle (1980) também
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observaram variacdo na producdo de etanol na faixa de 30,0 a 42,5 g/L, em funcdo da variacdo
da temperatura em meio utilizando sacarose (200,0 g/L), sendo que para faixa de temperatura

entre 30,0 e 35,0°C encontraram concentracdo de etanol de 69,5 g/L. para Zymomonas mobilis 71

e de 66,1 g/L para Zymomonas mobilis Z10.
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Figura 5.6 Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo Otima de sacarose comercial (g/L) e temperatura (°C)
(Etanol (mg/mL) = -0,398+0,2407#x+0,0865*y).

A Figura 5.7 mostra concentragdo de etanol obtido no meio contendo diferentes
concentracdes de sacarose em relagcdo ao pH inicial testado. Observou-se que a sintese do
produto (10,0 — 30,0 g/L) foi proporcional ao aumento da concentracdo do substrato (50,0 -

250,0 g/L) e que a variacdo do pH inicial (4,0 — 8,0) ndo apresentou significAncia sobre a

resposta.
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Figura 5.7 Superficie de resposta para produgcdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de sacarose comercial (g/L) e pH (Etanol (mg/mL) =

3,592+0,5384*x+0,0865*y).

Apesar da concentragdo de etanol (76,6 mg/mL) obtida no experimento 2 ser superior a
valores citados na literatura, observou-se pela andlise de superficie de resposta, que as maiores
concentracdes do produto estavam no intervalo de 30,0 a 35,0 mg/mL, considerando todas as
varidveis para sua otimizagdo. Esta reducdo estd relacionada a vdrios fatores que interferem no
metabolismo fermentativo da bactéria (CROMIE; DOELLE, 1981).

Estudos ressaltam a importincia do controle de alguns pardmetros de fermentacdo na
formacao dos subprodutos para aumentar o rendimento alcodlico (DIEZ et al., 1991). De modo
geral, na literatura consta que a producio de etanol € favorecida em valores de pH entre 4,5 ¢ 7,0
e que o controle do pH inicial é importante para que se possa maximizar a produgdo de etanol e
reduzir a formacdo de outros subprodutos, como levana e sorbitol (KANNAN et al., 1997).
Nesta pesquisa, as concentracdes baixas de etanol obtidas nos meios de cultura foram inferiores
aos encontrados na literatura. Possivelmente, esse fato ocorreu pela falta do controle do pH

inicial durante todo processo fermentativo, possibilitando desvio no metabolismo celular e
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ocasionado, conseqiientemente, condi¢des propicias a formacdo do biopolimero (TANO;
BUZATO, 2002). Relagcao similar foi descrita por Diez e colaboradores (1991), os quais
relataram em sua pesquisa que o controle do pH é fator muito importante na hidrélise da
sacarose e, portanto, na formacdo de etanol, concluindo ainda, que os rendimentos fermentativos
foram superiores na fermentacdo com controle de pH.

As varidveis CaCl,, KCl e K,SO,4 foram significativas tanto para obtencdo de levana
quanto para etanol no meio contendo sacarose comercial. A sintese de etanol foi proporcional ao
aumento de KCl, entretanto, verificou-se que CaCl, e K,SO4, em concentra¢des superiores a 5,5
g/Le 11,5 g/L, respectivamente, foram inibidores da fermentagdo alcodlica. As Figuras 5.8 ¢ 5.9

mostram a superficie de resposta para etanol ao redor da concentragdo 6tima de sacarose

comercial (g/L) em relacao ao efeito destas varidveis.

Ly fradysemd

I 30
[ ]20
B 1o

Figura 5.8 Superficie de resposta para produgdo de etanol (mg/mL) ao redor dos valores

o6timos da concentracdo de sacarose comercial (g/L) e KCl (g/L)
(Etanol (mg/mL) = 1,3226+0,4783*x+0,0865*y).
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(a) Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de sacarose comercial (g/L) e K»SO4 (Etanol (mg/mL) =
13,3357-0,5663*x+0,0865*y); (b) Superficie de resposta para producio de
etanol (mg/mL) ao redor da concentracdo 6tima de sacarose comercial (g/L)
e CaCl, (g/L) (Etanol (mg/mL) = 12,1154-0,8821*x+0,0865*y).
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Congregado e colaboradores (1985) consideram que o desenvolvimento total do
microrganismo depende da natureza dos fatores limitantes, e que o pH € um dos fatores mais
comuns juntamente com a exaustdo dos nutrientes e do acimulo de produtos téxicos. Este fato
pode ser observado em nosso experimento, pois, o pH inicial do meio de fermentagdo foi a inica
varidvel independente que influenciou significativamente (p<0,05) o crescimento de Zymomonas
mobilis CCT 4494 (Tabela 5.7). A metodologia de superficie de resposta mostrou nitidamente a
influéncia positiva do pH inicial em relacio a concentracio de biomassa, resultando em
concentracdes entre 2,0 e 3,5 mg/mL, com pH 7,5 e 8,5, e menor que 2,0 g/L, para pH inicial

menor que 7,0 (Figura 5.10).

Tabela 5.7 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta biomassa, utilizando o meio
sintético acrescido de sais minerais, fermentado por Zymomonas mobilis
CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracio de sacarose e

temperaturas.
Variaveis Biomassa
Efeitos p Coeficientes

Intercepto  1.554 0.000 1.554
X; 1,902 0,000 0,951
X, 0,252 0,507 0,126
X; 0,135 0,720 0,067
X, -0,798 0,056 -0,399
Xs -0,756 0,068 -0,378
Xs 0,116 0,757 0,058
X, 0,275 0,471 0,137
X, X5+ -1,077 0,016 -0,538
X;Xs 0,957 0,027 0,478
X, X,,  -0,951 0,028 0,475
XsX; 0,907 0,034 0,453

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KCD); Xy (K5S0y); X5 MgSO,); Xs (CaCly); X, (sacarose) .



72

L
=]

>
(=]

B
=)

L_Wm" RREFATAE

B 2
= 1

Figura 5.10 Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentragdo 6tima de sacarose comercial (g/L) e pH (Biomassa (mg/mL) =

-1,5057+0,4756*x+0,0014*y).

Analisando a superficie de resposta para biomassa ao redor da concentracdo 6tima do
substrato e da temperatura, estes ndo foram fatores considerdveis no desenvolvimento das células
de Zymomonas mobilis CCT 4494, pois entre 20,0 e 40,0 °C com concentragdo de sacarose entre
100 e 250,0 g/L, houve pouco acréscimo da biomassa (1,5 para 1,8 mg/mL de biomassa),
conforme mostrado na Figura 5.11. Este fato poderia estar relacionado a uma possivel inibi¢ao
causada por eventual falta de nutriente necessirio para o crescimento da bactéria, apesar dos
diferentes sais acrescentados ao meio de fermentagdo (ELZINGER, 1996).

A inclusdo de extrato de levedura no meio de cultivo poderia fornecer as vitaminas
necessarias ao crescimento de Zymomonas mobilis (FEIN et al., 1983), como também favorecer
a sintese de levana. Ernandes (2006) obteve concentragdo celular de 2,0 g/L. com a auséncia de
extrato de levedura no meio de producdo, mas esta foi proporcional ao aumento do extrato no
meio obtendo concentracdo de 12,6 g/l de biomassa com 10,0 g/L de extrato. O mesmo autor

relatou que para a sintese de levana ha necessidade de adicdo do extrato de levedura ao meio de
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cultura, porém em quantidades adequadas, evitando assim a influéncia negativa deste na
producao de levana.

2

E importante salientar que Zymomonas mobilis CCT 4494 apresentou alta tolerancia as
elevadas concentracdes de substrato testado, devido a sua elevada capacidade de regulacdo
osmotica e ao eficiente sistema de transporte de glicose (STRUCH et al., 1991). A glicose é
transportada em alta velocidade através da membrana plasmatica, sendo sua condugdo facilitada
pelo sistema de difusdo. Assim, a concentragdo intracelular rapidamente alcanga nivel limite em

relacdo as concentragdes externas de glicose (BELAICH et al., 1968). A pressdo osmdtica

extracelular pode ser rapidamente balanceada pela concentracdo intracelular de acgucares.

Il 1,857
.75
s

Figura 5.11 Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo Otima de sacarose comercial (g/L) e T (°C) (Biomassa

(mg/mL) = 0,9693+0,0126*x+0,0014*y).
Virios trabalhos descrevem que a taxa de desenvolvimento celular de Zymomonas
mobilis pode ser influenciada de acordo com as concentracdes usadas de fons potdssio,

magnésio, célcio, sédio e cloro. A presenca dos sais minerais, quando interagiram com outra

varidvel do meio de fermentacdo contendo sacarose comercial, também influenciaram
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significativamente no crescimento de Zymomonas mobilis CCT 4494 (Tabela 5.7). A interacdo
entre as varidveis X; X (KCL e CaCl,) e X5 X7 MgSO, e sacarose) ocasionaram efeito positivo
sobre a producido de biomassa, no entanto, quando associadas X; Xs (pH e MgSO.) e X4 X5
(K2SO4 e CaCly), estas causaram efeito inibidor para Zymomonas. A influéncia do efeito destas
varidveis também foi relatada por outros pesquisadores, como por exemplo Ernandes (2006), que
observou em sua pesquisa que a alta concentracdo de potdssio proporcionou maior taxa de
desenvolvimento de duas linhagens de Zymomonas mobilis (CCT 4494 e CP4) e de Bacillus
subtilis. Jerez (1993) estudou o efeito da variacdo da concentracdo de potdssio e verificou que a
taxa de desenvolvimento e a quantidade de levana formadas s@o proporcionais ao aumento da
concentracdo de potdssio até a concentracdo de 10,0 g/L. Além disso, vérias enzimas da via
Entner Doudoroff requerem cofatores como magnésio, célcio, potdssio para a producio de
levana. Hoppner e Doelle (1983) reportaram que o cdlcio e 0 magnésio ativam a enzima piruvato
descaboxilase em Zymomonas, enquanto Bekers e colaboradores (2000) observaram que potéssio
ativa a enzima piruvato quinase.

Analisando os valores de pH finais do caldo de fermentacdo obtido apds o processo
fermentativo com o meio sintético, observou-se que o pH final determinado no caldo de
fermentacdo obtido com o meio sintético (bloco 1) variou na faixa de 3,6 a 6,8 (Tabela 5.1).
Valores semelhantes foram observados por Doelle e colaboradores (1989), que relataram que o
pH final depois de 3 dias, a temperatura de 30°C em meio padrdo, ficou entre 4,8 a 5,2, e que
esta reducgdo representa a formacao de 4cidos e a tolerancia do microrganismo a valores de pH

baixos (WENDT, 2001).

As maiores concentracdes de biomassa encontraram-se nos valores de pH finais entre 4,5
a 6,0, e o crescimento celular de Zymomonas mobilis decresceu nos valores finais abaixo de 4,5.
Os resultados obtidos estdo de acordo com Doelle e colaboradores (1989), que relataram que o

pH, dentro de certos limites (6,5 a 8,0), tem pouca influéncia na taxa de desenvolvimento, mas
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pode influenciar o nimero total de bactérias, no entanto, valores de pH extremamente baixos
(menores que 4,5) podem levar o microrganismo rapidamente a morte.

Para o biopolimero levana, suas maiores concentragdes ocorreram nos valores de pH
finais entre 4,0 a 5,0. Resultados contraditérios foram observados por Park e Baratti (1993), que
relataram que pH variando entre 4,0 a 5,0 na fermenta¢do ocasiona bom desenvolvimento celular
e diminui¢do na produgdo de levana. Além destes, estudos realizados por Lyness e Doelle (1980,
1983) e Doelle e colaboradores (1989) concluiram que altos valores de pH (acima de 5,0) devem
inibir a producdo da enzima levanasacarase, responsiavel pela formacdo de levana por
Zymomonas mobilis. Crittenden e Doelle (1994) estudaram a atividades levanasacarase da
Zymomonas mobilis UQM 2716 e concluiram que para a formacao de levana o valor de pH 5,5
foi melhor. Posteriormente, Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) obtiveram maior producao

de levana em pH inicial de 5,0 do que em pH 6,0 e 7,0.

5.3 PRODUCAO DE LEVANA E ETANOL COM O MEIO CALDO DE CANA-
DE-ACUCAR

O grande interesse pela bactéria Zymomonas mobilis, como produtora de levana e etanol,
tem levado muitos pesquisadores a realizar estudos sobre fermentacdo utilizando diferentes
substratos, condi¢cdes de fermentacdo e processos, a fim de aumentar a sua produtividade.

A informagdo disponivel em relagdo a trabalhos realizados utilizando matérias-primas
naturais é muito limitada. A utilizacdo de substratos alternativos regionais e de baixo custo torna-
se muito interessante por sua facilidade de aquisicao e custo relativamente baixo.

A influéncia das varidveis foi estudada nas respostas levana (Y;) e etanol (¥2) usando o
delineamento estatistico 2" e as estimativas dos efeitos relativos, o grau de significincia, a

correlacdo entre as varidveis (p) e os coeficientes de regressdo estdo apresentadas nas Tabelas 5.8



76

e 5.9, respectivamente, a partir do bloco 2, correspondentes a fermentacdo de meio caldo de
cana-de-actcar por Zymomonas mobilis CCT 4494 apés 24 horas de fermentagao.
Conforme o ocorrido no meio sintético (bloco 1), o baixo valor de p encontrado para os

interceptos (Y; e Y2) indicou que os niveis foram bem escolhidos e que os coeficientes de

regressao da equacdo descreveram acima de 85% o experimento (TY'— = 0,9966 e T2 - 0,8775),

para ambos os casos, com o meio fermentativo caldo de cana-de-agtcar (bloco 2). Além disso, o
bom desempenho do modelo adotado pode ser confirmado por ndo haver desvio significativo
regressao (p>0,05), tanto para Y; e Y.

Os modelos matemadticos obtidos para a produgdo de levana (Y;) e etanol (Y>), com o

bloco 2, estdo representados pelas equagdes parciais resumidas 5.3 e 5.4.

Y[ =X6. 0,149 +X7.0,354 +X1X4 . 0,061 + X[Xg . 0,079 - X1 X7 . 0,073 - X2X3 .
0,097 - X, X5 . 0,074 + X4 X5 . 0,087 + X, X7 . 0,094 + X5 X7. 0,132 + Xs X7 . 0,106
- X1 X53X5.0,079 + X; X, Xs.0,163 + X, X, X7.0,083 +X; X5 Xs.0,105 + 0,303

(5.3)

Y =X, 1,122 + X, X5. 1,061 + X; Xs. 1,01 + X; X7. 1,331 + 1,367 5.4

Os resultados indicaram que Zymomonas mobilis CCT 4494 dispde de mecanismos
bioquimicos reguladores da producdo de levana, como substancia de reserva tempordria, quando
ha alta disponibilidade de frutose no caldo de fermentagdo. Para isso, ele pode utilizar-se da
atividade levanase para formacdo do biopolimero (ANANTHLAKSHMY; GUNASEKARAN
1999). A méxima produgdo de levana foi de 1,05 mg/mL nas melhores condi¢des fermentativas
estudadas com as varidveis independentes para a sintese de levana (pH 8; temperatura 40°C; KC1
5,0 g/L; K»SO4 18,0 g/L; MgSO4 20,0 g/L; CaCl, 11,0 g/ e TST 250,0 g/L), correspondente a

corrida 5 (Tabela 5.2).
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Concentragdes similares de produgdo de levana nas fermentacdes do caldo de cana foram
encontrados por Tano e Buzato (2002), os quais relataram valores de 1,66; 2,54 e de 3,85 g/L,
em pH inicial de 5,4; 5,9 e 6,3, respectivamente. Os autores verificaram que, comparativamente,
as producdes de levana em pH 5,9 e 6,3 representaram, respectivamente, aumento em 53 e 130%
com relacdo ao pH inicial 5,4 (referéncia = 100%). Outros autores, empregando diferentes cepas
de Zymomonas mobilis verificaram que a produgdo de levana foi bastante diversificada.
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) alcangaram valores de 12,6 g/ com 150,0 g de
sacarose/L, em 16 horas, a partir de Zymomonas mobilis B-4286. Por outro lado, Yoshida e
colaboradores (1990) utilizaram a mesma concentracdo de sacarose e obtiveram producdes de
levana de 35,0 g/L, com Zymomonas mobilis IN-17-10 e de 3,1 g/, com Zymomonas mobilis
IFO 13757, em 3 dias, valendo ressaltar que nestes trabalhos, o substrato acrescentado ao meio
de fermentacao foi a sacarose e ndo o caldo de cana in natura.

Os valores do exopolissacarideo obtidos com o meio caldo de cana-de-agicar foram
inferiores aos obtidos com o sintético. Esse fato também foi observado por outros pesquisadores
que estudaram diferentes meios de fermentacao para a sintese de levana. Borsari (2004) estudou
as condi¢des de produgdo de levana por Zymomonas mobilis CP4, através de delineamentos
estatisticos, variando a concentracio e tipo de substrato, forma de cultivo, suplementacdo com
dcido pantoténico, extrato de levedura, cloreto de sédio e a técnica de permeabilizacio celular.
Inicialmente, foi aplicado um planejamento 2% onde as varidveis foram: concentracdo de caldo de
cana-de-acucar e sacarose € tipo de fermentacdo. Um segundo planejamento 2% foi usado para
confirmar a importincia do caldo de cana, e um dltimo delineamento fatorial fracionado 2+ foi
utilizado para selecionar as varidveis: concentra¢do de 4cido pantoténico, cloreto de sédio e
extrato de levedura. Os resultados indicaram que o processo por batelada alimentada ndo
melhorou a produgdo de levana, pois a mdxima concentracio de levana obtida foi de 40,14 g/L
em 150,0 g/L" de sacarose e a adicio de caldo de cana-de-acdcar ndo foi estatisticamente

significativa para formacdo de levana, sendo que este meio estimulou a producdo de biomassa,
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sorbitol e etanol.

Observou-se pela andlise de varidncia (ANOVA), realizada com o auxilio do software
Statistica 6.0, que apenas as varidveis independentes CaCl, e TST foram significavas (p<0,05) e
influenciaram de maneira positiva (Coeficiente>0) na producdo de levana com o caldo de cana-
de-agucar, sendo estas varidveis consideradas importantes na sintese do biopolimero quando o
meio contendo sacarose comercial foi testado. Relacionando as interagdes entre as varidveis,
vérias afetaram significativamente (p<0,05) a formacdo do biopolimero (Tabela 5.8).

Tabela 5.8  Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os

coeficientes de regressdo para a resposta levana (Y;), utilizando o meio
caldo de cana-de-agicar acrescido de sais minerais, fermentado por

Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracdo
de sacarose e temperaturas.

Variaveis Y,
Efeitos )/ Coeficientes

Intercepto’  0.303  0.000 0.303

X, 0,016 0,433 0,008
X; 0,013 0,965 0,010
X; 0,036 0,134 0,018
Xy 0,045 0,084 0,022
Xs 0,047 0,077 0,023
X5 0,149 0,003 0,074

X, 0,354 0,000 0,177

X, X, 0,061 0,041 0,030
X;Xs+ 0,079 0,021 0,039
X; X, -0,073 0,025 -0,037
XX;5  -0,097 0,012 -0,048
X;Xs 0,074 0,024 -0,037
Xs X6 0,087 0,016 0,043
XX, 0,09 0013 0,047
Xs X7: 0,132 0,005 0,066

Xs X7 0,106 0,009 0,053
X;X;Xs_ -0,079 0,021 -0,039
X:X4Xs 0,163 0,003 0,081
X X4X; 0,083 0,018 0,041
X;XsXs 0,105 0,009 0,052

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KC); Xy (KxS04); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X, (TST) e Y; (Ievana).
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Considerando a metodologia de superficie de resposta observou-se que a mdaxima
producdo de levana (0,58 mg/mL) ocorreu nas maiores concentracdes de CaCl, (7,0-11,0 g/L) e
de substrato (220,0 - 250,0 g/L), resultado semelhante ao ocorrido no experimento com meio
contendo sacarose comercial. As demais varidveis ndo tiveram influéncia significativa na
produgdo do biopolimero (Figuras 5.12 e 5.13).

A metodologia de superficie de resposta mostrou que o pH inicial e a temperatura nio
foram varidveis significativas na formacdo do biopolimero. Observou-se que as maximas
concentracdes de levana, localizadas na regido de TST (220,0 - 250,0 g/L) priorizando a
producdo do biopolimero, ndo foram influenciados pela faixa de temperatura de incubagdo
testada (20,0 e 40°C) e nem pelos valores de pH iniciais (4,0 e 8,0) (Figura 5.14). Estas
condi¢des de fermentacdo foram compativeis aos resultados obtidos com o meio contendo
sacarose comercial. Entretanto, descordam com os obtidos por Tano e Buzato (2002) ao
concluirem que, na fermenta¢do do caldo de cana em alta concentracdo de agucar inicial (150,0
g/L) com Zymomonas mobilis ATCC 31821, a produgdo de levana foi superior quando o pH
inicial foi de 6,1 em rela¢do aos pH iniciais de 5,4 ¢ 5,9. Ainda, Sérvulo e Franca (1986), em
estudo realizado variando-se a concentracdo de agucar no caldo de cana de 10,0 até 100,0 g/L,
encontraram que o teor alcodlico foi similar na faixa de temperatura de 25 a 35°C e que o pH

6timo de fermentacdo foi entre 5,0 e 6,0.
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Figura 5.12 (a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-agucar (g/L) e CaCl, (g/L)
(Levana (mg/mL) = -0,0522+0,0147*x+0,0018*y); (b) Superficie de
resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da concentracdo Stima

de TST do caldo de cana-de-acticar (g/L) e K;SO, (Levana (mg/mL) = -
0,0044+0,0035*x+0,0018*y).
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Figura 5.13 (a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-acticar (g/L) e KCI (g/L)
(Levana (mg/mL) = 0,0686-0,0028*x+0,0018*y); (b) Superficie de resposta
para producdo de levana (mg/mL) ao redor da concentracdo 6tima de TST

do caldo de cana-de-acicar (g/L) e MgSO, (Levana (mg/mL) = -
0,0042+0,0032*x+0,0018*y).
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Figura 5.14 (a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-agucar (g/L) e pH do meio
de fermentacdo (Levana (mg/mL) = 0,0106+0,0042*x+0,0018%y); (b)
Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-agucar (g/L) e temperatura
de incubagdo (°C) (Levana (mg/mL) = 0,0631-0,0009%x+0,0018*y).
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As diferentes condi¢des de fermentacdo empregadas em cada experimento ocasionaram
variagdo na concentracdo de etanol (0,05 e 8,89 mg/mL), sendo que a maior concentragdo foi
obtida nas condi¢gdes de cultivo testadas no experimento 19 (200 rpm, por 24 horas; pH 8;
temperatura 20°C; KCI 18,0 g/L; K>SO, 18,0 g/L; MgS0,4 5,0 g/L; CaCl, 11,0 g/ e TST 250,0
g/L) (Tabela 5.2). Este valor é inferior aos relatados por outros autores como Rogers e
colaboradores (1982), os quais obtiveram producdes de etanol superiores a 25,0 mg/mL com a
mesma concentragdo do substrato utilizado em nossa pesquisa.

As Figuras 5.15 e 5.16 mostram dois cromatogramas, correspondentes a maior (8,89

mg/mL, corrida 19) e menor (0,058 mg/mL, corrida 13) producao de etanol.

20,50—
v

etanol

19,00+
18,00+

17,00+

T T T T min|
16,001 T T T T T T T T T T T T
1,88 2,00 2,10 2,20 2,30 2,40 2,50 2,60 2,70 2,80 2,90 3,00 3,12

Figura 5.15 Cromatograma de Compostos Organicos Volateis (COVs) e etanol obtidos
na corrida 19, utilizando o meio caldo de cana-de-actcar fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494.
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Figura 5.16 Cromatograma de Compostos Organicos Voldteis (COVs) e etanol obtidos
na corrida 13, utilizando o meio caldo de cana-de-actcar fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494,

Para producio de etanol (Y>), apenas a varidvel independente X, (K,SO,) e as intera¢des
X; X5 (pH e KCl); X; Xs (pH e CaCly) e X; X7 (pH e TST) foram significativas (p<0,05) e

influenciaram de maneira positiva (Coeficiente>0) na obtencdo da resposta (Tabela 5.9).

Tabela 5.9  Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta etanol (Y>), utilizando o meio
caldo de cana-de-agicar acrescido de sais minerais, fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracio
de sacarose e temperaturas.

Variaveis Y,
Efeitos )/ Coeficientes

Intercepto  1.368 0.000 1.368
X, 0,657 0,153 0,329
X, 0,711 0,125 -0,356
X; 0,698 0,132 0,349
X 1,122 0,026 0,561
Xs 0,350 0,427 0,175
Xs 0,820 0,083 0,410
X; 0,445 0,318 0,223
X, X5 1,061 0,033 0,531
X1 X5 1,100 0,028 0,550
X, X, 1,331 0,012 0,665

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KCD); X, (KxS0y); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X (TST) e Y; (Ievana).



85

Cacdo (1999) realizou um estudo utilizando o planejamento fatorial de 2 niveis
eqiiidistantes e de 3 varidveis, para determinar as melhores condi¢cdes de cultivo quanto a
temperatura (25 e 35°C), agitacdo (0 e 150 rpm) e concentra¢do de sélidos totais no caldo de
cana (100,0 e 200,0 g/L); e 3 repeticdes no ponto central onde a temperatura foi de 30°C,
agitacdo de 150 rpm e concentragdo de agicar total no caldo de cana de 250,0 g/L, para produgdo
de etanol e sorbitol. Este autor observou que altas concentragdes de aguicares no caldo de cana
estimularam a producdo de etanol e sorbitol. Os cultivos estdticos proporcionaram a melhor
producdo de sorbitol e etanol, porém, em cultivos com agitacdo e a temperatura testada ndo
foram varidveia significativas para a producao de etanol e sorbitol. Em nossa pesquisa observou-
se comportamento similar ao apresentado por Cacdo (1999) relativa a temperatura, visto que esta
se mostrou uma varidvel significativa para produgio de etanol. E importante salientar que, apesar
da varidvel temperatura ndo ser significativa, houve reducio na sintese de etanol de 2,0 para 1,0

mg/mL, a partir de temperaturas superiores a 36°C (Figura 5.17).
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Figura 5.17 Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-aguicar (g/L) e T (°C)
(Etanol (mg/mL) = 2,1-0,0356%x+0,0022*y).
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Tano e Buzato (2003) avaliaram a producdo de etanol em caldo de cana com alta
concentracio inicial de aguicar (150,0 g/L) fermentado por Zymomonas mobilis, rico em sais
minerais, adicionado de 5,0 g de extrato de levedura e incubado a 28°C, durante 48 horas, a 180
rpm, e pH de 5.4. Estes pesquisadores concluiram que os niveis relativamente elevados de alguns
sais inorganicos, especialmente cloreto de potédssio e alguns fons como célcio e magnésio,
apresentaram efeito inibidor significativo na fermentagcdo, além da competi¢do de outros
microrganismos que progrediram nele. Os resultados obtidos por estes pesquisadores
contrapdem-se aos encontrados em nossa pesquisa pois, embora os valores de pH iniciais ndo
tenham sido expressivos para a producdo de etanol, quando associados as varidveis concentracao
de KCl, CaCl, e TST, estas influenciaram positivamente o rendimento de etanol. De acordo com
o estudo da metodologia de superficie de resposta, a produgdo de dlcool foi de aproximadamente
2,17 mg/mL com as maiores concentragdes de KCL (18,0 e 20,0 mg/mL); CaCL, (10,0 e 11,0

g/L), TST (230,0 e 250,0 g/L) e de pH iniciais (7,0 a 8,0) (Figuras 5.18 e 5.19).
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Figura 5.18 Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo O6tima de KCl (g/L) e pH (Etanol (mg/mL)= -
0,2345+0,1641#x+0,0537*y).
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Figura 5.19 (a) Superficie de resposta para produgdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo Otima de CaCl, (g/L) e pH
(Etanol (mg/mL) = -0,1095+0,1641*x+0,082*y); (b) Superficie de resposta
para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da concentragdo 6tima de TST do

caldo de cana-de-acicar (g/L) e pH (Etanol (mg/mL) =
0,0487+0,1641*x+0,0022*y).
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O efeito das varidveis pH, temperatura e concentracdo de substrato utilizadas para o
desenvolvimento de Zymomonas mobilis, foi semelhante nos meios sintético e caldo de cana.
Apenas a varidvel pH teve influéncia significativa, sendo considerado como melhor faixa os
valores entre 7,0 e 8,0, para ambos os meios testados. As Figuras 5.20 e 5.21 mostram as
superficies de resposta para biomassa ao redor da concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-
de-acicar e de sacarose comercial em relacdo ao pH inicial e temperatura de incubacio,
respectivamente.

Houve redugdo significativa na sintese de levana e etanol com o substrato alternativo
(caldo de cana) em relagdo ao meio contendo sacarose comercial. As concentracdes maximas de
levana (1,5 mg/mL) e etanol (8,89 mg/mL) no meio alternativo corresponderam a 33,3% e
11,6%, respectivamente, dos mdximos valores obtidos com o meio sintético (4,5 mg/mL e 76,6
mg/mL, respectivamente). Comparando-se as superficies de reposta, entretanto, € nitido que o
caldo de cana proporcionou maior produc¢io de biomassa (Figuras 5.20 e 5.21).

Resultados semelhantes em relacdo a concentracdo da biomassa utilizando sacarose
comercial e caldo de cana também foram observados por diversos pesquisadores como Han e
Watson (1992), Falcao de Morais e colaboradores (1993) e Bekers e colaboradores (2001).
Oliveira (2004) relatou em sua pesquisa que, embora o caldo de cana-de-agticar produza em
torno de 28,72% a menos de levana em comparagdo a sacarose comercial, a producdo de
biomassa no caldo é 2,76 vezes maior que com sacarose comercial, o que poderia justificar a
producdo acoplada de levana e biomassa utilizando Zymomonas mobilis. O mesmo autor justifica
que isto, possivelmente, esteja relacionado com a presenca de outros compostos no caldo de

cana-de-actcar e que poderiam ter inibido a formag¢do do biopolimero e de etanol.
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Figura 5.20 (a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-aciicar (g/L) e pH
(Biomassa (mg/mL) = -2,9663+1,1409%x-0,0003*y); (b) Superficie de
resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentracdo

otima de sacarose comercial (g/L) e pH (Biomassa (mg/mL) = -
1,5057+0,4756*x+0,0014*y).
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Figura 5.21 (a) Superficie de resposta para producio de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do caldo de cana-de-agicar (g/L) e T (°C)
(Biomassa (mg/mL) = 3,5062+0,0124*x-0,0003*y); (b) Superficie de
resposta para produgdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentracido

o6tima de sacarose comercial (g/L) e T (°C) (Biomassa (mg/mL) =
0,9693+0,0126*x+0,0014*y).
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A presenca de compostos organicos volateis (COVs) no meio de fermentacio, tais como
dcido acético, formico ou propidnico, furfural, fenol, indol, nitratos, clorofenolatos, acidos
alifaticos, aromadticos e etc., podem ser responséveis pela inibicdo da produgdo do biopolimero e
do etanol (FEIN et al., 1983). De acordo com a literatura, Zymomonas mobilis forma quantidades
insignificantes de produtos secunddrios como acetaldeido, acetoina, dcido acético, glicerol,
lactato, levana, manitol e sorbitol, e rendimentos altos em etanol. No entanto, dependendo do
tipo de fermentacdo, os rendimentos em etanol podem ser reduzidos quando hd quantidades
significativas de COVs liberados na fermentacdo (VIIKARI; GISLER, 1986).

A presenca destes compostos poderia justificar a reduc@o da producdo etanol, uma vez
que existe a possibilidade do desvio do metabolismo microbiano e, também, do efeito inibitério
provocado por estes componentes (COVs) sobre a fermentacdo alcodlica. Estas afirmacdes
podem ser observadas nos cromatogramas obtidos para determinacdo de etanol, onde podemos
observar que, além da presenca deste, hd também outros compostos e que, dependendo das
condi¢des fermentativas, estes se apresentaram em maior ou menor concentracao em relacdo ao
etanol. As Figuras 5.22 e 5.23 mostram os diferentes compostos (COVs e etanol) presentes no
caldo de fermentagdo, tanto com o meio sintético (bloco 1) quanto com o caldo de cana-de-

actcar do (bloco 2).
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Figura 5.23 Cromatograma de Compostos Organicos Volateis (COVs) e etanol, utilizando o

meio caldo de cana-de-aguicar fermentado por Zymomonas mobilis CCT 4494.
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5.4 PRODUCAO DE LEVANA E ETANOL COM OS MEIOS MELACOS DE
CANA-DE-ACUCAR

Foram analisados os blocos 3 e 4, originais do planejamento experimental 2"
correspondente aos meios HTM e melaco de cana-de-agicar, respectivamente, adicionados de
sais minerais em diferentes valores de pH e temperatura de incubagdo, durante 24 horas de
fermentacao a 200 rpm.

Os modelos matemadticos obtidos para a obten¢do das respostas levana (Y;) e etanol (Y>),
a partir de Zymomonas mobilis CCT 4494, com o bloco 3 (meio HTM), estdo representados
pelas equagdes parciais resumidas 5.5 e 5.6 e, com o bloco 4 (melaco), pelas equagdes 5.7 € 5.8,

respectivamente.

Yi=+X, .0,352 + X7 . 01,700 + X; X5 0,377 — X2X3,0,365 + X5 X70,355 + 0,954
(5.5)

Y)=-X,X5. 0,074 -X2 X5. 0,081 + X4 X5 . 0,105 + X, X5 Xy. 0,086 + 0,073 (5.6)

Yi=+Xs.0,272 + X7 . 0,463 + 0,512 5.7

Y=-X,X,.0,024 - X, X;. 0,026 + X4 X5 . 0,035 + X; X5 X,. 0,029 + 0,024  (5.8)

Pelo modelo estatistico proposto foi possivel calcular: as estimativas dos efeitos; o grau
de significincia; as correlacdes entre as varidveis (p) e os coeficientes da regressdo, conforme
demonstrados nas Tabelas 5.10 e 5.11, para levana (Y;) e nas Tabelas 5.12 e 5.13, para etanol
(Y2), com os meios HTM e melago de cana-de-agucar, respectivamente.

Conforme o ocorrido com os meios sintético e caldo de cana-de-agtcar, observou-se que
o baixo valor de p encontrado para os interceptos (¥; e Y>) indicou que os niveis foram bem

escolhidos e que o bom desempenho do modelo adotado também pode ser confirmado por nao
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haver desvio significativo da regressdo (p>0,05), tanto para Y; quanto para Y,, em ambos os
melacos testados.

A partir do meio melago de cana-de-actcar, os coeficientes de regressdo da equacdo
descreveram o experimento acima de 80% (T'*”t- = (0,8236) para levana e de 90% (Ti;: = 0,9741),

-

para etanol. Com o meio HTM, os valores foram acima de 95% (Tﬁ_ = 0,9687 e T = 0,9777),
para ambos os produtos.

No planejamento experimental realizado com os melagos pode observar-se na andlise de
varidncia (ANOVA), realizada com o auxilio do software Statistica 6.0, que as condi¢des de
cultivo (200 rpm, por 24 horas; pH 8; temperatura 40°C; KCl 5,0 g/L; K,SO4 5,0 g/L; MgSO,4
5,0 g/L; CaCl, 11,0 g/LL e sacarose 250,0 g/L) testadas no experimento 21 foram consideradas
como os melhores pardmetros para a producdo de levana. Nestas, a concentracdo do
exopolissacarideo obtido com o melaco HTM, foi de 2,83 mg/mL e de 1,96 mg/mL com o
melaco (Tabelas 5.3 e 5.4). Tais concentracdes sdo préximas das obtidas por Oliveira e
colaboradores (2004), que estudaram a fonte de carbono melago de cana-de-agicar e observaram
que ocorreu produgao de levana de 2,53 g/L'l.

Os resultados da andlise da producdo de levana por meio da andlise de varidncia
(ANOVA) mostraram que no meio HTM (bloco 3), além de TST presente, a temperatura de
incubacdo também foi significativa (p<0,05) e, das interacdes entre as varidveis, X; Xs (pH e
CaCly); X> X; (temperatura e KCl) e X, X5 (temperatura e CaCl,) foram as que afetaram

significativamente a formacgdo do biopolimero (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos p e os
coeficientes de regressdo para a resposta levana (Y;), utilizando o meio
melaco de cana-de-agicar de alta qualidade — HTM acrescido de sais
minerais, fermentado por Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes
valores de pH, concentragdo de sacarose e temperatura.

Variaveis Y;
Efeitos P Coeficientes

Intercepto.  0.954  0.000 0.953
X, 0,069 0,561 0,034
X, 0,352 0,013 0,176
X; 0,087 0,462 0,043
Xy 0,015 0,898 0,007
Xs 0,109 0,364 0,054
Xs, 0,191 0,127 0,095
X, 1,700 0,000 0,850
X, X5 0,377 0,009 0,188
X X5 0,365 0,011 -0,182
XX, 0,355 0,012 0,177

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;

(KCD); Xy (K5S04); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X, (TST) e Y, (Ievana).

Com o auxilio da metodologia de superficie de resposta foi possivel observar que as

maiores concentragdes de levana (1,2-2,0 mg/mL) encontradas no meio HTM ocorreram nas

concentracdes acima de 180,0 g/ de TST, temperatura entre 30,0 e 40,0°C, concentracdo de

KCl entre 16,0 e 18,0 g/L e de CaCl,, entre 9,0-11,0 g/L (Figuras 5.24 e 5.25).
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Figura 5.24 (a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracdo oOtima de TST do melaco de cana-de-agicar - HTM (g/L) e
temperatura  de  incubacdo  (°C) (Levana (mg/mL) = -
0,8276+0,017*x+0,0084*y); (b) Superficie de resposta para producdo de
levana (mg/mL) ao redor da concentracio 6tima de CaCl, (g/L) e

temperatura de incubacao O (Levana (mg/mL) =
0,3308+0,017*x+0,0179*y).
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Figura 5.25 a) Superficie de resposta para levana (mg/mL) ao redor da concentracio
6tima de KCI (g/L) e temperatura de incubacdo (°C) (Levana (mg/mL) =
0,3308+0,017*x+0,0179*y); b) Superficie de resposta para levana (mg/mL)
ao redor da concentracdo Otima de CaCl, (g/L) e pH do meio de
fermentagdo (Levana (mg/mL) = 0,7564+0,0141*x+0,0179*y).
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Analisando o efeito das varidveis independentes e o grau de significAncia nos processos
fermentativos com o meio melaco (bloco 4), observou-se que apenas as varidveis independentes
CaCl, e TST foram significativas (p<0,05) e influenciaram positivamente (Coeficiente>0) a
produgdo de levana (Y;), resultado similar ao do caldo de cana-de-agtcar (bloco 2) (Tabela 5.11).
Na Figura 5.26 observou-se que a sintese do biopolimero foi proporcional ao aumento da

concentracio de CaCl, e TST.

Tabela 5.11 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos p e os
coeficientes de regressdo para a resposta levana (Y;), utilizando o meio
melaco de cana-de-agicar acrescido de sais minerais, fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracio
de sacarose e temperatura.

Variaveis Y;
Efeitos )/ Coeficientes

Intercepto.  0.512 0.000 0.512
X; 0,107 0,326 0,053
X, 0,079 0,466 0,039
X; 0,017 0,874 -0,008
X, -0,107 0,326 -0,053
X 0,041 0,699 -0,020
X5 0272 0,027 0,136
X, 0,463 0,001 0,231

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KCD); Xy (K5S0y); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X, (TST) e Y, (levana).
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Figura 5.26 Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentragdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agicar (g/L) e CaCl,
(g/L) (Levana (mg/mL) = 0,0016+0,0272*x+0,0023*y).

E importante destacar que TST presente nos melacos foi uma varidvel que se destacou
significativamente das demais. A metodologia de superficie de resposta mostrou que foram
obtidos baixos valores de levana (0,1 a 0,5 mg/mL) em concentragdes inferiores a 180,0 g/L. do
substrato. Na Figura 5.27 verificou-se que a sintese maxima do biopolimero foi de 1,5 mg/mL,
com 250,0 g/L. de TST presente no melago HTM, comportamento similar ocorrido com o melago
de cana-de-agtcar e com o meio contendo sacarose comercial. Além disso, a faixa de pH inicial
estudada em todos os meios de fermentacdo nao influenciou significativamente a producdo do
biopolimero e, embora a temperatura de incubagio também seja um pardmetro importante para o
controle fermentativo esta foi considerada uma varidvel relevante para sintese de levana apenas
quando o meio HTM foi testado. Os resultados do exopolissacarideo obtido com os meios de
fermentacdo testados (sintético, caldo e melagos de cana-de-agicar) mostraram-se similares aos
encontrados na literatura. Baixas temperaturas (30°C) conduzem a uma maior indugdo da
levanasacarase responsdvel pela producdo de levana, a qual exibe sua melhor atividade

hidrolitica entre 35 e 40°C (LYNESS; DOELLE, 1983) e que Zymomonas pode crescer em
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contragdes relativamente elevadas de agicar (ROGERS et al., 1980; DOELLE; GREENFIELD,
1985).
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Figura 5.27 (a) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentracio 6tima de TST do melago de cana-de-acucar - HTM (g/L) e pH
do meio de fermentacdo (Levana (mg/mL) = -0,402+0,0141*x+0,0084*y);
(b) Superficie de resposta para producdo de levana (mg/mL) ao redor da
concentragdo 6tima de TST do melago de cana-de-aguicar (g/L) e pH do
meio de fermentacdo (equacdo: Levana = 0,0039+0,0269%x+0,0023*y).
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Analisando os melagos de cana-de-agicar para producdo de etanol (Y>), ndo houve
varidvel independente significativa e, das interacdes, apenas X; X, (pH e temperatura); X> X7
(temperatura e TST); X4 X6 (KoSO4 e CaCly) e X; X3 Xy (pH, KCL e K»>SO4) foram significativas
(p<0,05) e influenciaram positiva (Coeficiente>0) ou negativamente (Coeficiente<0),
dependendo das condi¢des fermentativas testadas (Tabelas 5.12 e 5.13). Entretanto, a
metodologia de superficie de resposta mostrou que concentragdes acima de 150,0 g/L. de TST e
valores de temperaturas de incubacdo entre 20,0 e 36,0 °C foram as melhores condi¢des para
sintese de etanol (Figuras 5.28 e 5.29). Elzinger (1996) também observou que a temperatura de

34°C ¢é a mais apropriada para o crescimento de Zymomonas mobilis CP4 e produgdo de dlcool

em meio com melaco.
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Figura 5.28 Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mlL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agicar - HTM (g/L) e
temperatura (°C) (Etanol (mg/mL) = 0,1403-0,0033*x+0,0002*y).
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Figura 5.29 Superficie de resposta para producdo de etanol (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melago de cana-de-acticar (g/L) e
temperatura (C°) (Etanol (mg/mL) = 0,0466-0,0011*x+7,2812*y).

Tabela 5.12 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta etanol (Y»), utilizando o meio
melago de cana-de-agiicar de alta qualidade — HTM acrescido de sais
minerais, fermentado por Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes
valores de pH, concentracdo de sacarose e temperatura.

Variaveis Y,
Efeitos )/ Coeficientes

Intercepto. 0.073 0.006 0.073
X; 0,015 0,530 0,007
X; -0,066 0,054 -0,033
X; -0,047 0,118 -0,023
X, 0,017 0,490 0,008
Xs 0,000 1,000 0,000
Xs 0,069 0,770 0,003
X, 0,043 0,138 0,021
X/ X,© 0,074 0,041 -0,037
X X7 -0,081 0,033 -0,040
X;Xs 0,105 0,016 0,053
X, X;X, 0086 0,028 0,043

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KC); X, (K5S04); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X, (TST) e Y, (etanol).
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Tabela 5.13 Tabela ANOVA resumida referente a estimativa parcial dos efeitos, p e os
coeficientes de regressdo para a resposta etanol (Y>), utilizando o meio
melaco de cana-de-agicar acrescido de sais minerais, fermentado por
Zymomonas mobilis CCT 4494, em diferentes valores de pH, concentracdo
de sacarose e temperatura.

Variaveis Y,
Efeitos P Coeficientes
Intercepto  0.024  0.007 0.024
X; 0,005 0,538 0,003
X, 20,022 0,065 0,011
X; 0,015 0,138 -0,008
Xy 0,005 0,532 0,003
Xs 0,0002 0,980 0,000
X5 0,002 0,825 0,000
X, 0,015 0,155 0,007
X X, 0,024 0,049 -0,012
X X, 0,026 0,042 -0,013

X4X6: 0,035 0,020 0,017
X, X; X, 0,029 0,034 0,014

*Varidveis que influenciaram no processo fermentativo (p<0,05). X; (pH inicial); X, (Temperatura); X;
(KCD); Xy (K5S04); X5 MgSO,y); Xs (CaCly); X, (TST) e Y, (etanol).

A maior producdo de etanol nos melacos de cana-de-acucar foi obtida nas condi¢des de
cultivo correspondente ao experimento 20 (200 rpm, por 24horas; pH 8; temperatura 20°C; KCl
5,0 g/L; KxSO4 5,0 g/L; MgS0,4 20,0 g/L; CaCl, 1,0 g/ e TST 250,0 g/L) (Tabelas 5.3 e 5.4). A
sintese de etanol foi maior no meio HTM em relacdo ao melaco de cana-de-agicar. O HTM ¢é
definido como um xarope clarificado, parcialmente invertido para evitar a cristalizacdo e
evaporado a 85°Brix. A composicdo do melaco de alta qualidade difere notavelmente da
composicdo do melaco tradicional. Possue alto contetido de agicares, o que € interessante para a
produgdo de dlcool e baixo conteddo de cinzas pelo que é uma O6tima matéria-prima para
fabricagdo de rum (MURPHY, 1984). O conteido de P,0s, K,O, MgO, CaO e nitrogénio é
minima comparada com o melago de cana e de beterraba. Quanto ao conteido de fatores de
crescimento, a quantidade de inositol € baixissima, muito abaixo da quantidade requerida pelas
leveduras para bom rendimento em etanol (OLBRICH, 19874).

Verificou-se, entretanto, que nestes meios houve reducfo significativa na formagao de

etanol (0,520 mg/mL com HTM e de 0,173 mg/mL, com melago de cana-de-aguicar) quando
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comparada aos meios com sacarose comercial (76,6 mg/mL) e caldo de cana-de-acucar (8,89
mg/mL), considerando as melhores condi¢des de fermentacdo para cada um. Resultado similar
foi encontrado por Gunasekaran e colaboradores (1986), os quais estudaram a performance de
Zymomonas mobilis ATCC 10988 em diferentes concentracdes de aglicares presentes no melaco
de cana-de-actcar e observaram que a maxima producdo de etanol (3,35% v/v) foi com 15% de
concentracdo inicial de agicar e que, abaixo dessa concentracdo, a produgdo de etanol diminuiu
significativamente. Em geral, os autores concluiram que a habilidade das linhagens de
Zymomonas mobilis produzirem etanol a partir de melagos foi menor quando comparada com os
outros substratos (meio sintético e caldo de cana-de-agtcar).

Pouca informacdo existe na literatura em relagdo a producio de etanol por Zymomonas
mobilis utilizando melaco. Van Vuuren e Meyer (1982) utilizaram diferentes cepas de
Zymomonas mobilis e as comparou com S. cerevisiae, quanto a producido de etanol utilizando
melaco de cana-de-agicar em sistema descontinuo de fermentagdo. Segundo esses autores, a
habilidade de Zymomonas produzir etanol de melaco varia de cepa para cepa. Em baixa
concentracdo de acucar (5% p/v), Zymomonas compara-se favoravelmente com S. cerevisiae, ao
passo que em altas concentracOes de actcar (maior a 5% p/v) S. cerevisiae produziu
consideravelmente mais etanol que Zymomonas. A baixa eficiéncia obtida por Zymomonas, de
acordo como os autores, provavelmente ocorreu pela presenga de certos compostos no melaco
que sdo inibidores do crescimento e da producio de etanol.

E importante destacar que a literatura tem mencionado que o melago é uma matéria-prima
dificil de fermentar, devido principalmente a infec¢des primdrias ou secunddrias nos mostos,
composi¢cdo quimica anormal como presenca de dcidos graxos voldteis, quantidades excessivas
de caramelo e rafinose, dentre outras. Por outro lado, além de sacarose e de acticar invertido, o
melaco contém carboidratos ndo fermentesciveis. Estima-se que estes compostos sdo formados

pela reacdo entre compostos reativos dcidos e alcalinos durante a clarificagdo e tratamentos
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subseqiientes da fabricacdo de acticar, mas nfo se encontram originalmente no caldo de cana-de-
acucar (GUNASEKARAN et al.,1986).

A presenca dos compostos citados justificaria um dos vdrios motivos causadores do efeito
inibidor do melago sobre a fermentacdo alcodlica a partir de Zymomonas mobilis realizada nesta
pesquisa (SKOTNICKI et al., 1983; DOMINGUEZ, 2003). Segundo Oura (1983), o melago deve
ser tratado antes de ser utilizado em fermentagdo para precipitar alguns compostos inorganicos e
materiais em suspensdo e posteriormente deve ser suplementado com suficiente quantidade de
sais minerais e vitaminas. Além disso, as diferentes concentracdes dos sais minerais, escolhidas
como varidveis independentes para a fermentacdo com Zymomonas mobilis CCT 4494 nos
melacos de cana-de-agicar, em conjunto com 0s compostos quimicos provenientes do proprio
meio, poderiam interferir na sintese de etanol, podendo estes ter causado efeito inibidor no
processo fermentativo.

Apesar das varidveis independentes estudadas nesta pesquisa de doutorado ndo serem
significativas na produgdo de etanol, observou-se que altas concentragdes de KCI presentes nos
meios melagos de cana-de-actcar provocaram efeito inibidor da fermentacdo. Esta observacao é
semelhante aos resultados obtidos por Skotnicki e colaboradores (1983), os quais atribuiram o
baixo rendimento de etanol aos niveis relativamente altos de potdssio e magnésio. Van Vuuran e
Meyer (1982) relataram que o efeito inibidor do melago poderia estar relacionado a presenca de
altas concentracdes de fons Mg+2 e K'. Jerez (1993) conduziu um estudo sobre métodos e
condicdes de fermentacdo de melaco de cana-de-aguicar e observou que Ca” K" e CI" sio
inibidores do crescimento e fermentagdo por Zymomonas mobilis CP4.

A Figura 5.30 mostra o cromatograma correspondente a producdo de etanol e a presenca
de compostos organicos, referente a corrida 20, por Zymomonas mobilis CCT 4494, apés 24

horas de fermentagcao, com o bloco 3 (melaco de cana-de-acticar de alta qualidade - HTM).
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Figura 5.30 Cromatograma de Compostos Organicos Voldteis (COVs) e etanol,
utilizando o meio melaco de cana-de-acticar de alta qualidade fermentado
por Zymomonas mobilis CCT 4494.

O comportamento do crescimento de Zymomonas mobilis CCT 4494 mostrou-se de
maneira diferente dentre os meios de fermentacdo testados. Comparando-se as melhores
condi¢des fermentativas testadas em cada meio, o maior crescimento das células foi de 9,31
mg/mL no caldo de cana-de-acticar. Com os melagos, o maior valor foi de 7,97 mg/mL com o
meio HTM, sendo este semelhante ao encontrado no meio contendo sacarose comercial que foi
de 7,32 mg/mL.

E importante ressaltar que os valores de pHs iniciais dos meios melacos de cana-de-
acicar assim como a temperatura de incubacdo testada durante o processo fermentativo
influenciaram significativamente (p<0,05) no crescimento de Zymomonas mobilis CCT 4494. A
andlise de superficie de resposta mostrou que a biomassa foi proporcional ao aumento das
variaveis, sendo a faixa de pH inicial entre 7,0 a 8,0 e temperatura acima de 36°C consideradas

como as melhores condigdes para o crescimento da bactéria, havendo produgdo de até 4,0 g/L de

biomassa (Figuras 5.31 e 5.32).
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Figura 5.31 (a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melago de cana-de-acucar - HTM (g/L) e pH
do meio de fermentacdo (Biomassa (mg/mL) = -
1,1243+0,5625*x+0,0018*y); (b) Superficie de resposta para producdo de
biomassa (mg/mL) ao redor da concentracdo 6tima de TST do melaco de
cana-de-acucar (g/L) e pH do meio de fermentacdo (Biomassa (mg/mL) = -
1,0598+40,5214*x+0,002*y).
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Figura 5.32 (a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo oOtima de TST do melaco de cana-de-agicar - HTM (g/L) e
temperatura (°C) (Biomassa (mg/mL) = 0,162+0,0696*x+0,0018*y); (b)
Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melago de cana-de-acticar (g/L) e
temperatura (°C) (Biomassa (mg/mL) = 0,1027+0,0655*x+0,002*y).
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Em virtude da sua composicdo, o melaco € utilizado fundamentalmente como fonte de
carbono e energia, sendo necessdrio suplementd-lo com nitrogénio e alguns sais minerais,
especialmente fosforo e magnésio. H4 divergéncias, entretanto, sobre esse assunto, como por
exemplo, Rogers e colaboradores (1982) que relataram inibicdo significativa do crescimento de
Zymomonas mobilis ZM4 em razdo, provavelmente, das altas concentragdes de potdssio,
magnésio e cloreto no melaco. O relato citado por estes pesquisadores poderia justificar o que
ocorreu com a pesquisa realizada neste projeto de doutorado, pois verificou-se que dentre as

varidveis testadas, os sais minerais KCI, CaCl, influenciaram positivamente e MgSQy,

negativamente o crescimento celular, conforme as Figura 5.33 e 5.34.
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Figura 5.33 Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agicar - HTM (g/L) e
KCl (g/L) (Biomassa (mg/mL) = Biomassa (mg/mL) =
1,6768+0,0499*x+0,0018*y).
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Figura 5.34 (a) Superficie de resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da
concentracdo 6tima de TST do melaco de cana-de-agucar (g/L) e CaCl,
(g/L) (Biomassa (mg/mL) = 2,043+0,0346*x+0,0018*y); (b) Superficie de
resposta para producdo de biomassa (mg/mL) ao redor da concentracdo

otima de TST do melaco de cana-de-agtcar (g/L) e MgSO, (g/L) (Biomassa
(mg/mL) = 2,5945-0,0275%x+0,0018*y).
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A utilizacdo de caldo e de melacos de cana-de-acticar como meios de cultura tem a
vantagem de serem matérias-primas de baixo custo e disponiveis em grandes quantidades no
Brasil. Na formacdo de bioprodutos, contudo, uma condi¢do “ambiental” a ser analisada € o
aumento da pressdo osmotica e, portanto, o uso de meios de cultivos alternativos com grandes
quantidades de sais podem afetar a sintese de etanol e subprodutos. Essas matérias-primas
apresentam grande variedade na sua composi¢do quimica sendo, portanto, dificil determinar qual
ou quais componentes provocam inibi¢do da fermentacio.

Mediante a utilizacdo de modelagem empirica e da estimacdo de pardmetros, empregando
o programa Statistica 6.0, que descreveu como as varidveis experimentais e suas interagdes
influenciaram nas respostas (etanol, sorbitol e levana), observou-se que ainda s3o necessarios
estudos mais detalhados da composi¢cdo dos meios e dos pardmetros fisicos e quimicos que
viabilizem o uso de substratos alternativos complexos em biotecnologia, como o caldo e o
melaco de cana-de-aguicar, evitando a suplementacdo desnecessdria com vitaminas e sais

minerais.

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA LEVANASACARASE “IN
VITRO” NO CALDO DE FERMENTACAO E PRODUCAO DE LEVANA A PARTIR
DO EXTRATO ENZIMATICO, NOS MELHORES PARAMETROS FERMENTATIVOS

Ap6s a realizacdo das fermentacdes com todos os meios de cultura utilizando Zymomonas
mobilis CCT 4494, observou-se que o experimento 16 (200 rpm, por 24 horas pH 4,0;
temperatura 40°C; KCI 18,0 g/L; K,SO4 18,0 g/L; MgSO, 5,0 g/L; CaCl, 11,0 g/L), contendo
250,0 g/L de sacarose comercial, referente ao bloco 1, foi considerado como o melhor pardmetro
fermentativo para sintese de levana, pois proporcionou a méxima concentragdo do

exopolissacarideo (4,50 mg/mL).
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Foi utilizada uma amostra do sobrenadante, obtida a partir deste experimento (corrida 16)
com Zymomonas mobilis CCT 4494, como extrato enzimdtico bruto, para determinacdo da
atividade enzimdtica e, posteriormente, para a producdo do exopolissacarideo nas mesmas
condig¢des de fermentacao.

Verificou-se que a atividade da enzima levanasacarase foi de 0,699 umol acucares
redutores/mL, valor semelhante ao encontrado em outras pesquisas (PREZIOSI et al.,1990;
WENDT , 2001; BOFO, 2009).

Nesta pesquisa, embora o pH nao tenha sido considerado uma varidvel estatisticamente
significativa na formagao de levana com o meio contendo sacarose comercial (bloco 1), a partir
de Zymomonas mobilis CCT 4494, acredita-se que a atividade da enzima levanasacarase poderia
estar relacionada ao pH inicial do meio de fermentagao e ser explicado pelo fato do pH 4,0 estar
préximo do valor de pH o6timo para atuacdo da enzima, conforme relatos de alguns
pesquisadores. Wendt (2001) verificou que a maior atividade da enzima foi de 0,65 umol/mL e
se deu em pH de pré-incubacio de 4,0, em 1 hora de reacdo, e a menor atividade (0,35 umol/mL)
foi em pH 8,0, em 2 horas de reacdo. Bofo (2009) observou variagdo da atividade de hidrélise de
sacarose na faixa de pH entre 3,5 e 7,0 e picos de atividade enzimdtica em valores de pH 4,0, 5,0
e 6,5, entretanto, afirmou em seu relato que o mdximo valor de atividade enzimdtica foi
conseguido em pH 4,0, sendo este, portanto, considerado o pH 6timo para a atividade de sacarase
do extrato enzimadtico bruto. O pH 6timo da enzima de cepas de Zymomonas mobilis NRRL B-
806, conforme Park e colaboradores (1983), estd entre 4,7 ¢ 5,6 ¢ Preziosi e colaboradores
(1989) encontraram para a cepa ZM4 (ATCC 31821) o melhor pH igual a 5,5, apresentando
atividade de 0,83 umol/mL.

Para a producio de levana, preparou-se uma mistura reacional composta por 3,0 mL do
extrato enzimatico bruto e 2,0 mL do meio de fermentagao contendo os sais minerais e a fonte de
carbono (KCI 18,0 g/L; K,SO4 18,0 g/L; MgSO4 5,0 g/L; CaCl, 11,0 g/L e sacarose 250,0 g/L),

em tampao acetato de sédio 0,05 M pH 4,0 e incubada em “Shaker rotatério”, a temperatura de
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40°C, por 24 horas, de acordo com as condi¢des testadas no experimento 16 com o meio
sintético (bloco 1).

Ap6s o processo fermentativo, somente 2,92% da sacarose inicial (25,0°%) foi utilizada
para a producgdo do biopolimero levana (7,30 mg/mL), sendo que o restante do substrato pode ter
sido convertido em outros compostos e servido de substrato para o crescimento de Zymomonas
mobilis CCT 4494.

A producgdo de levana pelo extrato enzimdtico obtido neste experimento foi semelhante
ao valor encontrado por Bofo (2009), testando a mesma linhagem bacteriana, porém em
condi¢cdes fermentativas diferentes. Em seu projeto, para a formacdo de levana a partir da
levanasacarase presente no extrato enzimatico bruto, foi aplicada a metodologia de superficie de
resposta 3*°, onde as varidveis independentes estudadas foram: pH do meio reacional (3,0; 4,0 e
5,0), tempo (24; 48 e 72 horas), temperatura de reacio (20,0; 30,0 e 40,0°C) e concentracdo de
sacarose (10,0; 25,0 e 40,0%) presente no meio. A maior producio de levana foi de 7,92 mg/mL,
obtida em meio reacional com 400,0 g/L de sacarose, temperatura e tempo de reagdo de 20°C e
24 horas, respectivamente, em tampao acetato de sédio 50mM e pH 4,0, o que correspondeu a
1,8% do substrato inicial utilizado. As concentracdes de levana obtidas nesta pesquisa € na de
Bofo (2009), entretanto, sdo inferiores ao relatados por Ammar e colaboradores (2002), que
alcancaram valores de 200,0 mg/mL utilizando a enzima levanasacarase termoestivel de Bacillus
sp TH4-2 em solugdo de sacarose 36%, temperatura de reacdo de 50°C, apds de 24 horas de
reacdo e por Dawes e colaboradores (1966), que determinaram a atividade de levanasacarase,
utilizando os extratos brutos produzidos por Zymomonas mobilis, e observaram que
aproximadamente 10% da sacarose foi convertida em levana e o restante foi hidrolisado, com a
formacao de glicose e frutose.

E importante ressaltar que, apesar da quantidade de sacarose hidrolisada convertida em

levana ser baixa, ocorreu aumento da concentragdo de 62,0% do biopolimero com o extrato
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enzimatico bruto em relacdo ao microrganismo Zymomonas mobilis CCT 4494, durante sua
fermentacdo em meio contendo sacarose comercial (bloco 1).

A partir do resultado obtido para levana, utilizando o extrato enzimético bruto, € vélido o
estudo da purificagdo da enzima levanasacarase com o objetivo de aumentar o rendimento do
biopolimero, conforme relatado por outros pesquisadores. Lyness e Doelle (1983) purificaram a
enzima levanasacarase de Zymomonas mobilis pelo tratamento do sobrenadante, com sulfato de
protamina e posterior cromatografia de troca idnica DEAE-trisacril, obtendo-se purificagcdo

parcial de 330 vezes e rendimento de 11%.

5.6 AVALIACAO DOS EFEITOS DE VARIAVEIS PARA PRODUCAO DE
LEVANA E ETANOL POR Zymomonas mobilis CCT 4494, UTILIZANDO DIFERENTES
MEIOS DE FERMENTACAO

A eficiéncia da conversio de aciicar em etanol e levana por Zymomonas mobilis depende
de vdrios fatores tais como: substrato, condicdes ambientais, tipo de microrganismo, entre
outros. Nesta pesquisa foram estudados e avaliados os efeitos de diferentes varidveis (pH,
temperatura de incubacgdo, substrato e sais minerais presentes nos meios de fermentagdo) e a
otimizacdo das respostas (etanol e levana), pela linhagem de Zymomonas mobilis CCT 4494.

Mediante a utilizagdo de modelagem empirica e da estimacao de pardmetros, empregando
o programa Statistica 6.0, estd relatado como as varidveis experimentais e suas interagdes

influenciaram nas respostas (levana e etanol).

Efeito da temperatura de incubacdo
Segundo Doelle e colaboradores (1989), a temperatura utilizada para o crescimento é
diferente da requerida para a producio de levana e etanol. Baseando-se nesta afirmacao, notou-se

que Zymomonas mobilis CCT 4494 teve a taxa de desenvolvimento celular e a formagdo dos
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produtos de modo diferente em relacdo a variacdo da temperatura de incubagao testada para cada
meio fermentativo.

Considerando o experimento em que houve maior producio de levana, etanol e biomassa,
em cada meio de fermentacdo, observou-se que no caldo de cana-de-acticar a maior concentragdo
do biopolimero foi a 40,0°C, e para sintese de etanol e crescimento de Zymomonas mobilis,
contudo, a temperatura de 20,0°C revelou-se como a melhor. O efeito das condic¢des
fermentativas empregadas nos melagos foi semelhante ao encontrado no meio contendo sacarose
comercial, pois a temperatura de incubacio de 40,0°C testada nestes meios foi a ideal tanto para
formacao de levana quanto para biomassa, contrapondo-se apenas para etanol. No meio sintético,
a maior concentracao de etanol foi a 40,0°C, enquanto que a temperatura de 20,0°C nos melagos
promoveu maior sintese deste produto.

As temperaturas acima de 30,0°C foram consideradas ideais para a fermentacdo alcodlica
no meio com sacarose, pois a concentragdo maxima de etanol obtida esteve entre 30,0 e 35,0 g/L.
Nos demais meios de fermentacdo, as temperaturas entre 20,0 a 30,0°C foram as melhores para
sintese etandlica, podendo observar que no melhor experimento com cada meio, a concentragdo
maxima de etanol ocorreu a temperatura de 20°C.

Zymomonas mobilis CCT 4494 mostrou ser uma bactéria termotolerante, pois a linhagem
se adaptou as variagdes de temperatura testadas. Embora a varidvel tenha sido considerada
significativa apenas nos melagcos de cana-de-actcar, verificou-se que a massa celular da bactéria
aumentou proporcionalmente ao aumento da temperatura de incubagdo em todos os meios de
fermentacdo, obtendo-se valores de biomassa de aproximadamente 1,3 g/L, a 25,0°C e de 4,0
g/L, na faixa de 30,0°C a 40,0°C ap6s o processo fermentativo.

Emprega-se a bactéria Zymomonas mobilis, geralmente para producdo de etanol a partir
da sacarose, frutose e glicose (FALCAO DE MORAIS et al., 1993). Na fermentagio em alta
concentracio inicial de sacarose, porém, a taxa de hidrdlise deste dissacarideo € maior do que o

consumo dos seus monossacarideos (PARKER et al.,, 1997; TANO et al., 2000).
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Conseqiientemente, os monossacarideos acumulam-se no caldo de fermentacdo e favorecem a
formacdo de subprodutos, como levana, o que reduz o rendimento em etanol (KANNAN et al.,
1997; PARKER et al., 1997). Baseando-se nesses experimentos, € importante salientar que os
valores de temperatura testados nesta pesquisa promoveram a hidrélise do substrato presente nos
meios fermentativos, proporcionando condi¢gdes para que Zymomonas utilizasse o0s
monossacarideos para seu crescimento e polimeriza¢ao da frutose para formagao de levana.

De acordo com o planejamento experimental para otimizacdo da producdo de levana,
observou-se que a maior concentragdo obtida em cada meio de fermentacao foi a temperatura de
40,0°C. Nestas condi¢des fermentativas, o meio contendo sacarose comercial foi considerado o
melhor devido a obtencdo da concentracio maxima do biopolimero (4,5 mg/mL), seguido pelo
HTM (2,83 mg/mL), melaco de cana-de-acticar (1,96 mg/mL) e caldo de cana-de-acucar (1,05
mg/mL).

Comparando o efeito da temperatura aos meios de fermentacdo, a variacdo influenciou
significativamente na sintese de levana quando o meio HTM foi testado, apresentando
concentracdes mais altas (1,5 a 2,0 g/L) do biopolimero acima de 30,0°C, conforme o ocorrido
para a biomassa. A sintese de levana em temperaturas abaixo de 25,0°C foi bem inferior a obtida
a 30,0°C (0,5 g/L). Estes resultados contrapdem-se aos de Bekers e colaboradores (1999) e
Calazans e colaboradores (1997), os quais relataram que a temperatura 6tima para a producdo de
levana é de 25,0°C; e assemelham-se, porém, aos de Park e Baratti (1993), que observaram

melhores rendimentos ocorridos a 30,0°C.

Efeito do pH do meio de fermentagdo

Congregado e colaboradores (1985) consideram que o desenvolvimento total do
microrganismo depende da natureza dos fatores limitantes, e que o pH € um dos fatores mais
comuns juntamente com a exaustdo dos nutrientes e do acimulo de produtos téxicos. Valores de

pH extremamente baixos (menores que 4,5), no entanto, podem levar o microrganismo
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rapidamente a morte (MANRESA et al., 1987). Baseando-se neste relato, observou-se que de
todas as varidveis estudadas, o pH inicial do meio de fermentagcdo foi o fator que apresentou
maior influéncia no desenvolvimento de Zymomonas mobilis CCT 4494. Seu efeito foi
semelhante em relagdo a todos os meios de fermentacdo, sendo os valores entre 7,0 e 8,0
considerados como a melhor faixa de pH inicial para o crescimento da bactéria.

De acordo com o planejamento experimental, observou-se que a melhor condicio
fermentativa testada para o crescimento celular correspondeu ao valor de pH inicial 8,0. Sob este
parametro, a bactéria desenvolveu-se melhor no meio caldo de cana (9,31 mg/mL), seguido no
HTM (7,32 mg/mL), melaco de cana-de-agucar (7,62 mg/mL) e sintético (7,32 mg/mL).

Nao houve resultados satisfatérios sobre a producdo do biopolimero e de etanol em
relacdo a variacdo do pH inicial de todos os meios de fermentacdo. Baseando-se na metodologia
de superficie de resposta, as concentracdes dos produtos em pH abaixo de 5,5 foram ligeiramente
inferiores as obtidas nos valores de pH iniciais acima de 6,5. Importa destacar que o controle do
pH inicial € essencial para que se possa maximizar a producio de etanol e reduzir a formacgdo de
outros subprodutos como levana e sorbitol (KANNAN et al.,, 1997). Nesta pesquisa, as
concentracdes baixas de etanol obtido nos meios de cultura, principalmente nos alternativos,
foram inferiores as encontradas na literatura. Tal fato, possivelmente, ocorreu pela falta de
controle do pH inicial durante todo processo fermentativo, possibilitando desvio no metabolismo
celular e, conseqiientemente, ocasionando condi¢des propicias a formacgdo do biopolimero

(TANO; BUZATO, 2002).

A determinagdo dos valores de pH final dos meios de fermentacio mostrou que,
independentemente do valor inicial (4,0, 6,0 ou 8,0), houve queda do mesmo ap6s 24 horas de
fermentacdo na faixa de 4,5 a 6,0. Isto também foi demonstrado por Bekers e colaboradores
(2000), os quais também observaram que durante a fermentacdo em meio de sacarose,
Zymomonas mobilis 113 “S” nao produziu apenas etanol e levana, mas também dcido gliconico,

dcido latico e 4cido acético, responsdveis pelo abaixamento do pH do meio.
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As maiores concentracdes de biomassa encontraram-se nos valores de pH finais entre 5,5
a 6,0 e o crescimento celular de Zymomonas mobilis decresceu nos valores finais abaixo de 4,5.
Os resultados obtidos estdo de acordo com Doelle e colaboradores (1989), pois relataram que o
pH dentro de certos limites (6,5 a 8,0) tem pouca influéncia na taxa de desenvolvimento, mas
pode influenciar o nimero total de bactérias, no entanto, valores de pH extremamente baixos

(menores que 4,5) podem levar o microrganismo rapidamente a morte.

Efeito do substrato no meio de fermentagdo

E importante destacar que Zymomonas mobilis CCT 4494 apresentou alta tolerdncia as
elevadas concentragdes de substrato (15 e 25%). Isto € devido a sua elevada capacidade de
regulacdo osmética a ao eficiente sistema de transporte de glicose (STRUCH et al., 1991),
embora a matriz do delineamento fracionado contemplando as combinagdes realizadas para a
obtengdo das respostas (levana e etanol), utilizando os diferentes meios de fermentacdo, tenha
mostrado que as maiores concentragdes de biomassa ocorreram nos experimentos contendo 5%
de substrato.

De acordo com as melhores condi¢des fermentativas proporcionadas a bactéria, as
concentragcdes do biopolimero produzido com o meio de fermentacdo contendo sacarose
comercial foram superiores (valor maximo de 4,5 mg/mL, experimento 16) as obtidos com os
meios alternativos. Comparando o efeito dos meios alternativos sobre as concentracdes de
levana, estas foram superiores (valor maximo de 2,83 mg/mL, experimento 21) nos melagos de
cana-de-acucar em relagdo aos obtidos no caldo de cana (valor maximo de 1,05 mg/mL,
experimento 5). Os resultados discordam dos obtidos por Oliveira e colaboradores (2004), os
quais, estudando as fontes de carbono caldo e melaco de cana-de-agiicar, observaram que no
meio melagco ocorreu queda na producio de levana (2,53 g/L™") quando comparado ao meio caldo

de cana (14,45 g/L™).
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A sintese de levana foi proporcional ao aumento da concentragdo da fonte de carbono
presente nos meios fermentativos. Baseando-se na metodologia de superficie de resposta, nas
concentracdes abaixo de 180,0 g/L. de substrato, a produgdo do biopolimero variou entre 0,1 a
1,0 mg/mL, dependendo do meio testado e, acima desta concentrag@o, ocorreu acréscimo de até
50% na concentracdo de levana, havendo produgdo de 2,0 mg/mL com a mdxima concentracio
de sacarose (250,0 g/L). Vinhas (1999) comparou diversas linhagens de Zymomonas mobilis
utilizando diferentes concentragdes de sacarose, a temperatura de 25°C, por 72 horas de processo
e os resultados mostraram que as melhores condi¢cdes de fermentagao foram com a concentracao
do substrato inicial de 200,0 g/L, com a linhagem Zymomonas mobilis ZAG-12.

As diferentes faixas de concentragcdo de sacarose testada no processo fermentativo com o
meio contendo sacarose comercial ou entdo quando associada a outras varidveis nos meios
alternativos, foram significativas para a producdo de etanol. A fermentacdo alcodlica foi
proporcional ao aumento da varidvel, favorecendo a sintese do produto em concentragdes de
substrato acima de 180,0 g/L, conforme o ocorrido para produ¢do do biopolimero. Resultados
semelhantes foram obtidos por Lyness e Doelle (1980), que observaram varia¢do na produgdo de
etanol na faixa de 30,0 a 42,5 g/L, em meio utilizando sacarose (200,0 g/L) para Zymomonas
mobilis Z777.

Zymomonas mobilis precisa de um acicar fermentidvel no meio de cultura para o
crescimento, podendo ser glicose ou frutose ou ainda, para algumas linhagens, sacarose
(DADDS; MARTIN, 1973), entretanto, quando sacarose ¢ utilizada para a fermentacio, ocorre
reducdo significativa da sintese de etanol devido a formagdo de subprodutos como levana
(RIBBONS et al., 1962) e sorbitol (BARROW et al., 1984). Além disso, é também capaz de
produzir outros metabdlitos em altas concentragdes sob condi¢des de cultura adequadas como,
por exemplo, acetaldeido e 4cido acético (BELAICH; SENEZ, 1965), gluconato e

fructooligossacarideos e pequenas quantidades de alguns dlcoois superiores e fenol (BEKERS et
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al., 1999). De acordo com estes pesquisadores, as baixas concentracdes de etanol obtido nos
meios de cultura podem ser justificadas pelo tipo de substrato utilizado nesta pesquisa.

Apesar da alta disponibilidade de agucar (Si — substrato inicial) presente nos meios de
fermentacdo, observou-se baixo consumo de agucar (Sc — substrato consumido) e elevada
quantidade de AT (agudcares totais), principalmente nos meios alternativos, que é dada pela
diferenca Si — Sc, no final das fermenta¢des (TANO; BUZATO, 2002) (Tabelas 5.1 a 5.4). Estes
consumos insatisfatérios de acticar podem ser resultantes da osmolaridade do meio e, também,
da presenca de inibidores no caldo e melagos de cana (JOACHIMSTHAL, 1998; PARK;
BARATTI, 1993; TANO et al., 2000).

Os baixos valores de AR (acucares redutores) obtidos através das andlises realizadas com
as amostras confirmam, segundo Viikari e Gisler (1986), baixa velocidade de hidrélise da
sacarose, a qual parece estar associada com a formacdo de levana, pois Zymomonas mobilis
utilizou o substrato inicial para seu crescimento e para favorecer, possivelmente, a atividade da
enzima levanasacarase extracelular (SacB), que converte a sacarose em frutanas com pontes
S (2 - 6), formando a cadeia de levana (KANNAN et al., 1993).

A producdo de levana foi pequena quando comparada a de agtcares redutores. Isto
ocorreu porque a bactéria Zymomonas mobilis hidrolisa a sacarose e utiliza os aguicares redutores
para seu crescimento, para a producdo de levana e também para a formacgao de outros produtos
tais como frutooligdmeros e etanol (SANGILIYANDI et al., 1999). Essa distribui¢do da fonte de
carbono para o crescimento celular e formacdo de frutanas também foi observado por Dawes e
Ribbons (1966), os quais acompanharam a formacdo de levana durante o crescimento da

bactéria Zymomonas mobilis N.C.1.B. 8938.

Efeito dos diferentes sais minerais presentes no meio de fermentagdo
A formagao de levana e etanol e o crescimento celular sdo afetados, ndo s6 pela fonte de

carbono, como também pela presenca de certos compostos quimicos no meio de fermentacdo.
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Analisando a presenca de diversos sais minerais presentes no meio de fermentagao, constatou-se
que a cultura de Zymomonas mobilis CCT 4494 adaptou-se aos meios e que, dependendo da
concentracdo utilizada destas varidveis, seus constituintes puderam sustentar tanto o crescimento
quanto a sintese dos produtos.

Analisando o efeito das varidveis, o delineamento estatistico mostrou que o crescimento
de Zymomonas mobilis CCT 4494 foi afetado principalmente nos meios melacos de cana-de-
acucar. Nestes, a biomassa foi proporcional ao aumento da concentracdo de KCI e CaCl,,
enquanto que as maiores concentracoes de MgSO, apresentaram efeito inibidor para o
crescimento celular.

A presenca de magnésio é muito importante na fermentacdo por Zymomonas, desde que
fons magnésio sdao requeridos como cofatores de varias enzimas da via Entner Doudoroff,
incluindo glucoquinase, glicose 6-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase e enolase
(MILLAR et al., 1982, SOLS et al., 1971). Segundo Dawes e Large (1970), o fon magnésio tem
um papel importante na prevencdo da degradacdo do RNA prolongando a sobrevivéncia das
Zymomonas.

Os sais minerais CaCl,, KCI e K,SO, testados como varidveis no meio contendo sacarose
comercial foram significativos para obtencdo de levana. As maiores concentragdes do
biopolimero encontraram-se nas maiores concentracdes dos sais testados, influenciando
significativamente a formacao do biopolimero.

Para sintese de etanol, apenas KCIl influenciou positivamente quando avaliado
independentemente ou associado a alguma varidvel nos meios de fermenta¢do. A presenca de
CaCl, e K;SO4 no meio sintético, em concentracdes superiores a 5,5 g/L e 11,5 g/L,
respectivamente, foram inibidores da fermentacao alcodlica. Segundo Hoppner e Doelle (1983),
varios co-fatores que podem ser necessdrios na fermentacdo por Zymomonas incluem célcio e
potassio. Segundos os autores, o cdlcio ativa a enzima piruvato descarboxilase em Zymomonas,

enquanto que Sols e colaboradores (1971) reportaram que o potdssio ativa a enzima piruvato
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quinase. A adicao destes co-fatores, contudo, ndo reduzem a inibi¢do da fermentagao pelo etanol,
segundo Osman e Ingram (1985).

Resultados similares foram relatados por Jerez (1993), que estudou alguns parametros
cinéticos da fermentacdo de sacarose (100,0 g/L) por Zymomonas mobilis CP4 em func¢do de
diferentes sais adicionados, e verificou que naqueles meios que continham potdssio, cdlcio e
cloreto, formou-se maior quantidade de levana (3,91, 4,025 e 3,15 g/L, respectivamente). O
mesmo autor, entretanto, verificou que KCl, em concentracdes superiores a 0,5, é inibidor da
producdo etanol e do crescimento de Zymomonas.

A variag@o da concentracdo de MgSQ4, quando acrescentado nos meios de fermentacao,
nao ocasionou efeito significativo sobre as respostas (etanol e levana). Estes resultados estdo de
acordo com os relatados por Diez e Mancilha (1990), os quais mostraram que, utilizando caldo
de beterraba acgucareira, a presenga ou auséncia MgSO,.7H,0 ndo afetou os rendimentos
fermentativos nem apresentou efeito inibidor da Zymomonas mobilis CP4. Entretanto, sdo
contraditorios aos reportados por Skotnicki e colaboradores (1981), que indicaram que o Mg"
pode ter efeito inibidor da fermentacdo por Zymomonas, € aos resultados obtidos por Cromie e
Doelle (1981), os quais observaram incremento na taxa especifica de consumo de substrato (qs) e
de producgdo de etanol (qp) com o aumento da concentracdo de magnésio até a concentraciao de
3,0 g/L. A concentracdo de etanol também foi aumentada com o aumento da concentracio de
magnésio até 3,0, diminuindo levemente quando a concentracdo aumentou para 4,5 g/L.

Os resultados gerais do estudo sobre o efeito dos diferentes sais minerais presentes no
meio de fermentacdo de Zymomonas mobilis CCT 4494 mostraram que, nas condigdes de
fermentacdo utilizadas, a suplementacdo de CaCl,, KCl e K,SO,4, em concentragdes adequadas,
sd0 importantes para aumentar a sintese dos produtos e que o MgSO, nio tem efeito na

fermentagdo sobre as respostas.
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6. CONCLUSOES

1. Dos meios de fermentacao testados com Zymomonas mobilis CCT 4494, verificou-se
que o bloco 1 (meio sintético) proporcionou maiores rendimentos do exopolissacarideo levana e
de etanol, enquanto que, os demais blocos (caldo de cana-de-acticar e melagcos de cana-de-agticar
de alta qualidade) favoreceram o crescimento celular;

2. As melhores condicdes para a obtencdo da maxima concentragdo de levana (4,5
mg/mL) foi a composi¢do da corrida 16 (200 rpm, por 24 horas; pH 4; temperatura 40°C; KCl
18,0 g/L; K»SO4 18,0 g/L; MgSO,4 5,0 g/L; CaCl, 11,0 g/L e sacarose 250,0 g/L.), com o bloco 1,
quando se utilizou o meio sintético.

3. As melhores condicdes para a obtencdo da méaxima concentragdo de etanol (76,6
mg/mL) foi a composi¢do da corrida 2 (200 rpm, por 24 horas; pH 8; temperatura 40°C; KCl
18,0 g/L; K»SO4 5,0 g/L; MgSO4 5,0 g/L; CaCl, 1,0 g/L e sacarose 250,0 g/L), com o bloco 1,
quando se utilizou o meio sintético.

4. As melhores condi¢des para a obtengdo da médxima concentracdo de biomassa (9,31
mg/mL) foi a composi¢do da corrida 32 (200 rpm, por 24 horas; pH 8; temperatura 20°C; KCI
18,0 g/L; K»SO4 18,0 g/L; MgS04 5,0 g/L; CaCl, 1,0 g/L. e sacarose 50,0 g/L), com o bloco 2,
quando se utilizou o meio caldo de cana-de-agicar,

5. As varidveis analisadas que afetaram significativamente (p<0,05) a biossintese de
levana e etanol foram: KCI, K,SO,, CaCl, e sacarose.

6. A variavel que apresentou maior influéncia significativa (p<0,05) no desenvolvimento
de Zymomonas mobilis CCT 4494 foi o pH inicial do meio de fermentag@o.

7. A bactéria Zymomonas mobilis CCT 4494 apresentou alta tolerdncia as elevadas
concentracdes de substrato (15 e 25%).

8. A sintese de levana e etanol foram proporcionais ao aumento da concentragcao da fonte
de carbono presente nos meios fermentativos, favorecendo a producio destes em concentragdes

de substrato acima de 180,0 g/L.
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9. Os parametros fermentativos estudados ndo foram os adequados para que Zymomonas
mobilis CCT 4494 fosse submetida a condi¢do de estresse, ocasionando, conseqiientemente, a
inativacdo da atividade da enzima GFOR que é responsdvel pela sintese de sorbitol.

10. O extrato enzimdtico bruto proporcionou aumento de 62,0% na producdo do
biopolimero em relacdo ao obtido com Zymomonas mobilis CCT 4494, durante fermentacdo
em meio contendo sacarose comercial (bloco 1).

11. Os resultados obtidos com o modelo matemadtico indicaram que os niveis foram bem
escolhidos e que, os coeficientes de regressao da equagdo descreveram acima de 80% do
experimento.

12. A aplicacdo do modelo fatorial proposto por Box e Hunter na producado de etanol e

levana por Zymomonas mobilis, permitiu fazer a previsio das condicdes de cultivo.
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ANEXO
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Tabela 1.A  Valores de absorbancia de suspensdes de Zymomonas mobilis CCT 4494 a 570 nm,
utilizando meio sintético acrescido de 20,0 g/ de sacarose inicial apds pré-
fermentacdo a 30° e 200 rpm, por 24 horas.

Diluicdo  Peso Celular Seco (PCS) ABS

(mg/mL) (570 nm)

1:5 0,665 0,682
1:7,5 0,443 0,39

1:10 0,333 0,291
1:15 0,266 0,246
1:17 0,222 0,197
1:20 0,19 0,174
1:22 0,166 0,148
1:25 0,148 0,134
1:27 0,133 0,115

0,9
0,8
0,7

0,6

0,5
] Dados Estatisticos:

X = ABS +0,02852/1,02639 . Fator de dilui¢dao
R*=0,99444

P =<0.0001

0,4

ABS (570 nm)

0,3
0,2
0,1

0,0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09
PCS (mg/mL)

Figura 1.A  Curva de calibracdo da concentragdo celular obtida a partir de suspensdes de
Zymomonas mobilis CCT 4494, utilizando meio sintético acrescido de 20,0 g/L
de sacarose inicial apds fermentacao a 30° e 200 rpm, por 24 horas.
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Tabela 1.B Valores de absorbancia a 540 nm obtidas de amostras contendo diferentes

ABS (540 nm)

1,04

0,8

0,24

concentracdes de frutose (g/L) para a confec¢do da curva de calibragdo pelo
método Somogyi (1952) e Nelson (1944).

Concentracdo de Frutose ABS
(mg/mL) (540 nm)
0,02 0,085
0,04 0,183
0,08 0,468
0,1 0,545
0,12 0,682
0,16 0,917
= B
Data1B
0.6 Dados Estatisticos:
X = ABS +0,03948 / 5,994 . Fator de dilui¢do
. R*=0,99861
0.4 P = <0.0001
0,0 T T T T T T T T 1

— ; ;
000 002 004 006 008 010 012 0,14 0716 0,18
[]glicose (mg/mL)

Figura 1.B Curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracdes de frutose

(g/L) pelo método Somogyi (1952) e Nelson (1944).
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Tabela 1.C Valores de absorbancia a 490 nm de amostras contendo diferentes
concentracdes de glicose (g/L) para a confeccdo da curva de calibragdo pelo
método Dubois e colaboradores (1956).

Concentracdo de Glicose ABS
(mg/mL) (490 nm)
0,2 0,132
0,4 0,268
0,6 0,421
0,8 0,570
0,9 0,650
1,0 0,762
= B
1 Data1B
0,8 -
07 /
0,6—-
g 0,5
S
T 04
(99}
m
< 0,3
0,2
0,1
0:2 ' 0:4 ' 0:6 ' 0:8 ' 1,IO

[]glicose (mg/mL)

Figura 1.C Curva de calibragdo obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose
(g/L) pelo método Dubois e colaboradores (1956).
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Tabela 1.D Valores de absorbancia a 500 nm de amostras contendo diferentes
concentracdes de glicose (umol/mL) para a confec¢do da curva de
calibragcdo pelo método Glicose- Oxidase- Peroxidase.

Absorbancia (300 nm)

Concentracdo de Glicose ABS
(umol/mL) (500nm)
0,000 0,049
0,022 0,108
0,045 0,207
0,068 0,306
0,090 0,410
0,113 0,493
0,135 0,567
0,158 0,719
0,180 0,794
0,203 0,911
0,225 0,987
a B
Linaar Fit of Datal_B
P
10 '/.'
,J*z
04 - -
z"’/!
05 1 ) - Dados Estatisticos:
o X =ABS = 0.,02073 / 430141 . Fator de diluiglio
- s R = 09985
, - P == (.0001
02 4 /,i g
o
a0 T T T T 1
0,00 005 3,10 Q15 020 025

Concentracio de Glicose (umolfml)

Figura 1.D Curva de calibracido obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose
(umol/mL) pelo método Glicose-Oxidase-Peroxidase.
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