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RESUMO

Oligossacarideos sao carboidratos de baixo peso molecular produzidos por
organismos vivos, com fungdes relacionadas a defesa imunoldgica, a replicagao
viral, ao crescimento e adesdo celular e ao armazenamento de energia. Os
oligossacarideos sado alimentos funcionais por suas propriedades prebiodticas,
estimulando a microbiota intestinal e contribuindo para o melhoramento da
fisiologia do organismo. Neste trabalho estudou-se a produgdo de
oligossacarideos por via fermentativa, usando Zymomonas mobilis ZAG-12, além
de analisar por CLAE os oligossacarideos produzidos. Para isso foram realizadas
fermentacbes em meio a base de sacarose, extrato de levedura e sais minerias,
conforme estudo realizado previamente para otimizagdo do processo. Foram
realizados dois experimentos adicionais as temperaturas de 35 e 40°C, 250 g/L de
sacarose inicial e 100 rpm. O pH, a biomassa produzida, a sacarose consumida e
a produgao de levana e de oligossacarideos foram analisados. A partir dos
resultados obtidos foi realizado estudo cinético da produgédo de oligossacarideos
em biorreator, a 30°C, 150 g/L de sacarose, a 100 rpm, em processo descontinuo,
por 72h. O rendimento em levana foi considerado baixo nas temperaturas de 35 e
40°C, fato atribuido ao favorecimento de outros produtos, inclusive
oligossacarideos. Oligossacarideos com DP entre 3 e 15 foram encontrados a 35
e 40°C, com predominancia dos DP 3, 5, 6, 12, 13 e 15. Na producéo a 30°C foi
observada a presenga de oligossacarideos com graus de polimerizagao entre 4 e
15, havendo maior producéo dos DP 4, 5, 6, 7, 8 e 15. Os resultados mostram que
Zymomonas mobilis ZAG-12 € uma produtora potencial de oligossacarideos e que
as temperaturas de 30, 35 e 40°C s3o favoraveis a sua produgéo. Concluiu-se que
a temperatura de 40°C é a melhor para produgéo de oligossacarideos com baixo
DP e que as referidas temperaturas, de uma forma geral, ndo sao favoraveis a
producdo de oligossacarideos com elevado DP. Entretanto, em termos de
rendimento final em oligossacarideos, 30 °C apresentou-se como a melhor

temperatura de processo.



ABSTRACT

Oligosaccharides are low molecular weight carbohydrates synthesised by
living organisms, related with immune defence, viral replication, cell growth, cell-
cell adhesion and energy storage. Furthermore, they are considered functional
foods as a result of their prebiotics properties, which stimulate the intestinal micro
flora improving the organic physiology. In this work, the production of
oligosaccharides by Zymomonas mobilis strain ZAG-12 was studied.
Fermentations in sucrose medium containing yeast extract and mineral salts were
developed based on previous experiments using factorial method for optimisation.
Analyses of the produced oligosaccharides by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) were done. Additional experiments in flasks at 35 and
40°C sucrose 250 g/L, at 100 rpm of agitation were developed. The pH, biomass,
levan and oligosaccharides produced and sucrose consumed were analysed.
Finally, a kinetic study in a bioreactor Bioflow Il (New Brunswick), using medium
with sucrose 150 g/L, at 30 °C, 100 rpm, in batch fermentation process, during 72 h
was carry out. The levan production was considered low at 35 and 40 °C, possibly
due to by-products formation including oligosaccharides. Oligosaccharides with
polymerisation degrees (DP) between 3 and 15 at 35 and 40 °C was detected. The
predominating DP were 3,5,6,12,13 and 15 at these temperatures. In the
production at 30°C it was observed oligosaccharides with DP between 4-15, with
higher production of 4, 5, 6, 7, 8 e 15 degrees. The results show that Zymomonas
mobilis strain ZAG-12 is a potential oligosaccharide producer and that 30, 35 e
40°C are better temperatures for oligosaccharide production. Oligosaccharides
with low degree of polymerisation are formed mainly at 40°C, but the best yield

was observed at 30 °C.



1. INTRODUCAO

Nos dias de hoje, a busca por uma melhor qualidade de vida conduz
a uma constante necessidade de introduzir na dieta novos produtos,
preferencialmente de origem natural. Um avango neste campo é representado
pelos oligossacarideos, cujas propriedades favorecem seu uso na alimentagao
humana. Um grupo de oligossacarideos vem despertando interesse comercial por
contribuirem para a saude favorecendo o bom funcionamento organico: os
frutooligossacarideos (KAPLAN & HUTKINS, 2000).

No Japao, pioneiro na produgdo em larga escala, os frutooligossacarideos
sao considerados como alimentos e sdo encontrados em mais de 500 produtos
disponiveis comercialmente, o que revela um consumo significativo destes
acgucares (SPIEGEL et al., 1994). Industrialmente, os oligdmeros de frutose sao
produzidos em batelada usando enzima soluvel ou, continuamente, utilizando
enzima ou ceélulas imobilizadas (YUN, 1996).

O principal foco dado aos frutooligossacarideos se refere a suas
propriedades benéficas sobre a flora intestinal. Estes oligossacarideos estimulam
o desenvolvimento e a atividade das bifidobactérias e lactobacilos pertencentes a
flora intestinal produzindo acidos, principalmente os acidos acético e latico, que
impedem o crescimento de patdégenos. Devido a esta propriedade os
frutooligossacarideos sao considerados como prebidticos, ou seja, ingredientes
alimentares nao digeriveis pelo hospedeiro, com efeitos benéficos sobre este
devido ao estimulo seletivo, crescimento e/ou ativagdo do metabolismo de um ou
limitado numero de bactérias promotoras de saude, no trato intestinal, melhorando
assim a fisiologia intestinal do hospedeiro (ROBERFROID, 1997).

Outro enfoque é dado para suas propriedades como adocante. Eles
apresentam cerca de um terco do sabor doce apresentado pela sacarose. Os

frutooligossacarideos sdo também isentos de calorias, podendo ser usados por



diabéticos (YUN, 1996). Isto se justifica em razdo da escassa digestibilidade pelas
enzimas salivares e do trato gastrointestinal superior, promovida pela configuragao
das suas ligagdes (glicosidicas (ROBERFROID, 1997). Assim, os
frutooligossacarideos ndo servem como fonte de energia para o organismo. Por
razdes semelhantes, os mesmos ndo causam carie dental (YUN, 1996).

Com os recentes avangos no estudo dos carboidratos, os oligossacarideos
estdo abrindo portas para o esclarecimento dos processos biolégicos e da
evolugdo e terapia de algumas doengas, mostrando novas perspectivas para a
Medicina (OSBORN & KHAN, 2000).

Este trabalho se propbde a estudar a producdo de oligossacarideos pela

bactéria Zymomonas mobilis, tendo como objetivos:

¢ Produzir oligossacarideos por fermentacdo, a partir de sacarose, usando

Zymomonas mobilis ZAG-12.

¢ Estudar a influéncia de parametros de fermentagdo como temperatura, agitagédo

e concentragéo inicial de sacarose na producao.

¢ Analisar os oligossacarideos produzidos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Oligossacarideos

Tradicionalmente os carboidratos tém sido associados ao armazenamento
de energia e fungbes estruturais. Agora, com os atuais avangos da Glicobiologia,
eles vém sendo associados a muitos processos bioldégicos nos organismos Vivos.
Hoje os cientistas acreditam que os carboidratos podem dar muitas respostas
sobre os verdadeiros “enigmas da medicina”. Estratégias envolvendo carboidratos
tém sido desenvolvidas para o tratamento de doencgas incluindo cancer e AIDS
(OSBORN & KHAN, 2000).

Os oligossacarideos sao biomoléculas fascinantes que vém ganhando
importancia devido a seu papel biolégico em processos fundamentais. Eles estédo
associados a defesa imunoldgica, fertilizagao, replicagao viral, infecgao parasitaria,
crescimento celular, adesdo célula-célula, degradagédo de coagulos sanguineos e
inflamacao. Os oligossacarideos frequentemente estdo localizados na superficie
externa das membranas celulares desempenhado papel no reconhecimento e
diferenciagcdo celular, sendo excelentes carreadores de informagdes bioldgicas
entre as células e dentro dos compartimentos celulares. Um exemplo sdo os
grupos sanguineos humanos, que sao diferenciados por pequenas alteragdes na
estrutura dos oligossacarideos da superficie do eritrocito O sistema imunoldgico,
por sua vez, utiliza os carboidratos como marcadores de superficie para distinguir
suas células das células estranhas (OSBORN & KHAN, 2000).

Alteracdes nos oligossacarideos da superficie celular tém sido observadas
em algumas doengas. Pesquisadores acreditam que os oligossacarideos estejam
envolvidos na progressao de doengas humanas como a AIDS e cancer. Uma

glicoproteina (gp120) foi reconhecida por desempenhar um papel importante na



infectividade do virus HIV. Foi demonstrado que esta glicoproteina esta envolvida
na ligagao inicial do virus a superficie de linfocitos T, subpopulagdo CD4, que séo
as células de defesa imunoldgica atacadas pelo virus, com posterior invasdo da
célula e replicagao viral. Esse ciclo viral se repetindo por muitos anos leva a
faléncia imunolégica e imunodeficiéncia, deixando o hospedeiro vulneravel a
infecgdes oportunistas e outras doengas. Os oligossacarideos presentes na gp120
sdo alvos potenciais para o desenvolvimento de vacinas contra a AIDS.
Glicoproteinas também tém sido identificadas como antigenos associados a
tumores e estdo envolvidas na progressdo da doenga. Seus componentes
oligossacaridicos séo eficientes marcadores para o diagnéstico do cancer e para
monitorar a progressao da terapia antineoplasica. Estes marcadores também sao
uteis para o desenvolvimento de novas terapias (OSBORN & KHAN, 2000).

A Glicobiologia tem avangcado muito no sentido de elucidar os mecanismos
das doencas e propor uma alternativa terapéutica inovadora.

Novos medicamentos, com carboidratos em sua composicdo quimica, tém
sido desenvolvidos para o tratamento de varias doengas, inaugurando a chamada
“‘medicina doce”. Varios microrganismos patogénicos usam carboidratos para
reconhecer e interagir com seus hospedeiros, e drogas analogas aos carboidratos
de interagdo inibem o contato e o avango do agente infeccioso. No campo da
imunizacéo, glicoconjugados tém sido estudados para o desenvolvimento de
vacinas (MAEDER, 2002).

Os oligossacarideos sao moléculas simples. Por definicdo contém de 2 a 10
unidades monossacaridicas (KENNEDY & WHITE, 1993). Entretanto encontram-
se trabalhos na literatura onde diferentes autores referem-se a oligossacarideos
com DP de 14 (KENNEDY & WHITE, 1993) até 20 (MARX et al., 2000).

Os oligossacarideos sdo agucares de ocorréncia natural que tém efeitos
benéficos como ingredientes alimentares (SPIEGEL et al., 1994). Eles podem ser
produzidos por plantas com destaque para Helianthus tuberosus (Jerusalém
artichoke), Asparagus officinalis e Cichorium intybus (chicéria) (YUN, 1996) mas
microrganismos também podem produzi-los, podendo ser citados Aureobasidium

pullulans, Aurobasidium sp, Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Claviceps



purpurea, Fusarium oxysporum, Pennicilium frequentans, Penicillium spinulosum
(YUN, 1996), incluindo Zymomonas mobilis (VIIKARI & GISLER, 1986). Os
frutooligossacarideos sdo formados por reacdes de transfrutosilagdo a partir de
sacarose, a qual uma, duas ou trés unidades de frutose sédo adicionadas por uma
ligacédo glicosidica a unidade de frutose da sacarose (SPIEGEL et al., 1994). A
enzima levanassacarase catalisa a reagcédo de sintese (DOELLE et al., 1993). Os
frutooligossacarideos mais comumente encontrados na natureza sdo 1-cetose
(GF»), nistose (GF3) e 1F-B-frutofuranosilnistose (GF4) encontrados naturalmente
em plantas ou em produtos comercializados como Nutraflora e Raftilose
(SPIEGEL et al., 1994; KAPLAN & HUTKINS, 2000).

Os frutooligossacarideos sao classificados em dois tipos: os extraidos de
plantas como a chicéria  (Cichorium intybus), sao denominados
frutooligossacarideos do tipo inulina, contendo ligagdes B-(2-1) entre as unidades
de frutose. Os frutooligossacarideos do tipo levana sao obtidos de
microrganismos, consistindo predominantemente de ligagbes (-(2-6). Os
frutooligossacarideos mais bem estudados sdo aqueles obtidos de chicoria, do
tipo inulina, conhecidos como fibras soluveis. Eles consistem de unidades de
frutose unidas por ligagdes do tipo B-(2,1), diferindo entre si pelo DP. Existem
muitos registros na literatura sobre este tipo de oligossacarideos e muito ja se
sabe sobre seu papel bioldgico (MARX et al., 2000).

E fato também que os pesquisadores tém reivindicado estudos mais
detalhados para oligossacarideos tipo levana. Enquanto as pesquisas em
oligossacarideos estdo ainda se ampliando e consolidando, os conhecimentos
sobre polissacarideos e suas aplicagdes surgiram em tempos mais remotos e
representam um campo ainda em expansao.

Normalmente os oligossacarideos sao formados durante a reacdo de
catalise enzimatica para sintese de polissacarideos. Quando a reagao de
transfrutosilacéo é do tipo polirrepetitiva, leva a formagéo do polimero. Por outro
lado, quando a transfrutosilagdo € oligorrepetitiva formam-se oligossacarideos
(FEINGOLD et al., 1955). Os oligossacarideos também podem ser obtidos por
hidrélise a partir de um polimero de elevado DP (KENNEDY et al., 1989). Foi



registrado por Viikari & Gisler (1986), Viikari (1998) e Calazans (1997), que a
formacgéao de oligossacarideos ocorre simultaneamente a biossintese de levana na
bactéria Zymomonas mobilis, e a enzima levanassacarase encontra-se envolvida
na sintese de ambos.

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais que ocorrem na maioria
dos organismos vivos, fazendo parte das vias principais do seu metabolismo
energético ou como suas unidades estruturais. Sado polimeros de elevado peso
molecular com mais de 10 unidades monossacaridicas, porém os polissacarideos
mais comumente encontrados na natureza tém entre 80 e 100 unidades. Muitos
tipos diferentes de homopolissacarideos sdo encontrados nos organismos vivos
desempenhando diversas fungdes. O amido, por exemplo, € um polissacarideo de
reserva vegetal, enquanto o glicogénio ocorre nos animais e em alguns
microrganismos com esta mesma fungdo. Ambos séo glicanas, ou seja, polimeros
de glicose (KENNEDY & WHITE, 1993).

Muitos polissacarideos microbianos estdo associados a superficie celular
porém os exopolissacarideos estdo totalmente dissociados da célula microbiana,
apresentando consideravel diversidade em composicdo e estrutura. Os
exopolissacarideos microbianos sédo produtos de interesse industrial devido a suas
propriedades e facilidade de obtengao (SUTHERLAND, 1990).

As frutanas sdo polissacarideos de frutose, que funcionam como material
de reserva encontrado em muitas plantas e microrganismos. Elas tém como
estrutura geral uma molécula de glicose ligada a multiplas unidades de frutose.
Em plantas podem ocorrer até 100 unidades de frutose em uma unica molécula de
frutana, entretanto as frutanas bacterianas chegam a ter 100.000 unidades.

Ha diferentes tipos de frutanas presentes na natureza, as quais sao
diferenciadas devido ao tipo de ligagéo glicosidica entre as unidades de frutose. O
primeiro grupo € o das inulinas, que séo frutanas lineares onde as unidades de
frutose apresentam ligagdes B-(2-1), encontrada em plantas. O segundo grupo é o
das levanas contendo ligagdes p-(2-6) presentes em plantas e bactérias. As
frutanas mistas fazem parte do terceiro grupo que consiste de ligagdes B-(2-1) e B-

(2-6) entre as unidades de frutose e s&o frutanas ramificadas. As frutanas



encontradas em bactérias sao do tipo levana, consistindo de ligagdes p-(2-6). A
levana possui potencial para ser usada na industria alimenticia como fonte de
frutose e como agente espessante. Além destas, outras aplicagbes tém sido
sugeridas para esta frutana como, por exemplo: emulsificante, estabilizante,
agente encapsulante e carreador de sabor e fragrancia (FUCHS, 1991). Este
polimero € produzido por diferentes bactérias dos géneros Pseudomonas,
Xanthomonas, Azotobacter, Erwinia, Streptococcus, Bacillus, Actinomyces,
Arthrobacter e também Zymomonas.

Varios autores tém confirmado a existéncia de atividade antitumoral e
imunomoduladora em levanas produzida por Zymomonas mobilis (LIEPA et al.,
1993; CALAZANS et al, 1997). Testes antitumorais foram realizados
demonstrando atividade contra sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich, ambos
tumores experimentais de camundongos (CALAZANS et al., 1997).
Posteriormente, CALAZANS et al. (2000), relacionaram a atividade antitumoral ao
peso molecular do polimero, observando que uma faixa de peso molecular em

torno de 210 000 apresentou o maximo de atividade inibitoria contra sarcoma 180.

2.2. Processos fermentativos para producao de oligossacarideos

por Zymomonas mobilis

Parece ter sido em 1955 o primeiro registro da produgédo de
oligossacarideos por via fermentativa. Feingold et al. (1955) investigaram a
formacdo de oligossacarideos em Aerobacter levanicum. Uma série de
frutooligossacarideos foi formada de sacarose pela atividade fermentativa de
células de Aerobacter levanicum e por uma solugdo de levanassacarase livre de
células. Kohanyi & Dedonder, 1951; Dedonder & Noblesse, 1953; French & Wild,
1953, apud Feingold et al. (1955) relatam a formagédo de oligossacarideos por
Bacillus subtilis em processo desenvolvido para producédo de levana. Os autores
consideraram os oligdmeros de frutose formados como levanas de cadeias curtas
e intermediarios na formacgao de levana. Na época, provas conclusivas sobre tais

hipoteses nao foram relatadas.



Por outro lado, estudos sobre a producdo, por via fermentativa, de
oligossacarideos a partir de Zymomonas mobilis é tema relativamente recente.

O ressurgimento do interesse por Zymomonas mobilis a partir da década de
70 esteve direcionado para sua aplicagdo na producao industrial de etanol. Varios
autores estudaram a aplicagdo da fermentagao etandlica de Zymomonas mobilis
para potencial producdo de etanol em escala industrial (LYNESS & DOELLE,
1980; RIOS et al., 1982/83; FALCAO DE MORAIS, 1982/83; CALAZANS et al.,
1989). Rogers et al. (1982) observaram que Zymomonas mobilis € um excelente
substituto para as leveduras na producido de etanol, obtendo uma produtividade
cerca de trés a cinco vezes superior a observada com as leveduras, com um
rendimento de etanol a partir de glicose de até 97%.

Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram-negativa, aerotolerante, que
utiliza a via Entner Doudoroff para metabolizar carboidratos (GIBBS & DeMOSS,
1951), utilizando apenas glicose, frutose e sacarose como fonte de carbono e
energia. Etanol e dioxido de carbono sdo os principais produtos do catabolismo
quando Zymomonas mobilis cresce anaerobicamente a partir da glicose (SWINGS
E DE LEY, 1977; SPRENGER, 1996). Entretanto a fermentagdo da sacarose pela
bactéria conduz a uma diminuicdo no rendimento de etanol atribuido a formacao
de outros subprodutos de fermentacéo, tais como levana, sorbitol, acido glucénico
e frutooligossacarideos (VIIKARI et al., 1986; CALAZANS et al., 1989).

A formacéo de levana € uma caracteristica tipica de Zymomonas mobilis
crescendo em meio a base de sacarose (VIIKARI, 1988). Além de
levanassacarase, Z. mobilis possui duas invertases, A e B. Invertase B hidrolisa a
sacarose a glicose e frutose. Invertase A ainda ndo teve seu papel totalmente
esclarecido (SPRENGER, 1996). A levana se forma a partir da sacarose mas nao
de glicose ou frutose. Inicialmente a sacarose € hidrolisada a glicose e frutose ou
por uma invertase ou por levanassacarase (VIIKARI, 1988). A levanassacarase,
transfere residuos B-D-furanosil da sacarose para uma molécula aceptora. Se o
aceptor for a frutose forma-se levana, mas se este for uma molécula de agua
ocorrera a hidrélise em glicose e frutose (SWINGS & DE LEY, 1977; DOELLE et
al., 1993):



n sacarose + aceptor — levana + n glicose ou n frutose

Invertase, assim como a levanassacarase, € uma B-frutofuranosidase capaz
de hidrolisar a sacarose em glicose mais frutose. Invertase, semelhante a
levanassacarase, também catalisa reacbes de transfrutosilagdo conduzindo a
formacéao de levana e oligossacarideos. Ao mesmo tempo em que ha a formagéao
de levana, polimero de frutose de elevado peso molecular, frutooligossacarideos
de baixo peso molecular também tém sido detectados (DOELLE et al., 1993).

Existem poucos estudos sobre quais parametros de fermentacao
influenciam a producdo de frutooligossacarideos por Zymomonas mobilis. Foi
demonstrado por Vigants et al. (1998) que a adicdo de sais de sddio e potassio ao
meio de cultivo produz um efeito estimulante sobre a sintese de levana e etanal,
devido a uma ativagao direta da levanassacarase pelos sais. Os autores sugerem
que a levanassacarase possui propriedade de enzima alostérica cujos ativadores
heterotropicos seriam o sodio e o potassio. Em investigagdo posterior, Vigants et
al. (2000) avaliaram o efeito de sais minerais sobre a formacédo de
frutooligossacarideos e outros subprodutos por Z. mobilis. Assim, Z. mobilis foi
cultivada em meio contendo sacarose com a adicdo de diferentes concentragdes
de NaCl ou KCI até 0.6 M. Os autores observaram que NaCl e KCI estimulam
também a producdo de frutooligossacarideos, porém somente em baixas
concentragdes de sacarose. Isto foi demonstrado quando Zymomonas mobilis foi
cultivada com 65% de sacarose e sais. Sob estas condi¢des a adicdo dos sais néo
aumentou a formacao de oligossacarideos, ao contrario, provocou efeito inibitorio
na produgao.

Crittenden & Doelle (1994), afirmam que a temperatura e a concentragéo de
sacarose no meio sao os parametros mais importantes que regulam a formagao
de levana e oligossacarideos pela levanassacarase de Zymomonas mobilis. Os
autores relatam que a baixas concentragbes de sacarose, entre 10 e 15% e 25°C,
sao produzidos levana e etanol; enquanto a concentragcéo de sacarose entre 50 e

70%, a 45-50°C, é favoravel a sintese de frutooligossacarideos.



Os frutooligossacarideos ja sdo produzidos pela industria alimenticia e
comercializados em alguns paises. O primeiro passo para a transposi¢do de
qualquer processo fermentativo para a escala industrial, visando a utilizagcao
comercial de um produto, € a realizagdo de um estudo cinético do processo. O
estudo cinético de um processo fermentativo consiste no acompanhamento dos
valores de concentragcdo de biomassa (X), produto de interesse econdmico (P) e
substrato limitante (S) que compde o meio de cultura, em fungcéo do tempo de
fermentacdo. (BORZANI et al., 2001). Quando esses valores experimentais sao
plotados em funcdo do tempo permite o tragado de curvas em que se representa
as concentragdes de biomassa, produto e substrato num dado processo. O estudo
também fornece dados quantitativos sobre rendimentos, sobre as velocidades
especificas de crescimento do microrganismo envolvido no processo, de consumo
de substrato e formacdo de produto. O estudo da cinética de um processo
fermentativo pode dar também informagdes sobre o tempo de duracdo do
processo € indicar qual o melhor tempo de producéo para um determinado produto
e fazer comparacdes quantitativas entre as diferentes condi¢cdes de cultivo
(BORZANI et al., 2001).

2.3. Métodos de identificagcao e dosagem de oligossacarideos

Existem varias técnicas cromatograficas aplicaveis a determinagcdo de
oligossacarideos. As técnicas de cromatografia mais antigas, tais como a
cromatografia em papel e em camada delgada freqlentemente estdo sendo
substituidas por métodos mais modernos como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), Cromatografia Gas-Liquido (GLC) e Cromatografia de Fluido
Supercritico (SFC) (CHURMS, 1990) para a analise de carboidratos. Entretanto,
Moreira et al. (1998), desenvolveram um método simplificado para determinar a
composi¢ao quimica dos biopolimeros xantana, gelana e clairana (produzido no
CenBiot/UFPEL) por cromatografia em camada delgada com gel de silica Fysg,
usando como eluente uma mistura de cloroférmio: metanol: acido acético: agua,

40:40:10:10 (v/viviv). Os polimeros foram hidrolisados completamente com HCI 2N



e submetdos a analise. A técnica mostrou-se eficiente na separacdo dos
componentes dos polimeros estudados. Foram identificados os monossacarideos
da clairana (glicose, galactose e fucose), gelana (glicose e ramnose) e xantana
(glicose e manose). Este método também mostrou-se mais rapido se comparado
aos que utilizam papel.

Ainda em 1955, Feingold et al., utilizaram cromatografia em papel de filtro
para identificar oligossacarideos produzidos por Aerobacter levanicum,
demonstrando, por esta técnica, a presenga de hexoses (glicose, frutose),
sacarose, levana e oligossacarideos em suas fermentagdes.

Cromatografia em Camada Delgada, empregando silica Kieselguhr G e dois
sistemas de solventes constituidos de 1-propanol - acetato de etila - agua, apenas
variando suas proporgoes, foi proposta por Collins et al. (1971) para analise de
frutooligossacarideos obtidos de raizes de chicoria (Cichorium intybus L.).
Utilizando-se o sistema nas proporcdes 40:50:10 obtiveram melhor separacao de
frutooligossacarideos com DP até 7-8, enquanto que o sistema 60:20:20 foi
satisfatério para a separagdo dos oligossacarideos possuindo DP de 2-20. Em
1976, Shiomi et al., isolaram e identificaram oito frutooligossacarideos, com DP
entre 3 e 5, de raizes de chicoria. Metilaram e metanolizaram estes
oligossacarideos e os submeteram a cromatografia em papel, camada delgada e
cromatografia gas-liquido.

Kennedy et al. (1989), estudaram o perfil cromatografico de
frutooligossacarideos obtidos pela hidrolise de levana produzida por Zymomonas
mobilis VTT-E-78082 em meio a base de sacarose. A levana foi precipitada do
mosto fermentado com etanol e hidrolisada com acido cloridrico 0.1 M a 100°C por
1h. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia desse material totalmente
hidrolisado detectou apenas D-frutose demonstrando que a levana consiste
apenas de unidades de frutose. Nova hidrélise com acido sulfurico 0,05 M, a
100°C por 3 minutos foi feita. Uma aliquota deste material foi injetada em uma
coluna Bio-Gel P, (Bio-Rad Laboratories). A cromatografia de permeacédo em gel

demonstrou oligossacarideos com grau de polimerizagdo até 14 com pesos



moleculares diferentes, revelados pelas posicoes de eluicdo dos picos

cromatograficos, os quais correspondem ao DP do oligossacarideo.

2.4. Aplicacao

Atualmente, as pesquisas com oligossacarideos mostram seu potencial
como alimentos funcionais e fatores bifidogénicos (MARX et al., 2000). Os
alimentos funcionais sdo conceituados como alimentos que contém, em
concentragcdes adequadas, uma combinagdo de componentes os quais afetam
fungdes do organismo, tendo um efeito celular ou fisiolégico positivo que possam
justificar seus beneficios a saude. O mais conhecido efeito dos oligossacarideos,
em particular dos frutooligossacarideos, é a estimulagao seletiva do crescimento
de Bifidobacterium, assim, modificando significativamente a composi¢cdo da
microbiota do colon. No cdlon, os frutooligossacarideos sao fermentados pelas
bifidobactérias e outras bactérias anaerdbias, reduzindo o pH no coélon, pela
producdo de acidos graxos de cadeia curta, principalmente acido latico e acido
acético. Acido propidnico e acido butirico também sdo formados mas em menor
proporcdo. O mecanismo aceito através do qual Bifidobacterium inibe o
crescimento de outras bactérias € exatamente o efeito sobre o pH, causado pela
intensa produgéo dos acidos graxos (ROBERFROID, 1994).

Além do seu efeito prebidtico, alguns oligossacarideos tém efeitos
sistémicos, em particular como moduladores do metabolismo dos lipidios e
carboidratos (ROBERFROID, 1997). Estudos sugerem que eles modificam a
concentragao de lipidios no sangue, causando redu¢ao nos niveis de colesterol e
trigliceridios (ROBERFROID, 1994).

Palatinose, um adogante de origem natural ou sintética constituido de
glicose e frutose, e varios oligossacarideos tais como isomaltooligossacarideos e
frutooligossacarideos tém surgido como adogantes alternativos devido a uma
demanda por alimentos de baixa caloria. Entre eles, os frutooligossacarideos
microbianos obtidos de sacarose tém atraido especial atencao. Isto se deve a

elevada resisténcia dos frutooligossacarideos a hidrolise acida e enzimatica (YUN,



1996; ROBERFROID, 1997). MARX et al. (2000) determinaram a resisténcia de
frutooligossacarideos com ligagbes do tipo B-(2,6) as enzimas do trato
gastrointestinal superior. Eles realizaram um teste de digest&o in vitro incubando
uma série de amilases, proteases, pancreatina e ftripsina com o0s
frutooligossacarideos e posteriormente analizaram a mistura, antes e apds a
hidrélise, por cromatografia. Verificaram que os frutooligosscarideos de cadeia
longa s&o mais resistentes a hidrolise acida ou enzimatica do que os de cadeia
curta, demonstrando que eles atingem o cdlon inalterados servindo como
substrato para os microrganismos intestinais. Roberfroid (1997) atribui a
resisténcia a hidrélise acida e enzimatica a configuragao das ligagdes glicosidicas
em oligossacarideos extraidos de chicéria. Marx et al. (2000), realizaram ainda
testes de fermentagéao, colocando linhagens de Bifidobacterium em contato com -
(2,6)-frutooligossacarideos com DP entre 2 e 20 e verificaram que estes foram
fermentados pelas bactérias testadas, porém esta metabolizacdo € espécie
dependente e evidenciaram que a massa molecular do oligossacarideo € fator
decisivo na degradacado pelas bifidobactérias. Wang e Gibson (1995) apud
Roberfroid (1997) afirmam que os oligossacarideos de chicéria s&o seletivamente
hidrolisados e fermentados pelas bifidobactérias devido a secre¢cdo de uma B-

frutosidase a qual hidrolisa suas ligagdes B-(2,1).



3.MATERIAL E METODOS

3.1. MICRORGANISMO

Para a realizagao deste trabalho foi utilizada Zymomonas mobilis linhagem
ZAG-12 (DAUFPE 241) pertencente a colecdo de microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Esta
linhagem foi obtida pela fusdo de esferoplastos das linhagens de Zymomonas
mobilis ZAP (DAUFPE 205) e Ag 11 (DAUFPE 198) (FALCAO DE MORAIS et al.,
1984/85).

3.2. MANUTENGAO DA LINHAGEM

A linhagem de Zymomonas mobilis foi conservada por transferéncia para
tubos contendo meio SSDL. Os cultivos foram incubados a 30°C por 48 h e
estocados sob refrigeragéo a 4°C. A cultura foi transferida a cada trés meses para

preservagao da linhagem.

3.3. MEIOS DE CULTURA

Meio para manutencao da cultura de Zymomonas mobilis ZAG-12

A manutencéo foi feita em meio SSDL, composto, em g/L, de: glicose 20,0;
extrato de levedura 5,0; com o pH ajustado para 6,5, antes da autoclavacéo, a
121°C por 15 minutos. (SWINGS & DE LEY, 1977; CALAZANS et al., 2000).



Meio de pré-fermentagao

O meio utilizado para propagacao do indculo ou pré-fermentagéo (MPF) era
composto, em g/L, de: sacarose 100,0; extrato de levedura 2,0; KH,PO4 2,0;
MgSO,47H,0 0,5 e (NH4).SO4 1,0. A sacarose, o extrato de levedura e os sais

foram autoclavados separadamente, a 121°C por 15 minutos.
Meio de producgao

O meio de cultura empregado nas fermentagdes para a producdo de
oligossacarideos foi 0 mesmo utilizado para produgéo de levana por Zymomonas
mobilis, denominado meio ML (meio para producdo de levana) (CALAZANS,
1987). Este tem a mesma composi¢cao do meio de pré-fermentagao, variando-se a
concentragdo de sacarose, de acordo com o planejamento experimental. A

autoclavagao seguiu os mesmos procedimentos utilizados para o MPF.

3.4. ANALISES DE AMOSTRAS DE FERMENTAGAO
RESULTANTES DA PRODUGAO DE LEVANA

Fermentacbes de sacarose por Zymomonas mobilis ZAG-12, foram
desenvolvidas previamente por Melo (2002), empregando o planejamento fatorial
objetivando otimizar a produgéo de levana. A técnica do planejamento fatorial, no
contexto da otimizagao de experimentos é aplicada para determinar as condi¢cdes
necessarias para obtencdo de um produto (MASSART et al.,, 1997 apud MELO,
2002). E necessario, segundo Melo (2002), a determinacdo dos fatores
(qualitativos e quantitativos) e o problema que se deseja estudar. Em seguida,
precisa-se definir claramente qual objetivo se pretende alcangar com os
experimentos para se determinar o tipo de planejamento experimental que sera
utilizado. Melo (2002) utilizou um planejamento fatorial fracionario 2*', onde

estudou a influéncia de quatro variaveis no processo para producido de levana:



temperatura, agitagao, concentragao inicial de sacarose e concentragao inicial de
extrato de levedura.

Sabendo-se que durante a producédo de levana ha formagao concomitante
de oligossacarideos, estes fermentados foram empregados para pesquisa de
oligossacarideos produzidos durante o processo. Dando sequéncia ao projeto que
visava o estudo da producdo de levana e oligossacarideos por Zymomonas
mobilis, as amostras resultantes dos experimentos de otimizacado foram analisadas
por Coimbra (2002) com o objetivo de selecionar as condigbes de processo
favoraveis a producdo de oligossacarideos. Dessa forma planejou-se com um
mesmo conjunto de fermentagbes obter-se dados sobre a formagdo de dois
diferentes produtos, que ocorriam simultaneamente na fermentacdo. Além disso,
seria possivel verificar quais as condicbes de processo que deslocariam a reacao
enzimatica favorecendo a polimerizagdo da frutose a levana ou formacgédo de
oligbmeros. Tais amostras, mantidas congeladas até a pesquisa, resultaram de
diferentes condicbes de fermentagdo. Nestes experimentos foram variadas a
temperatura entre 20, 25 e 30°C, a concentracdo inicial de sacarose entre 100,
200 e 250 g/l, o extrato de levedura entre 2,0; 3,5 e 5,0 g/l e a agitagdo em 50, 75
e 100 rpm. As diferentes combinagdes resultaram em nove experimentos
realizados em triplicata. Aliquotas dos fermentados provenientes dos
experimentos para otimizacdo de levana foram analisados para pesquisa de
oligossacarideos formados. As analises para oligossacarideos foram realizadas
por CLAE, usando coluna ZORBAX-NH; (5um, 4,6mm x 150mm). O cromatografo
foi operado com fluxo de 1 mL/min, temperatura do forno e unidade ética (detector
de indice de refragdo) a 35°C e fase movel de acetonitrila-dgua na proporgéo
78:22 (COIMBRA, 2002).

3.5. PREPARAGAO DO INOCULO

Os indculos das fermentacbes foram preparados a partir da cultura
reativada em frascos de erlemeyer de 250 mL, sem agitagdo, a uma temperatura
de 30°C por 18 horas.



3.6. PRODUGAO DE OLIGOSSACARIDEOS A PARTIR DE
DIFERENTES TEMPERATURAS

Para efeito de comparagdo com os dados obtidos a partir do planejamento
fatorial foram desenvolvidas duas fermentagdes adicionais, uma com temperatura
40°C, concentragao inicial de sacarose 250 g/L e agitagdo 100 rpm, e outra com

temperatura 35°C, a mesma concentragao inicial de sacarose e mesma agitagéo.

3.6.1. ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTAGOES

As fermentagbes foram conduzidas por 72 h, com amostragem a cada 24 h

para determinagao dos parametros a seguir.

Biomassa celular

A biomassa foi determinada pelo método espectrofotométrico, com base em
curva de calibragao de células construida a um comprimento de onda de 660 nm
(CALAZANS, 1997).

O meétodo consistiu em centrifugar 10 mL da amostra por 20 minutos, a
5000 rpm. O precipitado de células foi ressuspendido em agua destilada para
baldo volumétrico de 10 mL, diluido quando necessario, e sua absorbancia medida
a 660 nm.

Teste de esterilidade

Todas as etapas da fermentacdo foram avaliadas quanto a auséncia de
contaminantes pelo semeio em meio Agar Nutriente (AN) e Caldo Simples,
seguido por incubagdo em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Z. mobilis
ndo cresce em meio AN devido a auséncia de fatores esséncias ao seu
crescimento, por isso 0 aparecimento de colénias no meio demonstra a presenca
de contaminantes na fermentagdo (CALAZANS, 1997).



Dosagem de sacarose

A dosagem da sacarose foi realizada pelo método colorimétrico do acido
dinitrossalicilico (DNSA) apdés hidrolise acida da mesma para dosagem, como
acgucares redutores totais, expressando-se os resultados em g/L (MILLER, 1959;
CALAZANS et al., 1989; MELO, 2002).

As amostras de fermentagdo foram submetidas a hidrélise com acido
cloridrico diluido 1:2 durante 15 minutos, a uma temperatura entre 68-69°C.
Posteriormente foram neutralizadas com solugées de hidroxido de sédio 10 e 40%,
e diluidas em agua destilada para enquadrar as amostras na faixa de resolu¢ao do
método. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 540 nm.

Dosagem de levana

A levana produzida foi extraida do mosto fermentado por precipitacdo com
75% de etanol aproximadamente, adicionando-se a 5 mL de mosto isento de
células, 15 mL de etanol absoluto. A mistura obtida foi centrifugada a 5000 rpm
durante 20 min. O sedimento formado foi novamente dissolvido em agua e re-
precipitado (REISS & HARTMEIER, 1990).

Apos a centrifugagao, a levana foi dosada por peso seco, segundo Reiss &
Hartmeier (1990), transferindo-se a levana precipitada para pesa-filtros tarados e
levando-os a estufa a 110°C por 24 h. Apds este periodo, os pesa-filtros foram
pesados em balanca analitica calculando-se a partir destas medidas, a

concentragao de levana produzida em g/L.

Dosagem de oligossacarideos

Os oligossacarideos foram analisados por CLAE utilizando coluna RESEX
RSO (200 x 10.00 mm) e agua como fase mével. O cromatografo foi operado com

fluxo de 0,3 mL/min e temperatura de 80 °C.



3.6.2. FERMENTAGOES A 35 e 40°C

Os experimentos 01 e 02 foram realizados em triplicata a temperatura de
40°C e 35°C, respectivamente, concentragdo inicial de sacarose 250 g/L e
agitacado 100 rpm, a fim de verificar a influéncia desses parametros na producéo
dos oligossacarideos por Zymomonas mobilis.

As fermentagbes foram realizada por 72 h, em frascos Pyrex graduados
com tampa rosqueada, e capacidade para 500 mL, contendo 300 mL de meio de
fermentacédo. Os frascos foram colocados em mesa agitadora com temperatura

controlada. O indculo correspondeu a 10% (v/v) do volume de trabalho.

3.6.3. ESTUDO CINETICO DA PRODUGAO DE OLIGOSSACARIDEOS POR

Zymomonas mobilis

O estudo cinético do processo fermentativo para producdo de
oligossacarideos foi realizado em biorreator Bioflow Il (New Brunswick), tipo
tanque agitado, com capacidade para 5 L de volume util (Figura 01).

As condigdes de processo utilizadas no estudo foram selecionadas com
base nos trabalhos de Coimbra (2002) e Melo (2002), que realizaram
experimentos empregando o planejamento fatorial para estudo da produgado de
levana e oligossacarideos por Z. mobilis ZAG-12. De acordo com os resultados
obtidos pelos autores, utilizando o referido método de otimizagcdo, o estudo
cinético foi realizado a temperatura de 30°C, concentracao inicial de sacarose 150
g/L e agitacédo 100 rpm, consideradas as melhores condigdes de processo para
produgao dos oligossacarideos.

No experimento sobre a cinética de fermentacdes, foram fermentados por
processo descontinuo, 4,5 L de meio ML contendo 10% de indculo, durante 72 h,
com retirada de amostras a cada 3 h nas primeiras 18 h de fermentacéo e a cada
24 h no tempo restante. Temperatura e agitacdo foram controlados durante todo o

processo. Os parametros medidos foram pH, concentracdo de biomassa e



sacarose, producdo de levana e oligossacarideos, realizados pelos mesmos

métodos anteriormente citados.

Figura 01. Biorreator modelo Bioflow Il (New Brunswick) tipo tanque agitado,
usado na fermentacdo realizada para estudo da cinética da producido de

oligossacarideos.



4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.FERMENTAGOES A 35 E 40°C

A escolha das temperaturas foi norteada pelas pesquisas de Calazans
(1997). Ao trabalhar com a producgao de levana por Zymomonas mobilis ZAG-12 a
40°C, Calazans (1997) relatou que o aumento da temperatura entre 10 e 30°C
conduz a uma elevacao do peso molecular médio da levana produzida. Contudo, a
elevacdo de temperatura na faixa de 30 a 40°C reduz o peso molecular médio
registrando-se, neste intervalo, o menor peso molecular dentre todas as
temperaturas ensaiadas.

Outro fator relevante na selecao das temperaturas dos experimentos 01 e
02 foram os trabalhos realizados por Melo (2002) e Coimbra (2002) empregando o
planejamento fatorial. Melo (2002) realizou nove experimentos, em triplicata, no
estudo de otimizacdo do processo de producéo de levana, entre estes, sete foram
analisados por Coimbra et al. (2002) para pesquisa de oligossacarideos. Os
resultados da otimizagdo, apresentados na Tabela 01, mostram que a melhor
produgdo dos oligossacarideos se da em temperaturas acima de 30°C. Com base
nestas observagdes, foram realizadas fermentagdes a 35 e 40°C com o objetivo

de avaliar a influéncia destas temperaturas na producao de oligossacarideos.



Tabela 01. Resultados apresentados por Melo (2002) e Coimbra et al. (2002) a
partir do planejamento fatorial para otimizar a produgado de levana, com 72 h de

fermentacédo e 10 % de in6culo centrifugado. Os resultados apresentados s&o

médias aritméticas dos valores obtidos em triplicata.

Exp. So ART Temp. Extrato |Agitagcdao Biomassa Levana Oligos.
(g/L) Consumido (°C) Levedura| (rpm) |Produzida produzida produzidos

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0 200 64 25 3,5 75 1,92 4 48,83

1 150 19 20 2,0 50 0,66 4,7 22,03
2 250 34 20 2,0 100 0,77 14,67 4,81
3 150 106 30 2,0 100 1,35 1,71 116,38
5 150 130 20 5,0 100 3,11 8,4 74,45
7 150 141 30 5,0 50 3,00 1,5 66,66
8 250 135 30 5,0 100 3,54 4,2 17,67

Tabela 02. Produtividades e rendimentos obtidos a partir dos dados apresentados
por Melo (2002) e Coimbra et al. (2002), empregando o planejamento fatorial para
otimizagéo do processo de produgao de levana.

Experimentos

Parametros Exp.0 | Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.5 Exp.7 | Exp.8

PLev 0,05 0,06 0,20 0,02 0,12 0,02 0,06
PoLico 0,68 0,30 0,07 1,62 1,03 0,92 0,24
Yus 0,06 0,25 0,43 0,02 0,06 0,01 0,03
Yoris 0,76 1,16 0,14 1,09 0,57 0,47 0,13
Yxis 0,03 0,03 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03
Yux 2,08 7,12 19,05 1,27 2,70 0,5 1,19
Yoix 25,43 3,38 6,25 86,21 23,93 22,22 4,99




A Tabela 03 apresenta os resultados do Experimento 01. Apesar da
elevada temperatura, observa-se que, com 72 h de fermentacdo, houve um
consumo de substrato de 34,09 g/L por Zymomonas mobilis ZAG-12 a 40°C,
obtendo-se 0,226 g/L de biomassa produzida. Contudo, o crescimento celular
obtido a esta temperatura foi inferior ao crescimento alcangado por Calazans
(1997), que obteve, com 24 h, cerca de 1,0 g/L de biomassa em fermentacdo a
40°C, com concentragédo inicial de sacarose de 200 g/L, usando a mesma
linhagem. O baixo crescimento deve-se, provavelmente, a elevada concentragéao
de sacarose (250 g/L) presente no meio de fermentagcdo, uma vez que altas
concentragdes de acgucar levam ao estresse osmotico da célula (SPRENGER,
1996).

Tabela 03. Resultados do Experimento 01, a temperatura de 40°C, concentragdo

inicial de sacarose de 250 g/L e agitagdo de 100 rpm, com 72h de fermentagao.

Experimento 01

Parametros Resultados
Biomassa produzida (g/L) 0,226
ART consumido (g/L) 34,090
Levana produzida (g/L) 0,620
Yus 0,020
Yiix 2,740
Yxis 0,007




De acordo com os resultados (Tabela 03), houve um consumo de 34,09 g/L
de ART a 40°C, nos mesmos niveis do obtido por Calazans (1997) trabalhando
nesta mesma temperatura. Calculando-se o fator de conversao de levana por
substrato consumido a 40°C obteve-se: Y ;s de 0,02. Calazans (1997) trabalhando
com a mesma linhagem alcangou um Y s de 0,04 a 35°C, no entanto, mantendo
as demais condicdes de fermentacdo constantes e baixando a temperatura para
25°C o Ypss foi de 0,25, seis vezes maior que a 40°C. A 30°C, superior a
temperatura considerada como a melhor para produgao de levana por Calazans
(1997), fator de conversao de produto por substrato foi considerado baixo devido a
esta condicao ser favoravel a formagao de outros produtos finais de fermentacao,
como sorbitol, acido glucoénico e oligossacarideos (VIIKARI & GISLER, 1986). O
fator de conversédo de levana por células (Yyux) a 40°C foi de 2,74, superior ao
encontrado por Calazans (1997) (Yux =1,7). Devido ao registro de um baixo peso
molecular médio de levana nesta temperatura, pode-se supor que em
temperaturas préximas a esta devem ser formados também oligossacarideos.
Como é mostrado na literatura, a producdo de polimeros ocorre obedecendo a
uma curva de distribuicdo de fragdes, de variados pesos moleculares, em formato
gaussiano, cuja abertura podera ser influenciada pela temperatura de processo
empregada (CALAZANS, 1997).

Com relagdo a producgao de levana, ainda observando-se a Tabela 03, foi
produzido 0,62 g/L a 40°C. Calazans (1997) relata 1,4 g/L de levana produzida a
esta temperatura, e apresenta 25°C como a melhor temperatura para producéo do
polimero dentro da faixa testada. Dando continuidade ao trabalho realizado por
Melo (2002), Coimbra et al. (2002) selecionaram condigdes adequadas para
produgao de oligossacarideos e também observaram que a producao de levana é
favorecida por temperaturas mais baixas. Examinando-se a Tabela 01,
concentragao de 14,67 g/L de levana foi obtida no experimento a temperatura de
20°C (MELO, 2002), empregando a mesma agitagdo de 100 rpm e concentragdo
inicial de sacarose de 250 g/L. Entretanto, em temperaturas mais elevadas que

25°C observou-se um incremento da produgdo de oligossacarideos. Neste grupo



de experimentos foi observado que a 20°C e Sy de 250 g/L a produgdo de
oligossacarideos foi de 4,81 g/L. Mantendo-se a temperatura e baixando-se a
concentragao inicial de sacarose para 150 g/L foi possivel elevar a concentragao
de oligossacarideos para 22,03 g/L com agitacédo de 50 rpm. A concentragao de
oligossacarideos passou a 74,45 g/L mantendo-se a rotagdo em 100 rpm. Foi
demonstrado que neste conjunto de variaveis, a concentracdo inicial de sacarose
e agitagdo parecem interagir positivamente, na formagao do produto (Coimbra,
2002).

Elevando-se a temperatura de 20°C para 25 °C, a uma concentracgio inicial
de sacarose de 200 g/L e agitagdo de 75 rpm, observa-se uma concentragao de
oligossacarideos (48,83 g/L) inferior ao maximo alcangado a 20°C (74,45 g/L).
Entretanto a melhor interacdo de parametros ocorreu quando se reuniu num
mesmo experimento Sy de 150 g/L, agitagdo de 100 rpm e temperatura de 30°C
(Coimbra, 2002) , obtendo-se uma concentragao final de oligossacarideos de
116,38 g/L, que corresponde a um rendimento em oligossacarideos (Yo;s) de 1,09
e elevado fator de conversdao de oligossacarideos (Yoix) de 86,21 (Tabela 02).
Nesta mesma fermentagédo a levana foi de apenas 1,71 g/L, uma das producdes
mais baixas registradas.

As andlises por CLAE dos fermentados obtidos a 30 e 40°C mostram que
os oligossacarideos produzidos na fermentagdo a 40°C apresentam
predominantemente DP 3, 5, 6, 12, 13 e 15 (Tabela 04). Analisando-se as areas
correspondentes aos picos detectados nos cromatogramas € possivel inferir que
entre estes, houve maior produgdo do DP 15 (area de 75,1x10* nRIU x s),
seguidos pelos oligossacarideos de DP 13 (35,2x10* nRIU x s), DP 12 (50,4x10*
nRIU x s) e DP 5 (41,8x10* nRIU x s). Confrontando estes dados com os trabalhos
de Coimbra (2002), baseados nas analises por CLAE de fermentagao realizada a
30°C, concentragao inicial de sacarose 150 g/L e agitagdo 100 rpm, verificou-se a
producéo de oligossacarideos com DP 4, 5, 6, 7, 8 e 15. Os oligossacarideos com
DP 5 (41,8 x10* nRIU x s) , 6 (6,98 x10* nRIU x s) e 15 (75,1 x10* nRIU x s),
comuns as duas fermentagdes, tiveram maior producdo a 40°C do que a 30°C

(Tabelas 04 e 05). O DP 3 s¢ foi detectado na fermentagéo a 40°C, o que sugere



esta temperatura como a mais favoravel para producao de trissacarideos dentre
as demais testadas. Spiegel et al. (1994) mostram, citando Kamen (1992) e
Fishbein et al. (1988), que 1-cetose (GF;), nistose (GF3) e 17-p-
frutofuranosilnistose (GF4), com DP 3, 4 e 5, respectivamente, sado os
oligossacarideos de frutose mais comuns em uma variedade de frutas e vegetais.
Os dados experimentais mostram que provavelmente o0s mesmos
oligossacarideos citados por Spiegel et al. (1994) sejam sintetizados por Z. mobilis
ZAG-12, uma vez que Z. mobilis, em fermentagbes de sacarose, produz
oligossacarideos de frutose com DP 3, 4 e 5 (VIIKARI et al., 1986; DOELLE et al.,
1993), podendo ser uma alternativa para obtencao destes oligossacarideos de
cadeia curta empregando uma via fermentativa. Os DP 9, 10, 11e 14 nao foram
observados na fermentagao a 40°C e nem nos experimentos de Coimbra (2002) a
30°C.

Tabela 04. Resultados das analises de oligossacarideos, expressos por unidade
de area (nRIU x segundo) dos picos cromatograficos, e seus respectivos graus de

polimerizagéo nos Experimento 01, com 72 h de fermentagéo, a 40°C.

Experimento 01

Grau de Area dos picos (nRIU x s)
polimerizagao

3 2,69x10°
4 0
5 41,8x10*
6 6,98x10"
7 0
8 0
9 0
10 0
11 0
12 50,4x10*
13 35,2x10%
14 0
15 75,1x10%




Tabela 05. Resultados das analises de oligossacarideos, expressos por unidade
de area (nRIU x segundo) dos picos cromatograficos, e seus respectivos graus de

polimerizagdo em fermentagéo a 30°C, realizada por Coimbra (2002).

Grau de Area dos picos

polimerizagao (nRIU x s)
3 0
4 46,08x10*
5 16,22x10*
6 2,32x10*
7 2,55x10*
8 1,89x10*
9 0
10 0
11 0
12 0
13 0
14 0
15 13,50x10*




4.2. ESTUDO CINETICO

As condicbes para a realizagdo do estudo cinético da producdo de
oligossacarideos foram planejadas com base nos resultados de Coimbra et al.
(2002), que utilizaram os resultados do planejamento fatorial para melhoria da
produgdo de oligossacarideos. O planejamento indicou a temperatura de 30°C,
concentragao inicial de sacarose de 150 g/L e agitagdo de 100 rpm como as
melhores condigbes para produgéo de oligossacarideos por Z. mobilis ZAG-12.

Os resultados de sacarose consumida, biomassa e levana produzidas, bem
como os rendimentos e velocidades especificas no experimento, por tempo de
fermentacédo, sdo mostrados nas Tabelas 06 e 07. De acordo os resultados, ao
final da fermentagao (72 h), foram consumidos 55 g/L de sacarose, menos do que
consumido em fermentagéo a 30°C (76,1 g/L) realizada por Coimbra et al. (2002),
atingindo sua maior velocidade especifica (up= 14,27 h™') de consumo de
substrato com 9 h de fermentacéo.

O rendimento em levana (Yss) obtido foi de 0,15, superior ao encontrado
por Calazans (1997) a 35°C (0,04), devido a temperatura ser mais alta do que a
melhor temperatura de producdo de levana considerada pelo autor. A levana
obtida ao final do processo foi 2,37 g/L, produ¢cdo nos mesmos niveis do obtido
por Calazans (1997) (2,2 g/L) a 35°C.

A biomassa produzida no estudo cinético foi de 1,51 g/L e sua velocidade
especifica maxima de crescimento, calculada no intervalo entre 0 e 12 h de
fermentagdo, foi de 0,14 h™', periodo em que Z mobilis se encontra na fase
logaritmica de crescimento.

De acordo com a Figura 02, pode-se observar que a produgédo de levana
acontece concomitantemente ao crescimento de Z. mobilis, fato também
observado por Calazans (1997) em estudo cinético realizado a 25°C. A maior
velocidade especifica de producdo de levana foi de 6,90 h™ atingida com 3 h de

fermentacéo.



Tabela 06. Resultados de consumo de sacarose, pH, biomassa produzida, levana

produzida no estudo cinético da produgéo de oligossacarideos a 30°C, 150g/L de

sacarose inicial e agitacdo 100 rpm, por tempo de fermentagdo com Zymomonas
mobilis ZAG-12.

Sacarose Consumo de Biomassa Levana produzida
(g/L) sacarose Produzida (g/L) pH
(g/L) (/L)

To 150 0 0 0 4,8
T3 - - 0,04 0,81 4,8
Te 145 05 0,18 2,06 4,3
To 124 20 0,35 1,98 4,0
T2 107 17 0,83 2,09 3,7
T1s 111 - 0,85 0,89 3,5
Tis 108 03 1,11 0,73 3,4
T2 115 - 1,28 1,37 3,4
Tos - - 1,36 1,79 3,5
Taos 112 03 1,54 1,81 3,4
Tyus - - 1,52 2,03 3,5
Tse 109 03 1,44 2,42 3,5
T72 95 14 1,51 2,37 3,2

(-) Valores néo calculados devido a perda de amostras.



Tabela 07. Rendimentos e variagdes das velocidades especificas no estudo

cinético da producao de oligossacarideos a 30°C, por Zymomonas mobilis Zag-12.

TF (h) Y(us) Y(ux) Y(ws)

0 0 0 0 0 0 0
3 - 20,80 - 0,330 6,900 -
6 0,39 11,60 0,03 0,260 2,350 -
9 0,10 5,60 0,02 0,170 - 14,27
12 0,12 2,50 0,05 0,190 0,050 -
15 - 1,03 - 0,010 0 -
18 0,27 0,65 0,41 0,080 0 0,82
21 - 1,06 - 0,040 0,160 -
24 - 1,30 - 0,017 0,100 -

29,5 0,61 1,20 0,52 0,021 0,003 -
48 - 1,30 - - 0,008 -
56 0,57 1,70 0,45 - 0,030 -
72 0,15 1,60 0,11 0,002 - 0,44

(-) Valores néao calculados devido a perda de amostras.
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Figura 02. Resultados, em g/L, da variagdo do consumo de sacarose , biomassa e
levana produzidas e variagdo do pH no estudo cinético realizado a 30°C.



Os resultados da cinética de fermentagdo (Tabelas 08 e 09) revelam
oligossacarideos com DP numa faixa entre 4 e 15 nas 72 h de fermentagdo
(Figura 02). Os dados mostram oligossacarideos com DP 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12 e
15, em concordancia com os resultados encontrados por Coimbra (2002) na
fermentacdo a 30°C, com as mesmas condig¢des de fermentagéo (Tabela 05).

De acordo com a Figura 02, observa-se que houve maior producédo de
oligossacarideos com DP 12, com o pico de sua produgdo em aproximadamente
24h de fermentagado, sendo que o mesmo DP nao foi observado por Coimbra
(2002) em fermentagdo a 30°C. Segue-se o DP 4 e o DP 5 com produg&o maxima
com 21h e 24 h de fermentagao, respectivamente. Oligossacarideos com DP 3

nao foram observados
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Figura 03. Grafico apresentando os DP de oligossacarideos produzidos ao longo
de 72 h de fermentagdo com Zymomonas mobilis ZAG-12 em meio de sacarose a

30°C, 150 g/L de sacarose inicial e agitagdo 100rpm.




Tabela 08. Resultados das analises de oligossacarideos por CLAE, expressos

como unidade de area dos picos cromatograficos, no estudo cinético a 30°C.

TF DP4 DPS DP6 DP7 DP8 DP9 DP DP DP DP DP DP

(h) 10 11 12 13 14 15
0 4,89 195 519 214 6,19 3,32 2,16 1,19
x10* 0 x10°  x10* x10° x10° «x10° 0 x10° 0 0 x10°
3 163 7,37 834 3,20 466 1,21 2,72
0 0 x10°  x10° x10° 0 x10° 0 x10°  x10° 0 x10°
6 506 511 203 727 1,05 488 1,21 739 1,49 0
x10°  x10° x10* x10* «x10° 0 x10°  x10° 0 x10°  x10°
9 3,12 0
x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 489 125 831 1,13 124 6,49 145 323 1,81 6,57 0
x10°  x10° x10° x10° «x10° «x10° x10°® x10° «x10° 0 x10°
15 7,49 2,34 3,29 8,119 2,84 1,35
x10°  x10° 0 0 0 0 x10*  x10° 0 x10* 0 x10°
18 1,45 1,39 1,86 3,79 321 849 129 153 3,67
x10°  x10° 0 x10®  x10° x10° x10° x10° x10° 0 0 x10°
21 9,20 2,83 2,33 2,13 2,79
x10®  x10° 0 x10° 0 0 x10° 0 0 0 0 x10°
24 3,47 5,75 1,93 403 4,71
x10°  x10° 0 0 0 0 0 0 x10’ 0  x10° x10°
295 411 158 273 197 1,18 216 3,07 1,86
x10°  x10° x10° x10° x10° x10° 0 0 0 x10° 0  x10°
48 7,37 261 435 277 301 244 127 3,02 0
x10°  x10° x10° x10° x10° «x10* x10° 0 0 0 x10°
56 325 1,06 236 1,86 149 323 1,46 2,40
x10®  x10° x10° x10° =x10° «x10° x10° 0 0 0 0 x10°
70 466 1,62 428 3,07 4,03 3,33 2,55

x10®  x10° x10° x10° «x10° «x10° 0 0 0 0 0 x10°




Tabela 09. Resultados das anadlises de oligossacarideos, por CLAE, expressos por
unidade de area dos picos cromatograficos, no estudo cinético ao final do

processo, com 72 h de fermentagéo, a 30°C.

Estudo cinético

Grau de polimerizagao Area dos picos (nRIU x s)
3 0
4 46,6 x10°
5 16,2x10°
6 4,28 x10°
7 3,07 x10°
8 4,03x10°
9 3,33x10°
10 0
11 0
12 0
13 0
14 0
15 25,5 x10°




5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos conduzem as seguintes conclusdes:

@ Zymomonas mobilis linhagem ZAG-12 é uma produtora de oligossacarideos

com potencialidade para produgdo em larga escala.

¢ A temperatura € um importante parametro na produgéo de oligossacarideos por

fermentacéo.

@ Existe um efeito de interagcdo positivo entre as varidveis temperatura,
concentragao inicial de sacarose e agitacao na producéo de oligossacarideos

por Zymomonas mobilis ZAG-12.

¢ As temperaturas de 30, 35 e 40°C, mais elevadas que as consideradas ideais

para producgéo de levana, sdo mais favoraveis a produgao de oligossacarideos.

¢ A temperatura mais favoravel para producao de oligossacarideos com baixo DP
é 40°C, sendo também a mais indicada para produgéo de oligossacarideos

com DP 3 entre as temperaturas testadas.

¢ De acordo com os resultados, de um modo geral, as temperaturas de 30, 35 e
40°C nao sao favoraveis a producdo de oligossacarideos com DP elevado,

com excecgao do DP 12 e 15.

# Em termos de rendimento final em oligossacarideos e selecdo de parametros
mais viaveis para o desenvolvimento de um processo industrial, com base

neste estudo conclui-se que: 30°C, sacarose inicial de 150 g/L e agitagédo de



100 rpm como as condigdes mais adequadas para produgcdo de

oligossacarideos por Zymomonas mobilis ZAG-12.



6. SUGESTOES

¢ Aquisicdo de padrées quantitativos de oligossacarideos.
¢ Quantificar e determinar o perfil de oligossacarideos nas condi¢des estudadas.

¢ Testar a atividade fermentativa das bifidobactérias e lactobacilos frente aos

oligossacarideos produzdos.
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