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Levana Bacteriana: aspectos tecnoldgicos, caracteristicas e producio

Bacterial Levan: tecnological aspects, characteristics and production

Fernanda M. P. G. Ernandes'”; Crispin Humberto Garcia-Cruz**

Resumo

Levana é um exopolissacarideo, constituido por unidades de frutose, unidas através de ligagdes 3(2- 6),
obtido pela reagdo de transfrutosilacdo durante a fermentagdo de microrganismos em meio rico em
sacarose mas ndo em frutose, glucose ou misturas de ambas. Pesquisas sobre bactérias produtoras de
levana vém sendo implementadas, uma vez que a mesma ¢ uma fonte alternativa de frutose, além de
apresentar caracteristicas funcionais no organismo humano, como agente hipocolesterolémico e
anticarcinogénico. Na industria de alimentos a levana pode ser empregada como fixador de cores e
sabores, bem como espessante e estabilizante de varios alimentos. Das bactérias produtoras de levana,
Zymomonas mobilis tem sido a melhor alternativa, uma vez que usa como fonte de carbono a sacarose ou
residuos industriais contendo este agticar, em diferentes concentragdes, em um meio rico em sais minerais.
A producdo de levana ¢é influenciada ndo apenas pela fonte de carbono e sua concentracdo, mas também
pelas varia¢des de pH, temperatura e tipo de sais presentes, além da oxigenagao do meio de fermentagao,
afetando também as caracteristicas da molécula e o crescimento celular. Neste trabalho de revisdo
apresentam-se topicos de interesse referentes a producdo de levana bacteriana.

Palavras-chave: Levana, producao, caracteristicas tecnologicas, bactérias

Abstract

Levan is an exopolysaccharide, constituted by fructose units, 3 (2- 6) linked, obtained by
transfructosilation reaction during microorganisms fermentation in a sucrose rich but wi thout glucose,
fructose or mixtures in the culture media. Bacterial levan production is a good alternative fructose
source, besides having certain functional characteristics in the human body, such as a hypocholesterolemic
and an anticarcinogenic agent. In the food industry, levan can be used to fix colors and flavors, as well
as thickening and stabilizing agent. In the bacterial levan production, Zymomonas mobilis has been
considered the best possible alternative, since it uses as carbon source sucrose or industrial residues
that contain this sugar, in different concentrations, in a mineral salts rich medium. Levan production is
not only influenced by carbon source and its concentration, but also by pH, temperature and type of
salts. Moreover, the oxygenation of the fermentation medium, also affect the characteristics of the
molecule and the cellular growth. In this revision some important topics concerning the bacterial levan
production are presented.
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Introducao

A industria alimenticia torna-se cada vez mais
dependente da produgdo de alimentos altamente
processados, ao invés de simplesmente preservar as
matérias-primas obtidas no campo. Muito desse
desenvolvimento, porém, tem sido resultado da
criatividade ou manipulagdo empirica, muitas vezes
por tentativa e erro, de ingredientes sobre os quais
se tem pouco conhecimento cientifico. Dentre estes,
destaca-se uma classe de polissacarideos
denominados hidrocoldides - ou gomas, como sao
comumente conhecidos - cuja caracteristica mais
importante, sob o ponto de vista tecnoldgico, ¢ sua
capacidade de determinar ou modificar a estrutura
de um alimento.

Esses polissacarideos possuem uma ampla gama
de propriedades funcionais, atuando como
espessantes,
crioprotetores, sendo muitas vezes os principais

estabilizantes, gelificantes ¢
responsaveis pela textura (corpo, viscosidade e
consisténcia) dos alimentos processados.

Os hidrocoldides podem ser de origem vegetal,
marinha ou microbiana. As gomas de origem vegetal
sdo obtidas de exsudados de arvores (gomas arabica
¢ karaya), de sementes (gomas guar e locusta) e de
frutas citricas (pectina), enquanto as de origem
marinha sdo obtidas de algas (alginato, agar e
carragena), e as de origem microbiana sdo obtidas
por fermentag@o de substratos ricos em nutrientes
(xantana, curdlana e levana).

Os polissacarideos de origem microbiana,
chamados biopolimeros, apresentam algumas
vantagens para sua obten¢ao em relagao as outras
gomas, tais como: ndo dependéncia das condigdes
climaticas, possibilidade de utilizacdo de matérias-
primas regionais, maior rapidez na obtencdo do
produto acabado e necessidade de menor espago
fisico das instalagdes fabris. Além disso, as gomas
de origem microbiana apresentam maior
uniformidade em suas propriedades fisico-quimicas,
devido a especificidade do microrganismo utilizado e
apossibilidade de um rigido controle dos pardmetros

de fermentacdo, como pH, temperatura, taxa de
aeragdo, velocidade de agitacdo, tempo de
fermentagdo e composicdo do meio de cultura.

Os exopolissacarideos como a xantana vém sendo
utilizados ha muitos anos pela industria de alimentos
devido as suas propriedades espessantes e
estabilizantes. A dextrana ¢ utilizada na induistria
farmacéutica como fonte de glicose. Alguns outros,
como a gelana, sdo gelificantes; a celulose bacteriana
¢ usada para producdo de biofilmes (pele sintética) e
o acido hialurénico em cosméticos. Apesar de todos
estes apresentarem propriedades funcionais atrativas,
a pesquisa por novos polissacarideos bacterianos
continua a ser realizada. Destes a levana (f -D-
frutana) tem-se destacado como uma boa fonte de
frutose. Suas propriedades apresentam excelente
expectativa na area da satde, por possuirem
potencialidade terapéutica aproveitavel na area
farmacoldgica, por exemplo, como substituto de
imunomodulador,

plasma sanguineo,

anticarcinogénico e hipocolesterolémico.

A levana é formada através de reagdes de
transfrutosilacdo e é constituida, basicamente, de
unidades de frutose ligadas em 3 (2 6). Pode ser
sintetizada por varios grupos de bactérias, entre elas
a Zymomonas mobilis, em um meio fermentativo a
base de sacarose, extrato de levedura e sais minerais.

Na industria de alimentos a levana pode ser
empregada como fixador de cores e sabores,
espessante e estabilizante em géis para sobremesas,
em temperos prontos para salada, em pudins, sorvetes
e derivados do leite, em bebidas, coberturas para
produtos de confeitaria e ainda como invélucro de
embutidos. Nos alimentos funcionais, também
conhecidos como produtos probidticos, a levana
representa um eficiente aditivo que pode influenciar
de modo benéfico o funcionamento do trato intestinal
e, conseqiientemente, o balango nutricional do
organismo humano.

Portanto, o potencial de aplicagdes deste polimero
nos setores alimenticio e farmacéutico esta
promovendo uma intensa ¢ constante pesquisa
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visando entender melhor as vias metabdlicas de
sintese, a funcdo fisioldgica, a biologia dos
microrganismos produtores e, com isto, regular sua
formacdo e composigdo, ¢ ainda a otimizagdo do
processo de produgao.

Revisao Bibliografica

Consideracoes Gerais

As bactérias e os fungos sdo responsaveis por
importantes transformagdes metabolicas, controle
bioldgico de doengas e pragas, fixacao bioldgica do
nitrogénio atmosférico, degradagdo de residuos
vegetais e, inclusive, produtores de substancias
toxicas. Produzem, também, um manancial de
compostos que podem ser utilizados como farmacos,
corantes, enzimas, acidos organicos e polissacarideos,
além de muitos derivados uteis conhecidos, mas ainda
inexplorados (MELO; AZEVEDO, 1998).

A aplicagao dos biopolimeros em produtos
alimenticios € muito vasta devido as suas propriedades
e caracteristicas especificas, tais como: aumento da
viscosidade mesmo quando usados em baixas
concentracdes, estaveis em relagdo ao calor resistindo
a altas temperaturas durante o processamento,
excelente solubilidade e estabilidade em meio acido
e na presenca de sais (principalmente cloreto de
sodio), eficientes como estabilizadores de emulsoes
evitando a separagdo da gordura nos sistemas 6leo/
agua, natureza altamente pseudopléstica diminuindo
o arraste durante o escoamento, tudo isso somado
as vantagens de produgdo alheia as condigdes
climaticas, uma vez que podem ser obtidos sob
condi¢des controladas (SUTHERLAND, 1999).

Entre os biopolimeros mais utilizados, a goma
xantana (Figura 1) produzida pela linhagem de
Xanthomonas campestris tem sido a mais estudada,
uma vez que seu uso em alimentos foi permitido pelo
Food and Drug Administration (FDA) desde julho de
1969. Representa 90% do volume total de vendas
dos polimeros bacterianos devido as suas

extraordinarias propriedades reoldgicas, que sao bem
exploradas nas industrias de alimentos, téxtil ¢ na
recuperacdo de oleos (TAKO; NAKAMURA,
1987).
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Figura 1. Estrutura da goma xantana

A goma gelana (Figura 2) foi o segundo
biopolimero de origem microbiana a ser aprovado
para uso em alimentos pelo FDA, em 1992. Sua
descoberta deu-se em 1977, quando a bactéria
produtora Pseudomonas elodea foi identificada pela
primeira vez durante uma pesquisa sobre
microrganismos sintetizadores de gomas isolados do
ambiente. Passou a ser comercializada pela Kelco
Co. (EUA) e vem sendo apontada como um dos mais
eficientes e multifuncionais hidrocoldides
desenvolvidos até o momento (PSZCZOLA, 1993).
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Figura 2. Estrutura da goma gelana

Além desses polissacarideos, a levana tem
despertado grande interesse devido as suas
aplicacdes em diversas areas como saude e
alimentag@o humana.

O termo “levana” (Figura 3) refere-se a um
exopolissacarideo obtido pela reacdo de
transfrutosilagdo durante a fermentagao de culturas
crescidas em meios ricos em sacarose. Segundo
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Swings e Deley (1977), a levana ¢ produzida a partir
da sacarose e nao da glicose, frutose ou misturas de
ambas. Sendo um anidrofructosilfructosideo soltvel
em agua, a levana pode também ser chamada de
polifrutana pelo fato de ser constituida de moléculas
de frutose (GARCIA-CRUZ, 1997).

A
aproximadamente 107 Daltons, correspondente a

levana possui massa molecular de
aproximadamente 60.000 unidades de frutose unidas
por ligagdes 3 (2 6). Os polimeros de levana sdo
lineares ou ramificados (graus variaveis) na hidroxila
do carbono 1 (MURO et al., 2000).
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Figura 3. Estrutura 3 (2 6) da ramificagéo principal da
levana

A levana ¢ facilmente produzida por diferentes
tipos de bactérias durante a assimilacao de sacarose
(CHA et al., 2001) em meios inoculados com
Zymomonas mobilis (REISS; HARTMEIER, 1990;
BEKERS et al., 2000). Entretanto, outros grupos de
microrganismos estudados por varios pesquisadores
também sdo produtores de levana conforme
especificados na Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos produtores de levana

MICRORGANISMOS
'"RODUTORES DE LEVANA

PESQUISADORES

Acetobacter suboxydans Tkachenko; Sevryugina (1989)
Aerobacter levanicum
Erwinia herbicola
Streptococcus salivarius

Gunasekaran, Raj (1999)

Bacillus mesentericus
Bacillus subtilis

Euzenat; Guibert; Combes (1997);
Gandhi; Ray; Patel (1997)
Bacillus polymyxa Han (1989); Han; Watson (1992)

Pseudomonas syringae Hettwer; Gross; Rudolph (1995)

Os microrganismos produtores de levana também
produzem fructooligossacarideos (FOS) que possuem
varias fungdes fisiologicas (CHA et al., 2001). Estes
oligossacarideos ndo sao hidrolisados pelas enzimas
digestivas e entdo, sdo usados em alimentagdo de
pessoas com diabetes e inibem o desenvolvimento
de microrganismos potencialmente patogénicos
(YUN, 1996).

Segundo Leibovici et al. (1979), € possivel o uso
de levana em medicina como um componente
funcional dotado de atividade bioldgica para o
funcionamento adequado do organismo humano. A
literatura relata usos praticos de levana para varios
propositos, por exemplo, como complexo
biologicamente ativo, substituto de plasma sanguineo,
agente prolongador da acdo de farmacos, preparacao
de frutose altamente purificada para uso médico
(MAYS; DALLY, 1988), fator de promogao do
crescimento de Bifidus spp (UEDA et al., 1994;
TAPER; DELZENNE; ROBERFROID, 1997),
agente hipocolesterolémico (YAMAMOTO et al.,
1999) e como imunomodulador e anticarcinogénico
(LEIBOVICI; STARK, 1985; LOPES; ANDRADE;
MANO, 1991; CALAZANS et al., 1997; VINA et
al., 1997).
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Na industria de alimentos, a levana tem varios
usos potenciais: agente espessante, fixador de cores
e sabores e em produtos dietéticos (YUN, 1996).
Além disso, sua hidrolise produz frutose que tem
poder adogante superior a sacarose.

Como mencionado por Pace e Righelato (1980)
o alto custo de produgdo dos polissacarideos xantana
e dextrana estimulou novas pesquisas por outros
polissacarideos microbianos. O interesse comercial
pela levana motiva pesquisas tanto para a
identificacdo de novos microrganismos produtores
quanto para processos que visem a otimizagdo de
sua producdo em escala industrial (REISS;
HARTMEIER, 1990; KEITH et al., 1991;
HARTMEIER et al., 1994; TANO; BUZATO,
2003).

Producio de Polissacarideos

De acordo com Sutherland (1972), os biopolimeros
sintetizados por bactérias sdo divididos, segundo sua
localizagdo, em trés grupos: (1) polissacarideos
intracelulares (armazenam diferentes formas de
carbono); (2) polissacarideos integrantes da parede
celular (peptidoglicanos e acidos teicdicos) e, (3)
polissacarideos extracelulares (formam capsulas e
estdo associados a superficie celular ou sao
secretados no meio de cultura).

Além da localizagdo, os polissacarideos
extracelulares podem ser classificados em homo ou
heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos,
como por exemplo, dextrana e levana, sdo constituidos
por somente um tipo de aclcar e sdo geralmente
produzidos por uma s enzima ou por um sistema
simples de enzimas. Devido a essa simplicidade do
sistema, estes polissacarideos podem ser produzidos
em sistemas livres de células, ou seja, por sintese
enzimatica. Em contraste, os heteropolissacarideos
sdo constituidos por varios tipos de agucares e
sintetizados por sistemas enzimaticos complexos
(SANDFORD, 1982; SUTHERLAND, 2001).

O efeito das condi¢cdes para producdo de
polissacarideos extracelulares por espécies

microbianas tem sido estudado tanto para culturas
em crescimento como para células em suspensao.
Também té€m sido pesquisadas as limitagdes das
fontes de nitrogénio, fosfato ou enxofre em presenga
de diferentes concentracdes de carboidratos.
Observou-se que podem conduzir a um aumento na
sintese de polissacarideo, embora a quantidade seja
também afetada pelo teor de oxigénio, pH e
temperatura, além do que, cada linhagem difere em
sua resposta ao efeito das mudangas ambientais e a
utilizacdo da fonte de carbono. As condi¢des ideais
para o crescimento ¢ a produgdo de polissacarideo
em culturas descontinuas também sao afetadas pela
proporg¢ao entre o volume de ar e o volume de meio,
presenca ou auséncia de agita¢do, quantidade do
indculo, além dos nutrientes que fazem parte do meio
de cultura (SUTHERLAND, 1993; GARCIA-
CRUZ, 1997; BUENO, 2001; BUENO; GARCIA-
CRUZ, 2001; QUEIROZ, 2001; FARIA, 2002;
COLTRO, 2003).

Como regra geral, devem-se fornecer nutrientes
necessarios para o crescimento e producgao de
biopolimero. Para isto, 0o meio deve conter algum tipo
de carboidrato, sais de amoénio ou aminoacidos e
varios sais inorganicos que atuam como fonte de ions
e também como cofatores enzimaticos na sintese do
polissacarideo. Alguns microrganismos necessitam,
ainda, de vitaminas e antibioticos (SUTHERLAND,
1993; SANDFORD; COTTRELL; PETTITT, 1984).

Os nutrientes inorganicos comumente necessarios
para o crescimento podem ser divididos em
macronutrientes, tais como fosforo (KH,PO,);
potassio (KCl); magnésio (MgCl,.6H,0 ou MgSO,);
calcio (CaCl,); sédio (NaCl ou Na,CO,.3H,0) que
podem ser utilizados entre 0,001 a 4,0 g por 100 mL
eiras; em micronutrientes, tais como ferro
(FeCl,.H,0); manganés (MnSO,.H,0); zinco (ZnO
ou ZnSO,.7H,0); molibdénio (NaMoO,.H,0); iodo
(KI) e cobre (CuSO,.5H,0), cujo intervalo de
utilizacdo esta entre 0,5 a 13,0 mg por 100 mL (REED,
1983).

Castro (1993) considera que o crescimento total
do microrganismo depende da natureza dos fatores
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limitantes e que o pH € um dos mais importantes,
juntamente com a exaustdo dos nutrientes e do
acumulo de produtos toxicos. O pH dentro de certos
limites (6,5 a 8,0) tem pouca influéncia na taxa de
crescimento, 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.

Para cada bactéria ha uma temperatura 6tima de
crescimento que pode ser diferente da temperatura
otima de produgao de polissacarideo, mesmo quando
a bactéria se encontra em um meio com os nutrientes
adequados (CONGREGADO et al., 1985;
MANRESA; ESPUNY; GUINEA, 1987).

Durante a fermentagdo, a fonte de carbono ¢é
convertida pela célula microbiana em biopolimero sob
certos parametros fixos (pH, temperatura, tempo de
incubagao, etc). Concentragdes limitantes de alguns
nutrientes e excesso de carboidrato geralmente
favorecem a produgdo de polissacarideos
(SUTHERLAND, 1979).

Producao de Levana

A levana pode ser sintetizada por varios grupos
de bactérias, entre elas, Bacillus subtilis
(CHAMBERT; TREBOUL; DEDONDER, 1974) ¢
Zymomonas mobilis (YANASE et al., 1992), através
de meio fermentativo a base de sacarose, extrato de
levedura e sais minerais (VIIKARI, 1988).

A enzima responsavel pela formagao de levana ¢
a levanasacarase, encontrada em diferentes
microrganismos, que se cultivados em condic¢des
adequadas de fermentacao podem ter potencial para
produzir levana em escala industrial (MATOON et
al., 1955; HESTRIN; FEINGOLD; AVIGAD, 1956;
AVIGAD, 1968; YAMAMOTO et al., 1985;
LIZUKA et al., 1991; KOJIMA et al., 1993).

Hernandez et al. (1995) observaram que a
atividade da levanasacarase esta envolvida em
processos variados: sobrevivéncia de bactérias no
solo (Bacillus subtilis), fitopatogéneses (Erwinia e

Pseudomonas ssp) ou simbiose de plantas interagindo
com bactérias (Bacillus polymyxa).

Quando a bactéria Bacillus subtilis é incubada
no meio contendo sacarose, a enzima levanasacarase
catalisa a formagao de levana de alto peso molecular
(DEDONDER; NOBLESSE, 1953; COTE;
AHLGREN, 1993). Entretanto, poucas
levanasacarases mostraram-se ativas em altas
temperaturas. Entre estas, a obtida de Zymomonas
mobilis (SANGILIYANDI; GUNASEKARAN,
1998), Ranhnella aquatilis JCM-1683 (OHTSUKA
et al., 1992) e Pseudomonas syringae (HETTWER;
GROSS; RUDOLPH, 1995) foram consideradas
como termoativas.

Segundo Ammar et al. (2002), a enzima
fructosiltransferase ou levanasacarase (2,6-8 -D-
frutana-6-f -D-frutosiltransferase, E.C. 2.4.1.10)
catalisa a seguinte reacao:

sacarose + (2,6 - f - D - frutosil), ——» D — glucose + (2,6 - § - D-frutosil),+,

levanasacaras
O pH 6timo para a atividade da enzima
levanasacarase ¢ de 6,5. Em culturas contendo
sacarose, pode-se utilizar pH com valores menores
para a producdo adequada de levana pela mesma
enzima.

Producao de Levana por Zymomonas mobilis

O interesse por Zymomonas mobilis tem sido
crescente, pois € uma alternativa promissora ndo s6 para
a produgdo de etanol como também para a levana
(SWINGS; DE LEY, 1977, ROGERS et al., 1982).

Zymomonas mobilis é uma bactéria Gram-
negativa, anaerdbia facultativa, e quando cultivada
em meio rico em sacarose promove a conversao do
dissacarideo em glucose e frutose. E também capaz
de produzir outros metabdlitos em altas concentragdes
sob condi¢des de cultura adequadas, como por
exemplo, sorbitol, gluconato e frutooligossacarideos
(JOHNS; GREENFIELD; DOELLE, 1991;
BEKERS et al., 1993).

Em 1986, Viikari e Gisler pesquisaram a producao
de bioprodutos por diferentes linhagens de
Zymomonas mobilis durante a fermentacao de
sacarose. Foram comparadas oito linhagens de
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acordo com a hidrolise de sacarose e a conseqiiente
formagao de etanol, levana e sorbitol. Baixa propor¢do
de hidrélise de sacarose foi associada com a
formag@o de levana e a alta propor¢ao de hidrolise
de sacarose com a formacao de sorbitol.

Rodriguez e Calliere (1986) isolaram diferentes
linhagens de Zymomonas mobilis capazes de
produzir levana em alta concentracdo. Algumas
dessas linhagens foram cultivadas sob condigdes de
culturas continuas ou através de batelada.

Calazans et al. (1989 apud DOELLE, 1993)
observaram que a concentracao de levana produzida
por Zymomonas mobilis em condigdes de cultura
por batelada contendo (NH,),SO, como fonte de
nitrogénio foi 12,7%, enquanto que, Bekers et al.
(1990), utilizando uma linhagem de Zymomonas
mobilis denominada 113 “S”, observaram que esta
pode produzir aproximadamente 30-50 g/L de levana
em condi¢des de fermentagdo por batelada ou
continua.

Em 1991, Carlos realizou ensaios usando um
mosto de fermentagcdo a base de sacarose, em
processo por batelada, utilizando seis linhagens de
Zymomonas mobilis. A linhagem melhor produtora
apresentou maior capacidade de conversdo de
substrato em levana, formando 3,78 g/L (expressa
como frutose). Este autor utilizou a técnica de
otimizacao “simplex ortogonal”, o que possibilitou a
obtengcdo da melhor composicdo do meio
(concentragao maxima: em 30 horas, 4,49 g/L,
expressa como frutose) produgdo de etanol
(concentragao maxima: em 42 horas, 40,35 g/L) e
crescimento de biomassa celular. A velocidade
maxima de crescimento celular foi de 0,224 h'!.

Segundo Doelle et al. (1993), a temperatura e o
pH influenciam diretamente a producao de levana
por Zymomonas mobilis e Bacillus subtilis.
Temperaturas baixas aumentaram o rendimento de
produgao de levana e temperaturas em torno de 34°C
inibiram todas as linhagens de Zymomonas mobilis.
O pH o6timo para a producdo de levana foi de
aproximadamente 5,0. Em pH 6,5, foi observado que

houve reducdo da producdo, porém ocorreu a
hidrolise de sacarose.

Jerez (1993) conduziu um estudo sobre métodos
e condi¢Oes de fermentag¢do de melago de cana-de-
agucar por Zymomonas mobilis CP4 e seu efeito
sobre os parametros cinéticos de fermentacao.
Avaliou o efeito da temperatura, controle de pH e
efeito de ions Ca™, K', Cl- ¢ Mg" em meio de
fermentagdo com sacarose. Em melago de cana-de-
agucar, foram estudados os efeitos da clarificagdo e
suplementagao com nutrientes. Determinaram-se os
parametros cinéticos de fermentagdo do melago em
processo descontinuo, descontinuo alimentado e
continuo em escala de laboratério, descontinuo e
descontinuo alimentado em escala piloto. Os
tratamentos de clarificacdo do melago removeram
Ca' e K, mas ndo aumentaram o rendimento da
fermentagdo. Foi observado que Ca™, K* e CI" sdo
inibidores do crescimento e fermentacdao de
Zymomonas mobilis CP4, mas o Mg™ ndo
apresentou efeito inibitério em nenhuma das
condi¢des estudadas. Portanto, é necessaria a
suplementagdo do melago para aumentar os
rendimentos da produc¢ao de levana.

Silva (1996) realizou 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
solugdes alcalinas e acidas e, também, solugdes
tampdes. Cada experimento foi realizado em
diferentes valores iniciais de pH, tanto nos ensaios
com controle como sem controle do pH. O
acompanhamento das fermentagdes foi feito pela
retirada de amostras, a intervalos de tempo
determinados, para as dosagens de biomassa celular,
acuUcares totais, pH, levana precipitavel e etanol. A
analise destes demonstraram que a linhagem cresce
bem numa faixa de pH entre 4,5 ¢ 6,0. O controle do
pH ao longo da fermentacdo mostrou uma menor
quantidade de levana precipitavel em comparagao
com as fermentacoes realizadas sem o controle do
pH (pH ente 4,5 ¢ 5,0). O rendimento em levana
formada foi maior nas primeiras 24 horas de
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fermentagdo. A faixa de pH inicial entre 5.5 e 6,0,
nas fermenta¢des com controle de pH e naquelas
contendo solu¢do tampao, ocasionou uma maior
eficiéncia bioquimica de producao de etanol e pequena
formagao de levana precipitavel, em comparacao as
fermentagdes sem controle de pH.

Estudos realizados por Vigants et al. (1998)
verificaram que o efeito de sais minerais e da
osmolaridade pode influenciar a sintese de levana.
O efeito de KCI e NaCl ndo so6 estimulou a produgao
de etanol como também a de levana, ja que teve a¢ao
direta sobre a enzima levanasacarase responsavel
pela produgao de ambos os produtos.

Vinhas (1999) realizou um trabalho que teve como
objetivos selecionar dentre duas linhagens de
Zymomonas mobilis, ZAG-12 ¢ ZAP, a melhor
produtora de levana, verificar a produgao com e sem
agitacdo, influéncia da concentracdo inicial de
sacarose sobre o rendimento final de fermentacao,
fracionar as levanas produzidas, determinar o peso
molecular das levanas e desenvolver o diagrama ternario
da mistura levana - agua - etanol. As levanas foram
produzidas em meio a base de sacarose suplementado
com extrato de levedura e sais minerais. A producgio
em batelada foi realizada em frascos com e sem
agitacdo, nas concentragoes iniciais de sacarose de 200
e 250 g/L, a temperatura de 25°C por 72 horas de
processo. O acompanhamento das fermentacdes
consistiu na retirada de amostras, a intervalos de tempo
determinados, para dosagens de biomassa celular,
acgucares totais, levana e verificacdo do pH. O
fracionamento foi realizado pelo método de precipitagido
fracionada utilizando o etanol como nao solvente e a
determinagdo dos pesos moleculares das levanas
produzidas foram realizadas pelo método de
cromatografia de permeagdo em gel. A construgao
do diagrama ternario foi feita utilizando-se o método
de titulacdo turbidimétrica. Os resultados mostraram
que a melhor produtora de levana foi a Zymomonas
mobilis linhagem ZAG-12, e que as melhores
condigdes de produgdo foram concentragdo de
sacarose inicial de 200 g/L, sem agitacdo. O
fracionamento das levanas por precipitagdo com

etanol possibilitou a construg¢ao de um histograma de
distribuicdo das fragdes, indicando que as levanas
produzidas apresentam diferentes faixas de peso
molecular. A curva de solubilidade mostrou que ¢
possivel se obter o equilibrio dos trés componentes
numa mistura, ¢ evidenciou as areas onde a mistura
¢ homogénea (area acima da curva) ou heterogénea
(area abaixo da curva).

Muro et al. (2000) investigaram a produgdo de
levana usando linhagens de Zymomonas mobilis em
diferentes condi¢bes de cultivo, obtendo elevada
producdo de levana (41 g L') com uma linhagem
mutante HL 29 em meio de cultura contendo 200 g
de sacarose L' e 0,5 g de (NH,),SO, L' estocados
a 7°C por 29 dias. Esta foi a primeira pesquisa que
descreveu a sintese de levana por Zymomonas
mobilis a 7°C.

Bekers et al. (2000) pesquisaram o efeito de altas
concentracoes de sal durante a fermentagdo de
sacarose (10%) por Zymomonas mobilis. Foi
verificado que a concentracdo de 0,6 M de uma
solu¢do de NaCl levou a um aumento da sintese de
levana. A produgao de sorbitol aumentou na presenga
de solug¢do de NaCl 0,16 M, porém foi inibida em
concentragdes maiores do sal.

Wendt (2001) pesquisou uma linhagem de
Zymomonas mobilis mutante obtida através do
tratamento da cepa natural com NTG (N - metil
N’nitro N’nitroso guanidina). Os resultados
mostraram que esta mutante pode produzir até 30 g/
L de levana e que a concentracdo de extrato de
levedura pode influenciar a sintese da levana.

Borsari, Celligoi ¢ Buzato (2003) estudaram a
producdo de levana por Zymomonas mobilis em
0)
microrganismo foi cultivado em meio de sacarose

fermentacdo descontinua alimentada.
acrescido de caldo de cana de agticar (200 g/L), pH
5, 25°C, por 20 horas. A producao 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/L no descontinuo
alimentado com um consumo de actcares de 78,21
g/L e 163,55 g/L respectivamente. Segundo os

mesmos autores, estes resultados demonstraram que
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apesar de ter ocorrido um maior consumo de
actcares no processo descontinuo alimentado, nao
houve diferengas estatisticamente significativas na
produgdo de levana nos processos estudados.

Tano e Buzato (2003) avaliaram a produgao de
etanol em caldo de cana fermentado por Zymomonas
mobilis com alta concentragcdo de agucar inicial na
presenga e na auséncia de etanol inicial. Constataram
que a presenga de etanol inicial ndo teve efeito
significante para a produc¢ao de levana e no
coeficiente de produtividade em biomassa (g biomassa
/ g aglicar consumido).

Producao de Levana por Outras Bactérias

Apesar de varios microrganismos produzirem
exopolissacarideos, poucas pesquisas tém sido
realizadas com espécies de Bacillus para a producao
de biopolimeros (DEDONDER, 1966; HAN;
CLARKE, 1990). Entretanto, alguns pesquisadores
estdo voltando sua aten¢do para Bacillus polymyxa
pelo fato dele transformar 40% da fonte de carbono
utilizada em levana (HAN, 1989).

Tkachenko e Sevryugina (1989) pesquisaram a
biossintese de levana por Bacillus polymyxa isolado
de agar industrial. Eles observaram que o pH neutro
foi 6timo para a produgao do polissacarideo induzindo
a producao da levanasacarase pelo microrganismo.
As fontes de carbono sacarose e ramnose, utilizadas
para o crescimento do microrganismo, serviram de
substratos para a enzima realizar a hidrélise de
sacarose levando a formacdo de levana.

Han (1989) utilizou a sacarose, caldo de cana e
melacos de beterraba como fontes de carbono e
constatou que o Bacillus polymyxa converteu cerca
de 46% da metade de frutose da molécula de
sacarose em levana. Além de que, segundo Han e
Watson (1992), o caldo de cana e o melago de
beterraba, apos filtragdo em gel, tornavam-se bons
substratos para a produgdo deste polimero.

(1997)
concentragdes (1, 2, 3,4 e 5%) de glucose, sacarose,

Garcia-Cruz testou diferentes

frutose, lactose e manitol sobre os parametros de

fermentacdo durante a producdo de levana por
Bacillus polymyxa e observou o aumento da massa
celular a medida que a concentragdo da fonte de
carbono aumentou. Com relacdo a producao de
levana, observou que, embora se aumentasse a
concentracao da fonte de carbono, ndo ocorria
qualquer acréscimo na producdo. A melhor
concentragdo para a producdo de levana foi 1% e,
em termos gerais, o manitol demonstrou ser a melhor
fonte de carbono para sua produgao. Tais resultados
estdo de acordo com os obtidos por Tkachenko e
Sevryugina (1989), uma vez que estes pesquisadores
constataram, durante a biossintese de levana por
Bacillus polymyxa, que o manitol promoveu um
aumento da biomassa e estimulou a producdo de
levana.
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