DOl 10.9771/cmbio.v24i3.66067

ARTIGO ORIGINAL

ISSN 1677-5090 impresso
ISSN 2236-5222 digital

Comparacao da produc¢ao de levana por Zymomonas mobilis e Bacillus
velezensis utilizando carboidratos de baixo custo e caracterizagao por
espectrofotometria

Comparison of levan production by Zymomonas mobilis and Bacillus velezensis using
low-cost carbohydrates and spectrophotometric characterisation

Carolaine Ellen da Cruz Hora'", Ménica Pereira Franca?, Joalene de Azevedo Santos Ferreira?, Paulo Fernando
de Almeida* Gustavo Miranda Pires Santos®, Josilene Borges Torres Lima Matos®

INutricionista, Mestre, Doutoranda, Programa de Pés-graduagéo em Biotecnologia, Universidade Federal da Bahia —
UFBA; %Cirurgid-dentista, Mestre, Doutora pelo Programa de Pés-gradua¢éo em Imunologia, Universidade Federal da
Bahia — UFBA, Professora Associado de Microbiologia, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia
— UFBA; 3Engenheira Eletricista, Mestre em Regula¢éo da Industria de Energia, Doutora e Pés-doutora em Engenharia
Industrial, Universidade Federal da Bahia — UFBA; *“Médico Veterindrio, Mestre em Ciéncia de Alimentos, Doutor em
Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Professor Titular de Microbiologia, Instituto
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia — UFBA; Biomédico, Mestre em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa, Doutor em Biotecnologia, Universidade Federal da Bahia — UFBA, Professor do Programa de Pés-graduagdo
em Biotecnologia, Universidade Federal da Bahia — UFBA; Farmacéutica Bioquimica, Mestre, Doutora e Pds-doutora
pelo Programa de Pés-graduagdo em Imunologia, Universidade Federal da Bahia — UFBA, Professora Associada Ill de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia — UFBA

Resumo

Introdugdo: a levana é um exopolissacarideo obtido pela transfrutosilagdo de moléculas de sacarose a partir de culturas microbianas,
com aplicagBes diversas nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Objetivos: este estudo comparou a produgdo de levana
por Zymomonas mobilis e Bacillus velezensis, incorporando carboidratos de baixo custo no meio de cultura, como suco de palma e
caldo de cana, visando redugdo nos custos de produgdo. Metodologia: o processo experimental incluiu a incubagdo dos indculos
microbianos em meios de cultura controle e meios de cultura suplementados com 20% de suco de palma e (ou) caldo de cana,
previamente esterilizados e incubados a 30 °C, sob agitagdo de 150 rpm por quarenta e oito horas, seguida de extragdo e quantificagdo
do biopolimero através de centrifugacdo e precipitagdo com etanol. O produto obtido foi submetido a estufa de secagem a 50 °C
para se obter o peso seco. Em seguida, o peso foi calculado, o material foi triturado e encaminhado para espectrofotometria. Os
resultados da produgdo do biopolimero em cada condigdo foram tabulados, e as andlises estatisticas foram realizadas usando-se o
software GraphPad Prism e o teste de comparag¢des multiplas de Tukey, considerando-se p<0,05 como estatisticamente significante.
Resultados: com base nos dados estatisticos, o Bacillus velezensis produziu aproximadamente trés vezes mais levana quando
comparado com a produgdo por Zymomonas mobilis. A andlise espectroscopica revelou que os biopolimeros produzidos apresentam
picos caracteristicos da levana comercial, demonstrando o potencial para aplicagdes industriais. Conclusdo: esses achados destacam
Bacillus velezensis como uma fonte promissora para a produgdo mais econémica e sustentavel de levana.

Palavras-chave: Biopolimeros; Bacillus; Zymomonas; Crescimento microbiano; Espectrofotometria.

Abstract
Introduction: Levan is an exopolysaccharide obtained by transfructosylation of sucrose molecules from microbial cultures, with diverse
applications in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries. Objectives: this study compared levan production by Zymomonas
mobilis and Bacillus velezensis, incorporating low-cost carbohydrates, such as palm juice and sugarcane juice, into the culture medium,
to reduce production costs. Methodology: the experimental process included incubation of microbial inocula in control culture media
and culture media supplemented with 20% palm juice and/or sugarcane juice, previously sterilised and incubated at 30°C, under
agitation at 150 rpm for forty-eight hours, followed by extraction and quantification of the biopolymer through centrifugation and
ethanol precipitation. The resulting product was subjected to a drying oven at 50°C to obtain the dry weight. The weight was then
calculated, the material was ground, and sent for spectrophotometry. The results of biopolymer production under each condition
were tabulated, and statistical analyses were performed using GraphPad Prism software and Tukey’s multiple comparisons test,
with p < 0.05 considered statistically significant. Results: based on the statistical data, Bacillus velezensis produced approximately
three times more levan than Zymomonas mobilis. Spectroscopic analysis revealed that the biopolymers produced exhibit peaks
characteristic of commercial levan, demonstrating potential
for industrial applications. Conclusion: these findings highlight
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Bacillus velezensis as a promising source for more economical
and sustainable levan production.
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INTRODUCAO

A levana é um polimero de moléculas de frutose,
unidas, predominantemente, através de ligacGes B (2-6),
sintetizadas por reacdes de transfrutosilacdo por diversos
microrganismos que utilizam a sacarose como fonte de
carbono e energia. Esse biopolimero, também denominado
polifrutana — pelo fato de estar constituido de moléculas
de frutose com uma unica glicose no grupo inicial da sa-
carose —, pode apresentar alto ou baixo peso molecular,
dependendo da fonte de carbono utilizada no processo
de sintese'3.

Devido a suas propriedades quimicas, bioldgicas e
mecanicas, a levana tem despertado interesse por sua bio-
degradabilidade, ndo toxicidade e aplicagdes versateis na
industria alimenticia, farmacéutica e ambiental, incluindo
o uso como fixador de cores e sabores, agente espessante,
agente encapsulante, emulsificante, estabilizante e em pro-
dutos dietéticos, por seu poder adocante. Na area médica
e na industria farmacéutica, é usada como substituto de
plasma sanguineo, imunomodulador, anticarcinogénico
e hipocolesterolémico, com agGes anti-inflamatarias, e,
na area ambiental, como matéria-prima na produgdo de
plasticos verdes*’. No entanto, a principal barreira para
a producgdo comercial de levana ainda é o alto custo das
operagdes, que requerem processos que combinem efi-
ciéncia, rendimento elevado e conformidade com padrdes
de pureza e seguranga®.

A busca por novas cepas microbianas, que possam
melhorar o rendimento da producdo de levana, e a utili-
zacdo de fontes alternativas de aclcar para reduzir custos
sdo medidas essenciais para viabilizar a produgdo em larga
escala. A producdo desse biopolimero, especialmente
em escala industrial, apresenta algumas limitagdes, e um
dos principais fatores é o alto custo dos substratos ricos
em sacarose. O processo de obtencdo da levana envolve
também varias etapas, como sintese, precipitacao, centri-
fugacdo, secagem e purificagdo. Essas limitacGes destacam
aimportancia da busca por fontes alternativas, como subs-
tratos de baixo custo e otimizagdo dos processos, visando
tornar a produgdo economicamente vidvel®*, Dessa forma,
o caldo de cana-de-aglcar surge como uma alternativa
promissora. Embora seja utilizado na indUstria para a
extragdo da sacarose comercial, seu uso in natura, como
substrato microbiano, apresenta vantagens econdmicas e
ambientais. O caldo contém elevada concentracdo de sa-
carose (emtorno de 10 a 15%), além de outros compostos
bioativos e minerais que podem favorecer o metabolismo
microbiano. Ao utiliza-lo diretamente, evita-se o custo do
refino da sacarose, tornando o processo mais acessivel.

Nesse contexto, Zymomonas mobilis e Bacillus ve-
lezensis foram selecionados como potenciais microrga-

nismos produtores de levana. Zymomonas mobilis é um
bastonete gram-negativo, ndo produtor de enddsporos,
movel, anaerdbio facultativo, cujo crescimento em meio
rico em sacarose promove a conversao do dissacarideo em
glucose e frutose. Pode se desenvolver a baixos valores de

REVISTA V24 N3.indb 828

pH, mas o pH 6timo é 7,3, e o pH final, depois de 3 dias a
30 °Cem meio padrdo, estd entre 4,8 € 5,2. Atemperatura
ideal de crescimento estd entre 25 a 30 °C"*2*3, Bacillus
velezensis é um bacilo gram-positivo, aerdbio, formador
de enddsporos, que pode ser encontrado no solo. Na lite-
ratura consultada, ndo ha registro de infeccdo, toxicidade
ou qualquer outra ag¢do prejudicial a humanos e a outros
mamiferos ocasionada por Bacillus velezensis'**®.

O uso de substratos alternativos, como suco de palma
e caldo de cana-de-aglcar é uma estratégia promissora
para reduzir os custos associados a producdo de levana
91617 0 Brasil é referéncia mundial na producdo de cana-
-de-acucar, além de apresentar a maior area plantada do
mundo de palma forrageira, principalmente da espécie
Opuntia ficus-indica (palma gigante)'®2°, e possui grande
potencial para que esses recursos abundantes sejam
utilizados de forma sustentdvel no desenvolvimento de
biopolimeros. Além disso, residuos industriais, como me-
laco e bagaco de mandioca, ja demonstraram ser fontes
vidveis para producdo de biopolimeros, contribuindo para
a reducgao de residuos e levando a um impacto ambiental
positivo®1%2L,

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a pro-
ducdo de levana por Zymomonas mobilis e Bacillus vele-
zensis, avaliando a incorporagdo de fontes alternativas de
carbono, como suco de palma e caldo de cana. A combi-
nagdo dessas duas fontes naturais pode representar uma
estratégia sinérgica. O caldo de cana é uma fonte rica e
acessivel de sacarose, substrato essencial para a acdo da
levansucrase. Ja a palma forrageira (Opuntia ficus-indica) é
composta por aglcares simples, mucilagens e compostos
bioativos, como polifendis e flavonoides, os quais po-
dem atuar como cofatores metabdlicos ou estimuladores
enzimaticos, favorecendo a produgdo microbiana de
biopolimeros. A associacdo entre essas duas fontes pode
fornecer ndo apenas sacarose, mas também compostos
gue modulam positivamente a atividade microbiana,
especialmente de Bacillus spp., otimizando o rendimento
do processo de biossintese da levana.

METODOLOGIA

Obtencdo dos indculos

Foram utilizadas cepas de Zymomonas mobilis CCT
4494 da colegdo de Culturas Tropicais da Fundagdo André
Tosello, e Bacillus velezensis, isolado no Laboratério de
Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos (LABEM). O
isolamento foi realizado durante o processo de sintese de
levana por Zymomonas mobilis em biorreator, a partir de
um meio de cultura com adi¢do de cana-de-agucar. Duran-
te o processo, foram observadas alteragdes no compor-
tamento da producdo em relagdo aos ensaios anteriores,
como presenca de espuma e redugdo no tempo de sintese
da levana. Foi realizada investigagdo de possivel contami-
nagao e, apods confirmacdo da presencga do microrganismo,
ele foiisolado e posteriormente identificado utilizando-se
o kit QlAamp DNA, mini kit da QIAGEN, para extracdo
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do DNA das amostras, conforme as recomendag¢des do
fabricante. A reagdo de amplificagdo de DNA foi realizada
utilizando-se o kit TaQ DNA polymerase recombinant da
INVITROGEN. O gene de interesse foi o ribossomal 16S,
utilizando-se primers fdl (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
e rp2 (ACGGCTACCTTGTTACGACTT). As amostras foram
purificadas utilizando-se o kit de purificagdo de DNA da
GE ILUSTRA EXO PRO STAR, e posteriormente encami-
nhadas para sequenciamento. O sequenciamento de
DNA foi realizado na Plataforma de Sequenciamento de
DNA do Instituto Gongalo Moniz (IGM, FIOCRUZ-BA), no
equipamento 3500xI Series Genetic Analyzer da APPLIED
BIOSYTEMS. Foi feito o Blastn da sequéncia no banco de
dados do NCBI, optimizado para sequencias do 16S. Cem
sequéncias foram selecionadas e alinhadas com o algo-
ritmo MUSCLE. Para a construgdo da arvore filogenética,
foi utilizado o algoritmo PhyML, usando-se o modelo de
substituicdo TN93 e bootstrap com valor 1000.

Ativagdo das bactérias

Para a ativagdo dos microrganismos, 1 mL da cultura
crioconservada foi adicionado em 50mL de Meio RM
adaptado de Ernandes, Garcia-Cruz®® (2011), composto
de sacarose (100 g), extrato de levedura (10g), fosfato de
monopotassico, KH,PO, (1g), sulfato de aménio, (NH,),SO,
(1), e sulfato de magnésio — MgSO0,)", e incubado a 30 °C
e 150 rpm, por vinte e quatro horas. Em seguida, para
obtencdo dos indculos, 10 mL da cultura ativada de cada
microrganismo foram individualmente transferidos para

100 mL de meio RM e incubados a temperatura de 30 °C
e agitagdo de 150 rpm overnight, na incubadora shaker
NEW BRUNSWICK 126.

Obtencao dos substratos palma e caldo de cana

Para a extracdo do suco da palma in natura, foram
retirados os espinhos e a casca. Em seguida, foi realizado
o processamento da polpa em liquidificador, sem adicdo
de agua, e coagdo com um pano de malha fina. O caldo
de cana foi obtido por moagem em maquina especifica e
armazenado sob refrigeracdo até ser utilizado nos testes
experimentais.

Processo de sintese de levana em shaker rotativo

Os experimentos de sintese de levana foram realizados
em shaker rotativo NEW BRUNSWICK 126, de forma assép-
tica e em triplicatas, utilizando-se Erlenmeyer de 500 mL.
Paraisso, 10 mLdos inéculos foram individualmente trans-
feridas para 90 mL de meio RM (experimento controle), 70
mL do meio RM suplementado com 20% de suco de palma
(experimento teste 1) e 70 mL do meio RM suplementado
com mistura 10 % suco de palma + 10 % caldo de cana
(experimento teste 2). Foram previamente esterilizados e
incubados a temperatura de 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm
por quarenta e oito horas (Figura 1). Durante o processo de
incubacgdo, ndo foram observados desvios de temperatura.
A condicdo foi mantida constante em 30 °C, conforme os
parametros experimentais estabelecidos.

Figura 1 — Produgdo de levana por Zymomonas mobilis (Zym) e Bacillus velezensis (Bac) em shaker, apds 48 horas, utilizando-se o
meio de cultivo sintético RM suplementado com 20% de solugdo de suco de palma e (ou) caldo de cana, nas combinagbes: a) Zym
+ palma; b) Zym + palma + caldo de cana; c) Bac + palma; e d) Bac +palma + caldo de cana.

a) Zym + palma b)

Zym + palma + caldo de cana

c) Bac + palma d)

Bac + palma + caldo de cana

Fonte: autoria prépria
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Extragdo de polimero e quantificagdo da producdo de
levana

Na obtencdo da levana produzida no shaker, os caldos
de fermentacgdo foram centrifugados por vinte minutos,
com rota¢do a 4000 rpm e temperatura de 4 °C, para des-
carte das células bacterianas, utilizando-se a centrifuga
EPPENDORF 5804R. Os sobrenadantes obtidos em tripli-
cata foram acondicionados em Erlenmeyer, adicionados
aetanol (1:3 v/v) e armazenados sob refrigeracdo (+ 4 °C)

durante doze horas, para a precipita¢do da levana. Apds
esse periodo, as amostras foram novamente centrifuga-
dasa4000rpm a4 °Cportrinta minutos, para concentrar
e recuperar o total da levana precipitada. O biopolimero
foi acondicionado em placas de Petri e desidratado na
estufa a 50 °C, até se obter o peso constante (peso seco
sem variagdo). Na Figura 2, pode-se observar o aspecto
macroscépico da levana produzida em shaker.

Figura 2 — Aspecto macroscdpico da levana produzida por Zymomonas mobilis (Zym) e Bacillus velezensis (Bac) apds 48 horas: a)
Controle; b) Bac + palma; ¢) Bac + palma + caldo de cana; d) Zym + palma; e) Zym + palma + caldo de cana

c)

Fonte: autoria prépria

Caracterizagdo da levana através de espectroscopia
FTIR

A espectroscopia no infravermelho com Transfor-
mada de Fourier (FTIR) foi aplicada para determinar a
estrutura molecular dos biopolimeros produzidos. Para
a FTIR, foi selecionada uma amostra de cada condicdo
e, dentro de cada condi¢do, uma amostra de cada tri-
plicata, que foram trituradas apds secagem. Pequenas
guantidades do biopolimeros foram levadas para se
realizar leitura no equipamento Espectrometro FT-IR
VERTEX 70/70v BRUKER. As amostras absorveram a luz
infravermelha e absorbancias da energia foram medidas
nos comprimentos de onda.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se
o software GraphPad Prism, versdo 9.4.3. As avaliacdes
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d) &)

foram conduzidas utilizando-se o teste ANOVA com
pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey, com um
nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Os resultados
foram expressos como diferenga média e intervalo de
confianga de 95% (95% Cl). Para cada comparagao, foi
verificada a significancia estatistica por meio do valor de
p ajustado. O valor de p menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

RESULTADOS

Identificacdo do microrganismo isolado

Apés isolamento do bacilo gram-positivo, o teste
de sequenciamento e a arvore filogenética identificou
Bacillus velezensis. A reconstrucdo filogenética pode ser
observada na Figura 3.
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Figura 3 — Arvore filogenética do microrganismo isolado no LABEM.
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Fonte: autoria prépria

Quantifica¢do da levana

A producdo de levana por Zymomonas mobilis e Ba-
cillus velezensis foi avaliada em diferentes condi¢Ges de
cultivo. No caso de Zymomonas mobilis, a producdo no
meio RM (controle) foide 1,46 g/L. Com a adi¢do de suco
de palma ao meio de cultura, a producdo aumentou para
6,70 g/L, e, com a suplementagdo combinada de palma
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e caldo de cana, a produgdo chegou a 7,03 g/L. Apesar
do aumento observado, as diferengas na producdo nas
diversas condicBes de cultura ndo foram estatisticamente
significantes, (p=0,0804 e p=0,0596, respectivamente)
(Figura 4).
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Figura 4 — Produgdo de levana utilizando-se meio RM e meio
RM suplementado com suco de palma e palma com caldo de
cana por Zymomonas mobilis (Zym).
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B Zym+palma+caldo de cana

Levana (g/L)
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Fonte: autoria prépria

O Bacillus velezensis produziu 1,21 g/L de levana no
meio RM (controle), enquanto, apds a adi¢do de suco
de palma ao meio controle, a produgdo aumentou para
20,33 g/L, e, com a suplementagdo combinada de palma
e caldo de cana, atingiu 24,25 g/L. Nessas condi¢bes, as
diferencgas foram estatisticamente significantes, com p <
0,0001 em ambas as comparagdes (Figura 5).

Figura 5 — Produgdo de levana utilizando-se meio RM e meio
RM suplementado com suco de palma e palma com caldo de
cana por Bacillus velezensis (Bac).

* k%

* %k k
B

Levana (g/L)

Fonte: autoria prépria

Na Figura 6, podemos observar que a produgdo de
levana pela Z. mobilis, em meio controle (1,46 g/L), foi
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semelhante, em compara¢ao com a producao pela B.
velezensis nas mesmas condi¢cdes (1,21 g/L) (p=0,9998).
No entanto, a suplementagdo com suco de palma resul-
tou em uma producgdo trés vezes maior de levana por B.
velezensis (20,33 g/L) em comparac¢do com a produgdo
pela Z. mobilis (6,70 g/L) (p<0,001). Igualmente, a pro-
ducdo de levana depois da suplementagdo com suco
de palma e caldo de cana pela B. velezensis (24,25 g/L)
foi estatisticamente maior que pela Z. mobilis (7,03 g/L)
(p<0,0001).

Figura 6 — Comparagdo da produgdo de levana utilizando-se
cepas de Zymomonas mobilis (Zym) e Bacillus velezensis (Bac),
com adigdo de fontes alternativas palma e caldo de cana
adicionadas ao meio de cultivo RM.
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Fonte: autoria prépria

Caracterizagao do biopolimero através de FTIR

A caracterizagcdo das amostras de levana foi
realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Os espectros obtidos
mostraram semelhancas significativas com os picos
caracteristicos da levana comercial (Sigma), indicando
que os biopolimeros produzidos por ambas as bacté-
rias sdo similares ao padrdo comercial. As Figuras 7 e 8
apresentam os espectros FTIR das amostras de levana
produzidas por Bacillus velezensis e Zymomonas mobilis,
respectivamente.

Os picos observados nas amostras confirmam a
presenca de grupos funcionais tipicos da levana, como
bandas correspondentes a ligacdes O-H, C-H e C-0. A
regido de 3300-3400 cm™ indica a presenca de grupos
hidroxila (-OH), comuns em polissacarideos. Outra re-
gido de 2900 cm™ esta relacionada as liga¢bes C-H, que
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indicam a presenca de unidades sacarideas. A regido de
1000-1200 cm™ é caracteristica da estrutura glicosidica
da levana, com variagdes indicando possiveis mudancas
conformacionais. A levana padrdo da Sigma apresentou
picos bem definidos, enquanto as amostras produzidas
com Bacillus com palma e caldo de cana mostraram al-
teragbes nos picos de 3300 cm™ e 1700 cm™, indicando
interagdes intermoleculares. As amostras produzidas por
Zymomonas mobilis usando-se palma e caldo de cana
apresentaram variacdes na regido de 1000-1200 cm™, o
que indica diferencas estruturais.

Figura 7 — Espectros de FTIR das amostras de levana produzidas
por Bacillus velezensis. A repeti¢do se refere a espectros obtidos
de duas amostras representativas da triplicata experimental,
indicando reprodutibilidade do perfil espectral.

Levana

Bac + palma
S — Bac + palma

Bac + palma + cana

104
09 4 \v

/
084 v
07

064 W

Transmitance (%)

054 { |
04

034

02 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Fonte: autoria prépria

Figura 8 — Espectros de FTIR das amostras de levana produzidas
por Zymomonas mobilis.
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicaram que B. velezen-
sis apresentou maior eficiéncia em relagdo a Z. mobilis
na obtengdo da levana, quando adicionados, ao meio de
sintese do polissacarideo, o suco de palma e o suco de
palma acrescido do caldo de cana. A literatura aponta
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diversos estudos utilizando bactérias na producdo de
polissacarideos”!%??, sendo a levana especialmente valo-
rizada por sua relevancia comercial e ampla aplicabilida-
de’*?2. No entanto, ndo ha registro, na literatura, sobre
o uso de caldo de cana e do suco de palma combinados
para producdo de levana, o que representa uma proposta
inovadora. Adicionalmente, o elevado custo de producdo
desse biopolimero dificulta a larga utilizagdo da levana??,
e, nesse contexto, nota-se um interesse tanto na identi-
ficagcdo de novos microrganismos produtores quanto em
processos que visem a reducdo de custo e a otimizacao
de sua producdo em larga escala.

Neste trabalho, Zymomonas mobilis, uma bactéria
apontada na literatura com grande eficiéncia na produ-
cdo de levana, se comparada a outros microrganismos,
como exemplo Bacillus subtilis>* ou Bacillus amyloli-
quefaciens®*, e uma bactéria menos estudada quanto a
producdo de levana, Bacillus velezensis, foram testadas.
E essa ultima se mostrou com maior capacidade de pro-
ducdo diante de suplementag¢do com fontes naturais de
sacarose. Esses achados estao de acordo com a literatura
sobre a utilizacdo de meios alternativos, suplementados
com fontes naturais de sacarose, como o caldo de cana,
como meios satisfatérios para a producdo de levana. No
estudo de Ernandes?*(2006), foi observado que a adi¢do
de substratos naturais, como caldo de cana, pode pro-
porcionar um rendimento satisfatorio de levana, embora
inferior ao notado em meios sintéticos ricos em sacarose.
No presente estudo, Z. mobilis alcangou produgdes seme-
Ihantes as reportadas na literatura, mas sem diferencas
estatisticamente significantes quando suco de palma
foi combinado com caldo de cana. Um estudo realizado
em 2007 utilizando Zymomonas mobilis apresentou um
rendimento de 22,5 g/L no meio a base de sacarose (250
g/L), e o que utilizou melaco de cana-de-agucar (250 g/L)
teve um rendimento de 2,5 g/L%.

Por outro lado, neste estudo, Bacillus velezensis se
destacou com um aumento expressivo na producdo de le-
vana em ambas as condi¢des suplementadas. No trabalho
de Han, Clarke?® (1990), ao avaliar a producdo de levana
pelo Bacillus polymyxa, utilizando como meio de produ-
¢do caldo de cana e melagos de beterraba como fonte
de carbono, os autores encontraram uma conversdo em
média de 46% de sacarose em levana, e concluiram que
sdo meios satisfatdrios para a produgdo de levana. Um
estudo utilizando Bacillus lentus apresentou um rendi-
mento de 57,5 g/L no meio com 250 g/L de sacarose, e 0
meio usando melago de cana-de-aglcar com substrato
alternativo resultou em um rendimento de 50 g/L, o que
indica uma leve diminui¢do na producdo de levana com
0 uso do substrato alternativo®.

Com base nos resultados deste trabalho identifica-
mos que ndo houve aumento da eficiéncia na produgéo
de levana pelos dois microrganismos estudados, quando
adicionada a suplementacdo de palma com caldo de
cana, além do suco de palma. Dessa forma podemos
sugerir que a suplementacdo utilizando apenas a pal-
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ma representa uma op¢do com boa viabilidade, dado
o potencial para producdo de levana, facilidade na
aquisicdo, com possibilidade de redu¢do dos custos,
visto que o Brasil apresenta a maior area de plantacdo
mundial de palma?. Por outro lado, vale ressaltar que
outros substratos, como a casca de manga, apesar de
servirem como fonte de carbono viavel para a producdo
de levana, apresentam rendimentos menores que 0s
resultados alcancados neste estudo?®.

A composicdo dos substratos utilizados pode ter
influenciado diretamente na sintese da levana. A palma
forrageira (Opuntia ficus-indica), além de ser fonte de
aculcares soluveis, como glicose e frutose, é rica em mu-
cilagens, fibras sollveis, acidos organicos, antioxidantes
e compostos fendlicos, que podem atuar como induto-
res metabdlicos. Esses compostos podem influenciar
a expressdo da levansucrase ou modular o ambiente
osmoético e redox do meio, favorecendo a biossintese
de exopolissacarideos como a levana, principalmente
por microrganismos do género Bacillus, que apresen-
tam maior plasticidade metabdlica. Por outro lado, o
caldo de cana contribui diretamente com a oferta de
sacarose, substrato primario da reacdo de transfrutosi-
lacdo. A associacdo entre esses dois substratos pode ter
criado uma condi¢do bioquimica mais favoravel para a
producdo de levana, embora os resultados ndo tenham
demonstrado vantagem estatistica em relacdo ao uso
da palma isolada.

A presenca de compostos bioativos no suco de pal-
ma, como polifendis e vitaminas, pode desempenhar um
papel importante ao atuar como cofatores ou indutores
metabdlicos, estimulando vias secundarias de producdo
de biopolimeros em Bacillus velezensis. Esses compostos
podem ndo ter o mesmo efeito em Zymomonas mobilis,
devido a diferenca na regulagdo enzimatica entre os
dois microrganismos, uma possibilidade para a menor
producdo de levana por Zymomonas neste estudo, em
comparacao ao Bacillus.

Os resultados apontam que a produc¢do de levana
utilizando Bacillus velezensis mostrou-se mais eficiente
quando comparada a producdo de Zymomonas mobilis.
Entretanto, estudos que comparam a produgdo de levana
pela Z. mobilis e outras bactérias a tém apontado como
mais eficiente nessa producdo, a exemplo do estudo de
Ernandes?® (2006), que compara a producdo levana entre
as bactérias Zymomonas mobilis e Bacillus subtilis.

O aumento expressivo na producdo de levana por
Bacillus velezensis, em contraste com Zymomonas mobilis,
pode ser explicado por diferencas na fisiologia e nas vias
metabdlicas desses microrganismos. B. velezensis, sendo
uma espécie aerdbia e formadora de enddsporos, apre-
senta um metabolismo altamente adaptavel, capaz de
utilizar uma ampla variedade de substratos, incluindo os
presentes no suco de palma. Estudos indicam que Bacillus
spp. pode metabolizar eficientemente polissacarideos
complexos e monossacarideos, como glicose e frutose,
gue estdo presentes em grandes quantidades na palma
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forrageira'*'®. Ademais, a producdo de levana em Bacillus
spp. é fortemente influenciada pela atividade da enzima
levansucrase, cuja expressao pode ser estimulada pela
presenca de substratos ricos em sacarose e outros carboi-
dratos. A diversidade enzimatica de B. velezensis permite
maior flexibilidade metabdlica, resultando em producdo
elevada de biopolimeros. Em contraste, Z. mobilis, um
microrganismo com metabolismo predominantemente
fermentativo, depende principalmente da via da Entner-
-Doudoroff para o catabolismo de carboidratos. Essa via,
embora eficiente para a produgdo de energia, ndo favore-
ce tanto a sintese de levana em condi¢des com substratos
mais complexos, como o suco de palma®3. Assim, mesmo
com a adi¢do de suco de palma, o aumento na producao
de levana por Z. mobilis foi modesto e nao significativo.

Outro ponto relevante é a caracteriza¢do do biopo-
limero por espectroscopia FTIR. Gonzélez-Torres et al.?*
(2024), utilizando uma levedura como modelo experi-
mental, confirmaram a similaridade estrutural da levana
produzida com um padrdo comercial. Isso reforca a via-
bilidade do uso de B. velezensis e Z. mobilis na produgao
de levana para aplica¢ées industriais.

Embora os resultados obtidos tenham fornecido
informacBes importantes sobre a possibilidade de uso
da palma como substrato para viabilizar a producdo de
levana, algumas limitacGes devem ser destacadas. Os
experimentos foram conduzidos em shaker rotativo, e es-
tudos em fermentadores em larga escala sdo importantes
para avaliar a viabilidade industrial dos processos. Outro
ponto seria sobre a caracterizacdo, porque, embora as
analises usando FTIR tenham demonstrado similaridade
estrutural com a levana comercial, analises adicionais,
como a cromatografia, poderiam fornecer informacdes
mais detalhadas, como a pureza do biopolimero.

Estudos futuros devem focalizar a otimizacdo das
condicdes de cultivo e os parametros de fermentacéo,
bem como a avaliagdo de outras cepas microbianas que
possam apresentar maior expressdo de levansucrase e
consequente aumento na produtividade e na exploracao
de diferentes fontes de carbono alternativas, como é su-
gerido por Hertadi, Permatasari, Ratnaningsih® (2021). A
combinagdo de estratégias biotecnoldgicas e substratos
renovaveis e a otimizagéo de cultivo, como é sugerido por
Phengnoi et al.3°(2022), pode contribuir para a producéo
sustentavel e competitiva de biopolimeros, promoven-
do avangos significativos nas industrias alimenticia e
farmacéutica.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos confirmaram que Bacillus vele-
zensis € um microrganismo emergente, com alto potencial
para producdo de levana, superando Zymomonas mobilis
em eficiéncia. A suplementag¢do com palma demonstrou
ser uma alternativa viavel e econdmica, com rendimen-
tos comparaveis aos do caldo de cana, tornando-se uma
op¢do promissora no contexto brasileiro, devido a sua
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ampla disponibilidade e seu custo reduzido. Além disso,
a caracterizacdo da estrutura por FTIR revelou que os
biopolimeros produzidos por ambos os microrganismos
apresentam similaridade com o padrao comercial, refor-
cando sua viabilidade para aplicagdes industriais.
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