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Resumo

O sorbitol apresenta diversas aplicacdes industriais e sua producao por método convencional ¢ cara e de
baixo rendimento. A produgao de sorbitol por Zymomonas mobilis tem atraido atencao, pois tanto o custo de
producao quanto o impacto ambiental sdo baixos. O sorbitol exerce fungdo contra a elevada pressao osmética,
sendo que altas concentragdes de aglicares promovem a sua producdo. Este trabalho avaliou o efeito de alta
concentracao de sacarose na producao de sorbitol. A elevag¢@o de sacarose de 100 a 300g/L resultou em
aumento de produgdo de sorbitol de 4,979 para 20,633g/L. A analise estatistica demonstrou que 95,5% da
variagao na produgao de sorbitol pode ser explicada pela metodologia estatistica.
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Abstract

The sorbitol presents several industrial applications and its conventional production is of high cost and
low yield. Sorbitol production by Zymomonas mobilis production has attracted attention as both
production cost and environmental impact are low. The sorbitol plays an osmo-protective rule so that
its production is promoted by high sugar concentrations. This work has evaluated the effect of high
sucrose concentration in the sorbitol production. The raise of sucrose concentration from 100 to 300g/
L caused an increase in the sorbitol production from 4,979 to 20,633g/1. Statistic analysis showed that
95,5% in the variation in sorbitol production can be explained.
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Introducao VLITOS, 1979). A produgao industrial de sorbitol ocorre
por meio de processo quimico de hidrogenacdo de

Sorbitol, um agucar alcool presente em frutas e i ’
carboidratos, que libera niquel durante o processo,

vegetais, apresenta uma ampla aplicacdo nas industrias i .
de alimentos (KRETCHMER; HOLLENBECK, 1991), tornando o rendimento do processo menos atrativo
cosméticos, téxtil e farmacéutica (HOUGH; PARKER; (GORP, 1999).
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A utilizagdo de processos fermentativos tornou-
se uma opcao viavel (SILVEIRA; JONAS, 2002) nos
ultimos anos, devido a utiliza¢ao de condicdes suaves
de reacdo, diminuindo os custos de produgdo e os
impactos ambientais (WEI, 2001). Dentre os
microrganismos candidatos a produg¢ao industrial por
processo fermentativo, tém-se destacado
Zymomonas mobilis, uma bactéria, gram negativa
anaerobica, etanologénica (KANNAN;
SANGILIYANDI; GUNASEKARAM, 1997).
Embora o etanol seja o principal produto, a
Zymomonas mobilis também apresenta potencial para
produzir levana, acido gluconico, sorbitol e fruto
oligossacarideos quando cultivada em meio de

sacarose, (BEKERS, et al., 2000; SPRENGER, 1996)

A bactéria Zymomonas mobilis utiliza somente
sacarose, glicose e frutose como fontes de carbono e
energia (SWINGS; DELEY, 1977). O crescimento
em meio de sacarose ¢ acompanhado pela formagao
extracelular de levana e sorbitol com reducio
significativa na formagdo de etanol (SPRENGER,
1996 ; ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN,
1999).

Quando as células de Zymomonas mobilis sao
colocadas em condi¢des de estresse, como alta
concentracdo de acticares, a enzima Glicose-frutose-
oxirredutase (GFOR) fornece a célula uma alta
concentracdo de sorbitol (um novo soluto para a
célula), para contrapor os efeitos de desidratagdo
provocada pela alta osmolaridade externa (KO et al,
2000; SPRENGER, 1996). O sorbitol ndo proteje a
célula contra o estresse salino acima de 2%, pois
nessa condi¢do a bactéria ele ¢ incapaz de crescer
(LOOS; et al, 1994).

O planejamento e otimizagdo de experimentos
tém sido aplicados em pesquisas bdasicas e
tecnologicas. Essas pesquisas contribuem para a
otimizagao de processos, onde diversos fatores estao
envolvidos, e possibilitam a sua avaliagdo conjunta
(BARROS; SCARMINO; BRUNS; 1996 ; BOX;
HUNTER, 1978).

A metodologia de analise de superficie de resposta
permite selecionar a combinag@o dos niveis 6timos
dos fatores na obtengao da melhor resposta para um
determinado processo ou produto (NELDER;
MEAD, 1965).

Este estudo investigou a correlacao entre o tempo
de fermentagdo e o efeito das altas concentrag¢des de
sacarose, no processo fermentativo em batelada de
producdo de sorbitol, por meio de planejamento
estatistico e analise dos dados por metodologia de
superficie de resposta.

Material e Métodos
Microrganismo e Meio de Cultivo

O microrganismo utilizado foi a bactéria
Zymomonas mobilis CP4, cedida pelo Departamento
de Bioquimica e Microbiologia da UNESP - Rio
Claro, mantida em meio de manutencdo contendo
em g.L"": Sacarose 20; Extrato de levedura 2; KH,PO,
2; (NH,SO, I; MgSO,(7H,0) 0,5. Apds o
crescimento por 24 horas, a cepa foi mantida a 4°C,
e repicada mensalmente. O inoculo foi padronizado
em 0,2 g.L'!, utilizando-se 0o mesmo meio de
manuten¢@o contendo sacarose a 100 g.L."!, mantido
a25°C por 24 horas. No meio de fermentagao, variou-
se a concentragdo de sacarose de 100 g.L-'a300 g.L-
acrescido dos sais descritos anteriormente.

Processo Fermentativo

As fermentacdes em batelada foram realizadas
em frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL
do meio de fermentagdo a 25°C, e sem agitagdo, de
acordo com a tabela do planejamento estatistico
descrito na tabela 1.
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Tabela 1: Delineamento fatorial completo para a produgéo
de sorbitol por Zymomonas mobilis CP4.

Ensaios Fatores Respostas
X; X; | Biomassa ART consumido g.L”' Sorbitol g.L"
g.L’l
01 R 0,581 14,164 1,076
02 o 0,755 39,884 3,652
03 Dot ogss 55,378 4979
04 o 0,558 30,970 12,167
05 O 0 st 38,553 13,216
06 0 s 46,726 15,578
07 b 0366 17,458 12,025
08 0 4s 47,468 13,515
09 B T 51,477 20,633
10 o0 0,582 36,413 13,286
11 0 0 0,563 40,053 12,302
Niveis de variagio
Fatores -1 0 1
X; Sacarose 100 g.L'1 200 g.L’l 300 g.L’l
X Tempo 12 horas 18 horas 24 horas

Meétodos analiticos

Apds o processo fermentativo, os meios foram
centrifugados (4.300 g por 15 minutos) e a biomassa
foi determinada espectrofotometricamente,
relacionando-se absorbancia com uma curva de peso
seco (g/L). Os agucares redutores (AR) foram
determinados pelo método de Somogy (1945) e Nelson,
(1944); os actcares redutores totais (ART) foram
determinados pelo método do Fenol-Sulfurico

(DUBQOIS, 1956), utilizando-se glicose como padrao.

O teor de sorbitol foi determinado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
usando coluna Aminex HPX-87C, com 300x78 mm,
mantida em forno a 55 ° C. O método de corrida foi
isocratico com agua ultrapura como fase movel na
vazdo de 1,0 mL/min, utilizando-se o detector de
Indice de Refracdo.

Analise Estatistica

A produgao de sorbitol foi avaliada com relacéo
aos fatores X (concentragdo inicial de sacarose) e
X, (tempo de fermentagdo), utilizando como

planejamento estatistico o delineamento fatorial completo
do tipo 32, com 2 repeti¢des verdadeiras no ponto central.
Totalizaram-se experimentos aleatorizados (Tabela 1)
¢ as respostas biomassa, ART consumido e producao
de sorbitol foram determinadas. A analise foi realizada
por meio da metodologia de superficie de resposta
(BARROS; SCARMINO; BRUNS, 1996 ; BOX;
HUNTER, 1978).

Resultados e Discussao

Onze experimentos foram realizados avaliando-
se o efeito da concentragdo de sacarose (X, ) € tempo
de fermentagdo (X,) de acordo com o delineamento
fatorial completo (tabela 1). A producdo de sorbitol
(Z) foi modelada de acordo com a equagdo do 2 °
grau (equacdol). Os coeficientes foram estimados
pelo método dos minimos quadrados:

7=12,901 + 6,077 . X; — 4,268 . X;* +2,653 . X, + 1,020 . X, + 1,176 . X, X

(equagdo 1)

Os valores calculados pela equacdo 1 e os
observados experimentalmente para a producao de
sorbitol sdo mostrados na tabela 2. O coeficiente de
determinagao ajustado indica que 95,51% da variagao
na producdo de sorbitol pode ser explicada pela
concentragdo inicial de sacarose (X,) € tempo de
fermentagdo (X,).

Tabela 2: Valores calculados e observados para a
produgéo de sorbitol (g.L™")

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londring, v. 25, n. 2, p. 197-202, jul./dez. 2004

Valores originais dos fatores | Producio sorbitol (g.L"")
Ensaio X, X Calculado  Observado
1 100 12 2,098 1,076
2 100 18 2,555 3,652
3 100 24 5,053 4,9790
4 200 12 11,268 12,167
5 200 18 12,901 13,216
6 200 24 16,575 15,578
7 300 12 11,901 12,025
8 300 18 14,710 13,515
9 300 24 19,561 20,633
10 200 18 12,901 13,286
11 200 18 12,901 12,302
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A analise de variancia da produgdo de sorbitol €
apresentada na tabela 3 e demonstra que a regressao
(equacao 1) € significativa com p<0,05. Os desvios
de regressao (ndo mostrados) nao sdo significativos
(p>0,12). Portanto, a equagdo 1 apresenta boa
capacidade preditiva (tabela 2), exceto para os dois
valores inferiores dos fatores, possivelmente em
razdo de dificuldades analiticas.

Tabela 3: Analise de variancia da produ¢do de sorbitol
considerando o modelo completo.

Variavel.: Sorbitol (g.L") - R-sqr = 0,97752; Adj = 0,95505 — QM Residuo =1,451311

Causa de Soma dos  Graus de Média dos F Calculado P
Variagio quadrados Liberdade quadrados
Sacarose (g.L") L+Q  267,7875 2 133,8937  92,25708  0,000113
Tempo (h) L+Q 44,8895 2 22,4448 1546517  0,007224
1*2 5,5343 1 5,5343 3,81328 0,108287
Residuo 7,2566 5 1,4513
Total 322,8678 10

L =Termo linear. Q = Termo quadratico. 1*2 = Intera¢do

As curvas de niveis demonstram as sub-regioes
mais adequadas para os mais altos valores de
produgao de sorbitol, com o tempo na faixa de 0,80
a 1,00 (22,8 horas a 24 horas) e a concentragao inicial
de sacarose na faixa de 0,80 a 1,00 (280 g.L "' a 300
g.LY) (Figura 1).
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Figura 1: Curva de superficie de resposta para a producdo
de sorbitol por Zymomonas mobilis variando o tempo ¢
a concentragdo de sacarose

De acordo com a Tabela 1, os fatores
concentragdo inicial de sacarose e tempo de
fermentagdo influenciaram positivamente a producao
de sorbitol. Nos ensaios nos quais a concentragao
inicial de sacarose era de 100 g.L! (ensaios: 1, 2, 3),
a producdo de sorbitol foi respectivamente de 1,07
gL', 3,65 ¢gL"e 4,95 gL' com tempos de
fermentagdo 12, 18 e 24 horas, respectivamente.
Quando esses valores sao comparados aos ensaios
com concentragdo inicial de sacarose de 300 g.L!
(ensaios:7, 8, 9) a producao foi respectivamente de
12,02 gL', 13,51 g.L ' e 20,63 g.L''. Nos tempos
de fermentacdo 12, 18 e 24 horas respectivamente,
ocorreu um aumento significativo de produgdo de
sorbitol com o aumento da pressdo osmotica causada
pela elevada concentragdo inicial de aglcares.

O efeito osmoprotetor do sorbitol é descrito por varios
autores em resposta ao estresse osmotico, que pode
ser provocado por uma alta concentracdo de aglicares
presentes no meio de cultivo ( LOSS, et al,1994;
BEKERS et al., 2000; CAZETTA, et al., 2004).

Conclusoes

Os fatores concentracdo inicial de sacarose e
tempo de fermentagdo apresentaram efeitos
significativos para a producao de sorbitol.

Para a resposta avaliada, considerando os fatores
concentragdo inicial de sacarose e tempo de
fermentagdo, foi observado que a regressdo foi
significativa (p<0,05) e o modelo proposto explica
95,51% da variagdo na produgao de sorbitol.
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