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Resumo

Foi estudada a producdo de sorbitol em meio de sacarose pré-tratado com invertase, empregando
Zymomonas mobilis ATCC 29191. A melhor produc&o de sorbitol foi 41,39 g/L e a melhor produtivi-
dade foi de 1,72g/L.h* em 24 horas de fermentagdo no meio de sacarose pré-tratada. Esses valores
representam uma melhoria de 72,17% na produc&o de sorbitol com adi¢éo de invertase.
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Abstract

Sorbitol production by Zymomonasmobilis ATCC 29191 in medium of sucrose pre-treated with invertase
was studied. The best results were obtai ned when the medium was pre-treated with invertase as sorbitol
production of 41,39 g/L and a productivity of 1,72 g/L.h-t in 24 hours of fermentation. The invertase
addition in the fermentation broth increased 72,17% in the sorbitol formation.
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Introducéo

O uso de sacarose pela bactéria fermentativa
Zymomonas mobilis origina subprodutos como
sorbitol e levana. O sorbitol é produzido e acumula
do como um osmoprotetor a partir da frutose e a
enzima bacteriana glicosefrutose-oxirredutase con-
verte glicose e frutose em glicono-&lactonae sorbitol
respectivamente. Foi demonstrado que a enzima

frutoquinase é inibida pela eevacdo de glicose no
meio em decorréncia da hidrélise da sacarose e, as-
sim, favorece a conversdo da frutose em sorbitol.
(BEKERS et d., 2000)

Considerando a ampla aplicacdo do sorbitol nas
industrias de alimentos e medicamentos com produ-
¢do industrial de custo elevado, procuram-se alter-
nativas de obtencdo de compostos por processos
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fermentativos (SILVEIRA; JONAS, 2002). E sabi-
do que Zymomonas mobilis produz sorbitol a partir
ndo SO da sacarose, mas também a partir de uma
mistura de glicose mais frutose em detrimento da
producéo de etanol (KANNAN et al., 1998).

Quando uma mistura de glicose mais frutose foi
usada para produzir sorbitol, 0 processo apresentou
problemas de aplicacdo industria, pois a utilizagdo
direta desses substratos gera custo maior compara-
do com o vaor do produto (SPRENGER, 1996).

O uso do tratamento prévio da sacarose por
invertase, para a producdo de metabdlitos de inte-
resse, ndo tem sido muito explorado e pode ser uma
alternativade diminuic&o de custo. Sendo assim, este
trabaho teve como objetivo, favorecer a produgéo
de sorbitol por Zymomonas mobilis utilizando a
hidrélise prévia do meio de sacarose pela invertase
de Saccharomyces cerevisiae.

Material e méodos

Microrganismo e condicdo de preservacao:
Zymomonas mobilisATCC 29191 foi preservadaem
mei0 com a seguinte composi ¢ao (g/%): sacarosel;
extrato delevedura 1,0; (NH,),S0O, 0,2, KH, PO,0.3;
MgSO,. 7H,0 0,03; peptona0,5 e FeSO,0,02. Apos
incubacdo por 24 horas a 30°C, as culturas foram
mantidas a 4°C e reativadas a cada 30 dias.

Invertase: A enzimainvertase, utilizadaparao pré-
tratamento do meio, foi extraida da levedura de pa-
nificacdo, Saccharomyces cerevisiae, segundo
Nepomuceno (1998).

Meiosdefermentacdo: Meol - sacarosea20%de
acUcares redutorestotais (ART) com adicdo de sais
domeio de preservacdo. Meio || - sacarose 20% de
ART, pré-tratado por 2 horas com invertase, sob agi-
tagcdo, atemperaturade 28 ° C, naproporgdo 1:50 (1
mL deinvertase e 50 mL de meio de fermentagéo),
este meio também teve aadicéo dos saisdo meio de
preservacdo. Os meios foram esterilizados a 121°C
por 20 minutos.

Fermentacg@es: O indculo foi padronizado em 0,2
g/L para todos os experimentos. As fermentacOes

foram realizadas em frascos de erlenmeyer de
250mL, com 100 mL dosmeios| ell. O pH foi gus-
tado em 6,0 e os frascos incubados por 48 horas a
30°C. Apds os tempos de 0, 8, 24, 32 e 48 horas
amostras foram retiradas para analise do crescimen-
to celular, por densidade Gtica, a= 605nm. As me-
didas foram relacionadas com uma curva padréo de
peso seco em g/L. Posteriormente, as amostras fo-
ram centrifugadas e do sobrenadante foram
quantificados os agUcares redutores, redutorestotais
e 0 sorhital.

DeterminagdesdosacUcar esredutores(AR) ere-
dutores totais (ART): Pelo méodo de Somogyi
(1945) e Nelson (1944) e os redutores totais segun-
do Amorim (1982).

Determinacao do sorbitol: O sorbitol foi estimado
por cromatografialiquidade dtaeficiéncia(CLAE),
com coluna aminex HPX-87 (Biorad) (8mm, 300 X
7.8 mm) temperatura de 65°C com &gua destilada e
deionizada (ultra purd) no fluxo de 1mL/min.

Resultadosediscussao

Muitos esforgos tém sido direcionados para subs-
tituir processos quimicos por processo fermentativo.
Industrialmente, o sorbitol é produzido por
hidrogenacéo catalitica de xarope dextrose, em alta
temperatura e presséo (RO; KIM, 1991). Quando
Zymomonas mobilis é cultivada em meios com dta
pressao osmética, proporcionada através da presenca
de saisou atas concentragfes de aglicares, abactéria
excreta sorbitol parao meio (BEKERS &t al., 2000).

Fermentagdes por Zymomonas mobilis, podem
ocorrer tanto em mei o de sacarose como em frutose
mais glicose. Entretanto, afermentagdo de cadaum
desses aglicares desenvolve uma resposta metabdli-
ca diferenciada. Assim, a utilizagdo de glicose e
frutose reduz o tempo de fermentac&o, enquanto uso
de sacarose leva a formacdo de levana e outros
subprodutos, reduzindo a produtividade de etanol.
Logo, uma maneira de disponibilizar frutose é adi-
cionar invertase a0 meio de sacarose. O pré-trata-
mento do meio de cultivo rico em sacarose por
invertase tem sido usado na producgdo de écido 1&tico
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Producéo de Sorbitol por Zymomonas Mobilis ATCC 29191 em Meio de Sacarose Pré-Tratado com Invertase

CONDICOESDE Tempo
CULTIVO (horas)

Ar

(L) (L) (9L)

ART Consumo Sorbitol

Sorbitol
Yp (%)

Biomassa
(g/L) (g/L)

Y(p)
g/L.ht

Y(p)
ggl*

Meiol 0 40,6 211,25 0

24 5,68

147,77

Meiol 24,26 186,99

Meioll 0 211,25 0

Meioll 24 18,27 35,05 176,2

0 0,2 0
24,04 08

0 0,2 0

21,19 1,0 0,11

1,72 0,23

41,39 0,52 44,01

| (Sacarosesemhidrdliseprévia); Il (Sacarosecom hidréliseprévia)

e etanol com resultados satisfatérios, (OLIVEIRA
et a., 2000; GUILMAN et al., 1999/2000).

A tabelal mostraosvaoresdeagUcar redutor (AR)
40,6 e 147,77 g/ presentes no meio de cultivo com e
sem o tratamento com a invertase, respectivamente.
A presencade AR no meio de cultivo antes do trata-
mento com invertase pode ser explicada a partir da
utilizacdo de aglicar cristal comercid usado como fonte
de sacarose e da presenca desses aglicares na compo-
Sicao do extrato de levedura utilizado. O valor de AR
ap0s o tratamento com invertase meio |1 demonstra
uma elevacdo de 263% em relacdo ao meio .

Asfiguras 1 e 2 ilustram os parametros cinéticos
obtidos desde o indcul o até 48 horas de fermentagéo.
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Figura 1. Cinética da producdo de sorbitol, aglca-
res residuais e biomassa de Zymomonas mobilis no
meio sacarose 200 g/L pré-hidrolisado (meio I1).

As figuras mostram que apés 24 horas de fer-
mentagdo os val ores analisados permaneceram esta-
vels, e assim, para céculo de producéo, consi derou-
Se este tempo de fermentac&o.

Sorbitol e ART
(o)
Biomassa (g/L)

24 32

Tempo (horas)

—+— ARTr —&— Sorbitol —#— Biomassa

Figura 2. Cinéticadaprodugéo de sorbitol, aclicares
residuai s e biomassa de Zymomonas mobilisnomeio
sacarose 200 g/L (meiol).

Neste traba ho, a produtividade foi de 1,72 g/L.h?
e1,0g/L.hitno meio |l el respectivamente. As con-
centragdes de sorbitol acangadasforam 24,04 e41,39
o/L nascondiges| ell respectivamente. Isto repre-
senta uma elevacdo de 72% quando € feito o trata
mento do meio com invertase. Lee e Huang (1995)
utilizaram invertase imobilizada e Zymomonas
mobilis, paraaproducéo de etanol e sorbitol. Ascon-
centracOes de sorbitol variaram de 5 a 24 g/L sem
invertase e 15,7 a 334 g/L com invertase imobiliza
da A utilizacdo de mutantes com dta atividade de
levanasacarase em meio de sacarose a 100 g/L, foi
estudados por Kannan et. a. (1997, 1998). Os re-
sultados para a producdo de sorbitol ndo foram
satisfatérios, uma vez que as concentragOes atingi-
dasforam 1,8; 1,3 e 7,4 g/L com os mutantes deno-
minados de LS1A; LS1 e B-806, respectivamente.

Contudo, Kirk e Dodlle (1993) usaram uma li-
nhagem mutante, sem a atividade da frutoquinase
e juntamente com invertase imobilizada, e alcan-
caram 17,3g/L de sorbitol em apenas 5 horas de
fermentacéo.
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Neste trabalho, os valores de conversdo de
substrato e sorbitol foram 0,11 € 0,23 g/g.ht nomeio
| ell respectivamente. Silveira et a. (1992) utiliza-
ram uma mistura equimolar de glicose e frutose na
concentrac@o find de 100 g/L e ovaor foi de0,11g/
g.hr* por estamesma cepa.

Os resultados apresentados neste trabal ho, utili-
zando o pré-tratamento com invertase do meio de
fermentagdo, mostraram favorévels a producéo de
sorbitol por Zymomonas mobilis.

Conclusdes

A partir dos resultados, verifica-se que a pré-
hidrolise da sacarose do meio de fermentagéo, pela
invertase de levedura aumentou a disponibilidade de
acucares redutores, com consegiente aumento da
producéo de sorbitol por Zymomonas mobilis.

A melhor condi¢do para a produgéo de sorbitol
foi no meio de sacarose pré-hidrolisado com
invertase elevando a produgdo em 72,17% compa-
rando - se a0 meio sem pré hidrolise da sacarose.

A melhor produtividade foi em 24horas de fer-
mentacdo atingindo 1,72 g/L.hit. Assm, esta técni-
capode representar uma alternativaviavel parame-
Ihorar a producéo de sorbitol, sem onerar 0 processo
em meio de sacarose por Zymomonas mobilis.
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