Influéncia do PH Inicial do Caldo de Cana-de-Acucar na Producéo

de Levana por Zymomonas Mobilis ATCC 31821

Influence of the initial ph of sugar cane juice on the production of

levan by Zymomonas mobilis ATCC 31821.
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Resumo

Foi investigada a influéncia do pH inicial da garapa em ata concentracdo de aclcar para producdo de
levanapor Zymomonas mobilis ATCC31821. Os pH iniciais dos meios foram 5/4; 59 e 6,3 e as concen-
tragOes de levana obtidas foram 1,66; 2,54 e 3,83 g/L, respectivamente, apds 48 horas de cultivo. A
concentracdo final de levana, em meio de pH inicial de 6,3 e 5,9 foi, respectivamente, 130% e 53%
superior aguela obtida em meio de pH inicia de 54. O fator de producdo em pH inicid 59 foi 87,.5%
e em pH 6,3 foi 162,5% superiores em relacdo aquele obtido em pH inicia 5,4

Palavr as-chave: Levana, pH, Zymomonas mobilis, cado de cana-de-aglicar.

Summary

The influence of initial pH of sugar cane juice in high concentration was investigated for levan production
by Zymomonas mobilis. In the initid pH of medium of 5.4; 5.9 and 6..3 the levan concentration achieved
1.66; 2.54 and 3.83 g/L, respectively, in 48 hours of fermentation. The final levan concentration in the
initial pH of 6.3 and 5.9 increased 130 and 53% when compared to concentration at initial pH 5.4 in
the medium. The levan yield at pH 5.9 was 87.5% and at pH 6.3 was 162.5% superior in relation to
that obtained at initial pH 5.4.
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Introducéo

Geramente, emprega-se abactériaZ. mobilis para
a producéo de etanol a partir da sacarose, frutose e
glicose (Falcao de Morais et al., 1993) . Porém, na
fermentacdo, em alta concentracédo inicial de

sacarose, a taxa de hidrolise deste dissacarideo €
maior do que 0 consumo dos seus monossacarideos
(PARKER et ., 1997; TANO et al., 2000). Conse-
guentemente, os monossacarideos acumulam-se no
caldo de fermentacéo e favorecem a formacéo de
subprodutos, como a levana e o sorhitol, o que re-
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duz o rendimento em etanol (KANNAN et a.,1997,
PARKER et d., 1997)

Levana, um bioexopolimero de frutose, de dta
massamolecular é formado pelaatividade daenzima
levansacarase e depende da disponibilidade de
frutose acumulada no meio, apés a hidrélise da
sacarose (KANNAN et a., 1997; PARKER et al.,
1997). Atribui-se a enzima uma dupla funcéo,
pois ela atua também na hidrdlise da sacarose .

Levana é um produto de importancia paraasin-
dustrias de alimentos como espessante e adocante
(Ananthalakshmy & Gunasekaran.1999), farmacéu-
tica (CALAZANS et a.,1997, FALCAO DE MO-
RAIS et al.,1993), cosmecéutica e de toileteria
(SUTHERLAND, 1998). No entanto, a sua efetiva
aplicacdo € dificultada pela sua baixa
bioprodutividade (ANANTHALAKSMY;
GUNASEKARAN, 1999; SUTHERLAND, 1998).

A influénda da temperatura de cultivo sobre a com-
posicéo do meio de fermentacéo e a.concentrag2o do ex-
trato de levedura nesse meio foram estudadas como Z
mobilis, com o objetivo deaumentar aproducZo deetanol
ereduzir aformecdodelevana(ANANTHALAKSHMY;
GUNASEKARAN, 1999; CRITTENDEN; DOELLE,
1994; DIEZ; YOKOYA,1996; FAVELLA TORRES,
BARATTI, 1987).

S0 raros os trabalhos existentes que visam a
melhorar o desempenho da bactéria paraa producéo
de levana

Por conseguinte, este trabaho teve a finalidade
de avdiar a influéncia do pH inicid do cddo de
cana-de-agUcar para a producdo de levana por Z
mobilis ATCC 31821

Materiais e métodos
Microrganismo: Z. mobilisATCC 31821.

Meio de manutenc&o: O meiofoi preparado com 50
g/L de sacarose e 0s outros componentes foram uti-
lizados nas mesmas concentragdes do meio de fer-
mentagdo. Apdsincubacdo por 24 horasa 30° C, as

culturas foram mantidas a 4° C e reativadas a cada
30 dias.

Meio de fermentagdo (g/L): AcuUcar redutor total
(ART) do caldo de cana-de-agUcar 150; extrato de
levedura 5; sulfato de magnésio hepta hidratado 0,5;
sulfato de aménia 1; fosfato de potassio 1. O volu-
me de trabaho foi de 100 ml. Os valores de pH
foram acertados com solucéo de KOH 50% (pH 5,9;
6,3), a concentracdo celular inicia no meio de fer-
mentacdo foi de 0,2 mg/ml e a fermentacéo foi
conduzida a 28°C e 180 rpm. Os ensai 0s experimen-
tais foram feitos com 2 repeticdes em triplicatas.

Métodos analiticos: A biomassafoi verificadapor

absortimetria em 605 nm contra agua destilada. O
correspondente peso seco foi obtido a partir de uma
curva padrdo estabel ecida pela absorbancia versus
peso seco. A levana foi separada do caldo
sobrenadante por precipitagdo pelo etanol a 75% e,
apos a hidrélise &cida a 65°C por 30 minutos, 0
polimero foi quantitifcado como como aglcar redu-

tor (AR). Asdosagensde AR e ART foram determi-

nadas pelo Méodo de Somogy (1945), em 540 nm.

O pH foi verificado por potenciometria (marca
HANNA instruments modelo HI 9321). O etanal foi

guantificado por cromatografia gasosa (marca
SHIMADZU modelo CG-17A, coluna Dbwax e
comprimento 30cm/0,25 cm natemperaturade 60°C,
injetor a150°C e detector a 250°C).

Resultados e discussao

A Tabela 1 mostra as produgdes de levana e 0s
parametros cinéticos do consumo de aglcar obtido
da fermentacdo do caldo de cana, em ART inicia
(ARTI) de 150 g/L, conduzidos em 3 diferentes pH
iniciais utilizando aZ. mobilis ATCC 31821. Os pH
iniciais dos meios de fermentactes estudados foram
54; 59 e 6,3 e os pH finais atingiram,
sequiencidmente: 3,82; 3,75 e 3,88, no final dasfer-
mentagoes (48 horas).
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pH inicid 54 59 6,3

ART inicid gL 151,08 151,53 151,69
ART cons.  g/L 68,97 55,86 60,66
ARinicid gL 1530 14,98 13,84
ARresidud g/l 60,75 49,38 50,33
Levana glL 1,66 2,54 3,83
YL/S og 0024 0,045 0,063
YPIS /g 0,38 037 0,34
YX/S gg 0034 0,028 0,032
pH final 3,82 3,75 3,88

NOMENCLATURA: ART = aglcar redutor total; AR = aglcar
redutor; Y L/S = coeficiente de rendimento em levana (g levana/
g aglcar consumido); YP/S = coeficiente de rendimento em
etanol (g etanol/g aglcar consumido); Y X/S = coeficiente de
rendimento em biomassa (g biomassa/g de aglicar consumido).

As bioproduces de levana nas fermentagtes do
caldo de canaem pH 5,4; 5,9 e 6,3 foram 1,66; 2,54
e 3,83 g/L, respectivamente (Tabela 1). Comparati-
vamente, as producdes obtidasem levanaem pH 5,9
e 6,3 representam, respectivamente, um aumento em
53 e 130% com relacdo ao pH inicia 5,4 (referén-
cia=100%).

Outros autores, empregando diferentes cepas de
Z. mobilis verificaram que a producéo de levanafoi
bastante diversificada. Ananthalakshmy e
Gunasekaran (1999) acancaram valoresde 12,6 g/
L com Z. mobilis B-4286 em 150g de sacarose/L,
em 16 horas. Por outro lado, Y oshida et al. (1990)
utilizaram amesma concentragdo de sacarose e ob-
tiveram producdes de levana de 35 g/L com Z.
mobilis IN-17-10 e 3,1 g/L com Z. mobilis IFO
13757, em 3 dias, vale ressdtar que, nesses traba-
Ihos, o substrato acrescentado ao meio de fermenta-
¢do foi asacarose e ndo o caldo de canain natura.

Os consumos de aglcar em pH 5,4; 5,9 € 6,3 fo-
ram 68,97; 55,86 e 60,66 g/L, respectivamente. Ape-
sar dadtadisponibilidade de agicar (ARTi) nomeio,
observou-se um baixo consumo de aglicar e elevada
guantidade de ARTT (residual), que é dadapeladife-
renca do ARTi — ARTc (consumido), no find das
fermentacBes. Esses consumos insatisfatorios de

acucar podem ser resultantes da osmolaridade do
meio e, também, da presenca de inibidores no caldo
de cana (JOACHIMSTHAL et al.,1998; PARK;
BARATTI, 1993; TANO &t d., 2000)

Paralelamente, as concentracBes de ARr (residu-
al) encontradas no final das fermentagcOes foram
60,75; 49,38 e 50,33 g/L, respectivamente, demons-
trando uma utilizagdo incompleta de
monossacarideos, que se acumularam no caldo de
fermentagdo (Tabelal).

Rogers et al. (1982) observaram que aproxima-
damente 10% da sacarose (ARTc) foram converti-
dos para levana por Z. mobilis ATCC 31821. Em
nossos resultados, nos cultivosem pH 5,4; 5,9 €6,3
foram convertidos para levana, sequienciamente,
2,41; 4,55 e 6,31% do aglcar consumido do caldo
de cana. Assim, nossos vaores obtidos foram infe-
rioresao mencionado por estes autores. Todavia, a
melhor conversdo do aglicar para levana foi obtido
quando o pH inicid foi 6,3.

Os resultados deste trabalho mostraram-se mais
compativeis com o parametro citado por Viikari
(1984) onde 2% da sacarose (ARTi) foi convertido
paralevana. Verificamos que, no meio de cultivo em
pH 5,4; 5,9 €6,3, o vaor de aglcar inicia convertido
em levanafoi respectivamente: 1,09; 1,68 e 2,52%.
Portanto o aumento da conversdo do agUcar para
levana acompanhou a elevacdo dos pH iniciais.

Os rendimentos em levana (YL/S) aqui obtidos
em pH 54; 59 e 6,3 foram: 0,024; 0,045 e 0,063,
respectivamente. Proporcionamente, estes rendi-
mentos foram 87,5 e 162,5% superiores aos obtidos
em pH 54.

Osrendimentos em etanol (YP/S) empH 5,4; 5,9
e 6,3 foram, respectivamente, 0,38; 0,37 e 0,34. Os
valores de rendimento em pH 5,4 e 5,9 ndo apresen-
tam alterac&o significativa. No entanto, empH 6.3 0
rendimento obtido de levana acarretou uma dimi-
nuicdo do rendimento em etanol (Tabela 1). Esses
resultados estdo de acordo com Diez e Y okoya (1996)
e Viikari (1984)
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Por outro lado, o rendimento em biomassa (Y X/
S) foi maior em pH 5,4 doqueempH 59€e6,3 (Ta
bela 1). Os rendimentos em pH 5,4; 5,9 e 6,3 foram:
0,034; 0,028 e 0,032 respectivamente, que sd0 com-
pativels com os resultados obtidos por Diez e Y okoya
(1996).

Vale destacar que, segundo os estudos de Lyness
e Doelle (1983), que purificaram a enzima
levansacar ase de uma culturade Z. mobilisNCIB
11199, a atividade enzimética para hidrélise da
sacarose foi melhor em pH 6,5. Crittenden e Dodlle
(1994) estudaram a atividade |evansacarase da Z.
mobilis UQM 2716 e concluiram que paraaforma-
G0 de levana o pH 5,5 foi melhor. Posteriormente,
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999) obtiveram
uma maior producéo de levana em pH inicial 5,0 do
gue em pH 6,0 e 7,0. Em somatdria, esses autores
observaram em Z. mobilis aexisténciade umaativi-
dade descritacomo |levanase.

Diez e Yokoya (1996), por sua vez, demonstra-
ram ainfluénciado pH inicia do meio de fermenta-
¢do, em cultura continua, com Z. mobilis ATCC
31821. Nafermentagdo com pH inicial em 5,7, man-
tido sob controle, a producéo de levana foi de 2,86
g/L, porém quando este pH inicia ndo esteve sob
controle a producéo foi de 3,77 g/L.

Muitas sGo as variaveisinterferentes paraapro-
ducéo de levana. Com base nos resultados deste tra-
balho, podemos concluir que na, fermentacéo do
caldo de canaem alta concentracdo de agUcar inicia
com Z. mobilis ATCC 31821, a producéo de levana
foi superior quando o pH inicid foi 6,3 em reacdo
aos pH inicias54 e 5,9.

Osresultadosindicam que Z. mobilisparecedis-
por de mecanismos bioquimicos reguladores da pro-
ducdo de levana, como substéncia de reserva tem-
poraria, quando ha alta disponibilidade de frutose
no caldo de fermentagdo. Para isso, €e pode utili-
zar-se da atividade levanase, como afirmaram
Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999).
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