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Introducéo

Os L-amino&cidos apresentam um largo espectro de uso comercial como aditivos,
suplementos alimentares, agentes terapéuticos e precursores para a sintese de peptideos e
agro-quimicos (SHAM et al., 1995). O &cido glutamico, também conhecido como glutamato
monossodico (GMS) de acordo com Hermann, (2003) &, do ponto de vista comercial, o
aminoacido mais importante, sendo obtido exclusivamente por fermentacdo e amplamente
consumido como aditivo alimentar ou realcador em alimentos (NAMPOOTHIRI and
PANDEY, 1998). Cerca de 1,5 milhGes de toneladas de acido L-glutdmico sdo produzidos
por ano usando espécies de Corynebacterium. O mercado de acido L-glutdmico cresce
cerca de 6% ao ano e os principais produtores sdo: Jap&o, Korea e india (HERMANN,
2003). O &4cido L-glutamico é fabricado industrialmente por processos fermentativos
conduzidos nos modos batelada, batelada alimentada, batelada alimentada repetida ou
continua, utilizando diversos glicideos ou matérias-primas ricas em glicose, frutose e
sacarose (SATO, 2001). Diversos produtos e subprodutos da industria de alimentos e da
agroindustria, por serem baratos e abundantes, tém sido empregados como substrato para a
producdo de substancias comercialmente importantes como &cidos organicos, acetona,
etanol e outros (MORAES et al., 1991). Residuos e matérias-primas agroindustriais que
contém alto teor de carboidratos podem ser utilizados na obtencao de GMS, sendo que o
melaco de cana-de-acUcar desperta maior interesse econdémico. Cerca de 18 milhdes de
toneladas de melaco de cana-de-aclcar sdo produzidos por ano no Brasil pelo setor
sucroalcooleiro. Por seu baixo custo, alta disponibilidade e alto teor de agucares
fermentaveis, esta matéria-prima vem sendo empregada como substrato para diferentes
tipos de fermentacao. Para se obter um rendimento, tanto da producao de biomassa quanto
da producéo de 4cidos organicos, varios pesquisadores tém suplementado o meio de cultivo
com fontes de nitrogénio (DEMERCI et al., 1998; PAYOT et al.,, 1999; AMRANE and
PRIGENT, 1998; SELMER-OLSEN and SORHAUG, 1998). Os aminoacidos sao as
unidades fundamentais das proteinas. Eles séo estruturalmente formados por um grupo
carboxil e um grupo amino ligados a um atomo de carbono (carbono «). Eles diferem uns
dos outros em suas cadeias laterais (grupos R), as quais variam em estrutura, tamanho e
carga elétrica, influenciando a solubilidade do aminoacido em agua. O carbono «a liga-se,
além dos grupos amino, carboxil e grupos R, a um atomo de hidrogénio, sendo assim
considerado um centro quiral. Todas as moléculas com centros quirais sdo também
opticamente ativas e podem formar esterioisdbmeros. Compostos biolégicos com um centro
quiral ocorrem naturalmente em apenas uma forma esterioisomeérica, D ou L. Os residuos
aminoacidos em moléculas de proteinas sdo exclusivamente L isdbmeros (NELSON and
COX, 2000). A bioquimica, a fisiologia e biologia molecular da biossintese de aminoacidos
em Corynebacterium glutamicum tém sido intensivamente estudadas. O conhecimento das
vias biossintéticas e dos fatores que a regulam mostram que as vias metabolicas que levam
a formagdo dos aminodcidos sdo muito mais simples neste microorganismo quando
comparadas a outros como E. coli, fazendo com que esta bactéria possa ser manipulada
para a producdo de véarios aminoacidos (SAHM et al., 1995). O preparo do in6culo € o
primeiro passo crucial do bioprocesso, uma vez que influencia significativamente o
rendimento e a produtividade do processo, devendo-se considerar sua estabilidade e
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guantidade (HERMANN, 2003). A elaboracdo de meios de cultivo de baixo custo é um
importante fator em processos fermentativos industriais. Como ja mencionado, o melaco de
cana-de-acUcar € um sub-produto da industria do agucar, apresenta uma alta concentracéo
de sacarose, além de substancias importantes para processos fermentativos. No Brasil, a
cana-de-aclcar possui uma vantagem competitiva bastante grande em face de seu custo de
producao ser inferior a de outros paises, além do aproveitamento do bagaco e palha para
geracdo de energia (RHEE et al., 1984). Embasado no que foi apresentado este trabalho
teve como objetivo produzir acido L-glutdmico por via fermentativa a partir de melaco de
cana-de-acucar previamente hidrolisado e suplementado.

Objetivo

Obtencdo de acido L-glutdmico por via fermentativa empregando o melagco de cana-de-
acucar previamente hidrolisado e suplementado como meio de cultivo € microrganismo
Corynebacterium glutamicum.

Metodologia

Hidrolise da sacarose

O melaco de cana-de-aglcar (Usina de Acucar e Alcool Sabaralcool S/A) foi diluido em
tampéo acetato (5mM) pH 4,5 para obtencédo de uma solu¢do a 10% (m/v). Em seguida foi
adicionada a enzima invertase (EC3. 2.1.26 - 54U/mg Sigma) e o sistema foi mantido por 2h
a 55°C sob agitacdo a 150rpm. Para determinacdo de acUcares redutores resultantes do
processo de hidrélise, empregou-se 0 método proposto por Somogy (1952) e Nelson (1944),
com leituras espectrofotométricas a 510nm.

Preparo do In6culo e Fermentacéo

Para preparo do inéculo utilizou-se o0 microrganismo Corynebacterium glutamicum ATCC
13032 (Fundacgdo André Tosello — Campinas/SP). O microrganismo foi inicialmente ativado
em caldo nutriente e mantido a 30°C durante 24 horas, em estufa bacteriol6gica. Entdo o
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 ativado foi adicionado na concentragéo 10% (v/v)
em meio de pré-fermentagéo, contendo solucdo de glicose a 3%, suplementada com uréia,
extrato de levedura, petpona e sais de magnésio, o sistema foi mantido por 40h a 30°C, sob
agitacao a 120rpm e pH 7,5. Apos este periodo o processo de fermentacdo descontinuo foi
desenvolvido, utilizando-se, como meio de cultivo uma solugdo de melaco de cana-de-
acucar (10%), previamente tratado com invertase, e suplementado com extrato de levedura,
peptona, uréia, sais de magnésio, potassio cobre e ferro, que foi inoculada assepticamente
com 10% (v/v) do caldo da pré-fermentacdo. O processo de fermentagdo foi mantido por 70
horas, com pH inicial a 7,5, a 30°C e sob agitacdo a 120rpm. O acompanhamento do
processo fermentativo foi feito através da coleta de amostras do caldo de fermentacéo
periodicamente para a realizacdo das seguintes analises: (i) determinacdo de acucares
redutores segundo Somogy (1952) e Nelson (1944), com leituras espectrofotométricas a
510nm; e (ii) determinacdo de aminoacidos totais com leituras espectrofotométricas a
570nm, de acordo com metodologia de Yemm e Cocking (1955).

Resultados e Discusséao

Hidrolise enzimética da solucdo de melago

A hidrdlise enzimatica da solucdo de melaco de cana-de-acglcar a 10% (m/v) promoveu um
aumento de 70,4% na concentracdo de acUcares redutores (AR), ja que a concentracdo de
AR inicial era de 22,76 g/L e passou para 77,91g/L ap0s o tratamento por 2 horas com
invertase.

Processo de Fermentacéo

Os resultados do processo de fermentacdo para producdo de &cido L-glutamico podem ser
observados na Figura 1 e na Tabela 1. Analisando a Figura 1 verifica-se um acréscimo na
concentracdo de aminoacidos totais indicando a producdo de aminoacidos durante o
processo de fermentagcdo, sendo que a producdo se estabiliza em torno de 60 horas.
Através da Tabela 1 pode-se observar um decréscimo, em torno de 96,6%, de acgUcares
redutores indicando o consumo destes pelo microrganismo. Pode-se verificar, ainda, uma
producao de 26,2% de aminoacidos totais no periodo de 70 horas de fermentacado, além de
se observar diminuicdo no valor do pH ao final (sendo corrigido e mantido durante o
processo fermentativo em 7,2) concordando com a producdo de &cido no meio. A



11l JORNADA NACIONAL DA AGROINDUSTRIA
Bananeiras, 5 a 8 de agosto de 2008
ISSN 1980-1122

confirmacdo da presenca deste aminoacido no caldo de fermentacdo sera realizado por
testes enzimaticos, cromatograficos e leituras em densidade Optica a 610nm da biomassa
por curva padrdo pré-determinada. Através destes resultados chegou-se a um rendimento
de producdo de aminoacidos totais de aproximadamente 2,9g/g (concentracdo de
aminodcido totais por concentracdo de aclUcares consumido) e uma produtividade de
aminodcido totais de 3,09¢/L.h.

Consideracdes Finais

Conforme os resultados apresentados concluiu-se que o melagco de cana-de-acgUcar,

previamente hidrolisado pela enzima invertase, apresentou-se como uma fonte viavel para

producdo de aminoacido por fermentacdo utilizando o microorganismo Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032. Podendo-se sugerir que se faz necessario a realizacdo de
analises especificas a fim de se verificar a produzir do acido I-glutdmico.
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FIGURA 1 - Resultado da producédo de aminoacidos totais durante a fermentagéo

TABELA 1 - Resultados dos parametros analisados no inicio e final da fermentacao.

Parametros Inicio da fermentacdo | Final da fermentacao
Acucares redutores (g/L) 77,03 2,64
Aminoacidos totais (g/L) 824,85 1040,95

pH 7,5 54
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