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RESUMO

Foi conduzido um estudo sobre métodos e condigbes de fermentagio de melago de
cana-de-acicar por Zymomonas mobilis CP4 e sen efeito sobre os parimetros cinéticos de
fermentagio. Avaliou-se o efeito da temperatura, controle de pH ¢ efeito de fons Ca*™*, K™, Cl e
Mg*”F em meio de fermentacio com sacarese. Em melago de cana-de-agicar foi estudado o efeito
da clarificagio & suplementagio com nutrientes. Determinaram-se os parametros cinéticos de
fermentagio do melago em processo descontinuo, descontinuo alimentado e continuo em escala
de laboratdrio; e descontinuo ¢ descontinuo alimentado em fermentador piloto. Foram também
realizados ensaios de fermentacio em processo descontinuo, em escala de laboraténio, utilizando
caldo de cana-de-agtcar e HI'M como substratos da fermentagio.

Determinou-se que a temperatura de 34 °C ¢ a mais apropriada para 0 erescimnento
e produgio de dlcool por Zymomonas mobilis CP4 em meio com sacarose ¢ melago; a produgio
de levana diminui com o aumento da temperatura e com o controle de pH durante a fermentaggo.
Os tratamentos de clarificagio do melaco, removeram Ca'™ e K7, mas sio aumentaram os
rendimentos fermentativos. Ca®*, Kt e CI sfio inibidores do crescimento ¢ fermentacic de
Zymomonas mobilis CP4, mas © Mg' s#io apresentou efeito inibitério em nenhuma das
condigBes estudadas. A suplementacdo do melago ¢ necessaria para aumentar oS rendimentos
fermentativos. Em processo descontimio -os melbores resultados foram em concentraglio de
melago de 108 g/, A produtividade em processo continuo fol superior a dos processos -
descontinuo ¢ descontinuo alimentado. Em fermentador piloto os rendimentos fermentativos em
processo descontinuo foram superiores aos do fermentador. de laboratério, mas a produtividade
foi menor. Em descontinuo alimentado os rendimentos foram superiores aos do ensaio em
formentador de laboratorio. O melago de cana-de-agicar & o caldo de cana de agicar sdo
matérias-primas apropriadas para a fermentag@o, mas devem ser supiementadas para obter
rendimentos fermentativos altos.

G



SUMMARY

This study was carried out to characterize the methods and parameters affecting
the fermentation of Zymomonas mobilis CP4 on sugar cane molasses as sustrate. Temperature,
pH, Ca*™, K, Mg™™ and CI- were the experimental variables using on a saccharose culture
medium. Besides, the effects of clarification and nutrients suplementation of sugar cane molasses
was studied. Kinetics parameters on sugar cane molasses. were analyzed under different
experimental conditions: a prototype lab fermenter was used in batch, fed-batch and continuous
fermentations, and a pilot prototype scale was used for batch and fed-batch fermentations. At the
same time, fermentation assays in a discontinuous process under laboratory scale procedures were
carried out using sugar cane medium and HTM as the sustrate of the fermentation.

Growth rate and ethanol production by Zymomonas mobilis CP4 in saccharose and
molasses culture medium were optimum at 34 °C. Levan oufput decreased with increasing
temperature and pH control during the fermentation. Clarification treatments in molasses
decreased the amount of Ca™™ and K but not better results in fermentation rate were observed,
despite the fact that both ions and chiorides jons exert and inhibitory effect in growing and
fermentation activities of Zymomonas mobilis CP4. No negative effect was observed concermng
Mgt . Besides, molasses suplementation with nutrients was necessary to increase vields, In batch
process better kinetics results were obtained with molasses concentrations of 108 g/l. The
productivity was higher in continnous process compared with batch and fed-batch processes. The
fermentation output obtained with batch-process were higher under pilot ‘plant operation n
contrait with laboratory scale models. Sugar cane molasses and sugar cane culture mediuim were
better nutritional products for fermentation purposes but must be supplemented to get better

results.
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1-INTRODUGAO.

A partir de 1973 a crise do petroleo gerou grande interesse na busca de recursos
energéticos renovaveis como em encontrar fontes de recursos orginicos capazes de substifuir os
atuais produtos petroquimicos. Assim, por um lado realizaram-se esforcos para melhorar a
rentabilidade dos processos de obtenclio de bioglcool, e por outro lado tratou-se de substituir os
processos 4o Hpo quimico por ouiros do tipo biologico. Devido a queda no prego do petrdleo, no
inicio da década de 80, estes estudos perderam impulso duranie um certo tempo; contudo, a
consciéncia de que os combustiveis fosseis vao se esgotar e que ¢ necessrio utilizar tecnologias
menos contaminantes, tem feito renascer o nteresse nestes Pprocessos bioidgicos.

A fermentacio alcodlica envolve fundamentalmente 2 utilizagdo de carboidratos
como matéria-prima. O substrato pode conter aglcares diretamente fermentescivels ou
carboidratos mais complexos como amido ou celulose. O melago, subprodute do processo de
extragio e refinagdo de aghoar de cana ou de beterraba, contem aproximadamente 30% de agticar,
sendo que a maior parte corresponde a Sacarose.

O melaco apresenta a vantagem de ser uma matéria-prima relativamente barata e
disponivel em grande quantidade no Brasil. Contudo, alguns de seus componentes podem
provacar inibigio do crescimento ¢ da fermentagiio por leveduras e bactérias, Tem sido postulado
que herbicidas e alguns componentes menores como fenol e indofenol, produtos da degradagio
térmica, mitratos e clorofenolato, os quais se acumulam devido ao uso elevado de fertilizantes
artificiais, podem ser responsaveis por esta inibicio (RHEE ef alii, 1984}, Especificamente, na
fermentacio de melago realizada por Zymomonas mobilis, tem sido sogenido gue os bamxos
rendimentos sdo devidos ao efeito inibidor de certos componentes do melago como seus mvels
relativamente elevados de jons potassio, magnésio e cloro {Skotnicki ef affi, 1981b, VAN
VUUREN & MEYER, 1982).

Apesar das vantagens apresentadas por Zymomonas mohilis perante as leveduras,
como: fermentacBes mais rapidas com maior rendimento em etanol, condigbes de crescimento
mais simples, maior taxa especifica de produgiio de dlcool e consumo de substrato, maior
tolerancia 2 elevadas temperaturas, concentragio de agucar e etanol, o rendimento fermentative -
diminui quando se utiliza sacarose COmMO carboidrato para & fermentagio. Isto € devido segundo
alguns autores, a formagio de subprodutos como levana (PARK et alii, 1983} ¢ sorbitol
{(VIIKARI 1984ab; BARROW et alii, 1084).

As condighes de fermentagdo € 08 processos fermentativos so muito importantes
para determinar 0s parimetros cinéticos de fermentacao de um determinado microrganismo €m



determinadas condicBes de fermentago e nem sempre tem sido considerados. Portanto o objetivo
deste trabatho é estudar as condigbes de fermentaciio de melago de cana-de-agicar por
Zyvmomonas mobilis CP4, considerando efeito de temperatura, concentragdo de agucar no
melaco, controle de pH, formago de subprodutos; condigbes de preparagio do melago, efeito de
compostos ibidores; processos de fermentagiio descontinuo, descontinuo alimentado e continuo,
ensaios em fermentador piloto, e comparagdo dos parmefros cinéticos de fermentagio, em

processo descontinuo, com agueles obtidos em caldo de cana-de-agucar e HTM.



2.- REVISAO BIBLIOGRAFICA.
2 4- Produgéo de etanol por fermentagao.

No Brasil a via fermentativa ¢ a mais importante, e a recente crise mundial do
petroleo tem contribuido para ratificar a importéncia da via fermentativa na produgao de etanol. O
Brasil ocupa posigio de destague na fronteira de conhecimentos ligados & produgio € uso do
slcool em substituigio aos derivados do petréieo.

Com cerca de 4 milhdes de hectares de terra cultivada com cana-de-aghcar, hoje o
Brasil detém as maiores produgdes rundiais de cana-de-aglicar, agacar ¢ alcool (BRUNELLL
1986, FAQ, 1990). Agrega-se a evidéncia de sua lideranga no campo da produgao de dlcool toda
uma infraestrutura de bens de capital sob o comando de empresas, sem nenhuma dependéncia
estrangeira no campo tecnologico {SANTOS, 1985},

Em 1990, a produgiio de cana-de-agicar no mundo foi de 1.035,1 milhdes de
toneladas métricas, sendo 263,6 milhdes de toneladas métricas produzidas no Brasil {FAQ 1950}
A produgiio de alcool crescen surpreendentemente quando passou da modesta produgio de pouco
mais de 600 milhbes de litros em 1974/ 1975 para 12 bilhdes de litros em 1991/1992. A
intensificacio do programa e a busca de tecnologias cada vez mais rentaveis, acabou por tornar as
usinas e destilarias auto-suficientes na produgdo de energia que necessitam, através da queima do
bagago de cana. Considerando que as unidades industriais geram mais energia do que consomem
o setor sucrpalcooleiis o caaiiybes e 5€ 1OTRAT UM2: importante fonte produtora de energia
elétrica (BERTELLY, 1997},

Do ponto de vista ambiental, a adicio de 22% de Alcool anidro 4 gasolina ou 2
substituicio desta pelo dlcool hidratado nos motores de ciclo OTTO ja comprovaram sua
contribuicio 4 methoria da qualidade do ar nos grandes centros urbanos. O uso de alcool como
combustivel Teduz as emissdes de hidrocarbonetos, de monoxido de carbono e de &xido de
nitrogénio. E além de néo produzir emissdes de enxofre, dispensa a adigio do chumbo tetraetila &
gasolina, elemento que provoca a degradagfio da qualidade do ar (BERTELLL 1992).

No Brasil, toda a produgdo industrial de Alcool é realizada utilizando leveduras’
como microrganismo da fermentagdo € pouco S conbece de outros micTOrganismos que
produzam alcool a nivel industrial, Segundo INGRAM et alii (1984), no Jap3o existem varias
plantas-piloto operando em sistema continuo € wtilizando Zymomonas mobilis para a produgio de
etanol. No Canada, em Biohol, existe em funcionamento uma planta piloto para a produgho de
etanol utilizando serragem previamente hidrolisada por via acida e fermentaglio por Zymomonas.



Na Austrélia ¢ Nova Zelandia existem também plantas-piloto funcionando com Zymomonas.
Segundo esses autores, este microrganismo pode ser especialmente vitil em paises como o Brasil e
2 India, levando em consideragiio a caracteristica termotolerante de Zymomonas mobilis.
Recentemente tem sido realizados alguns trabathos utilizando Zymomonas mobilis em escala
industrial, utilizando diversas maiérias-primas. MILLICHIP & DOELLE (1989), utilizaram
Zymomonas mobilis para produzir dlcool em larga escala (586.000 litros) utilizando sorgo moido
a seco, encontrando produgdo de etanol de 13% (v/v). DOELLE er alii (1989), testaram
Zymomonas mobilis em escala industrial (64.000 litros) para fermentagiio de milho, SOTEO &
outras matérias-primas amilaceas,

2.2- Microrganismos da fermentagéo alcodlica.

Para a producio industrial de alcool, varias caracteristicas dos organismos
fermentadores s3o importantes, afim de minimizar os custos envolvidos. Os microrganismos
devem ser capazes de crescer em altas concentragbes de aglicar e ter alta tolerdncia ao slcool,
entre outras caracteristicas (SKOTNICKI ef afii, 1981a).

Em comparagio com a riqueza de informagBo disponivel sobre leveduras utilizadas
na produgdio de cerveja, vinho e aAlcool industrial, relativamente pouco se conhece de cutros
microrganismos produtores de etanol (ROGERS ef afii, 1980). Desde alguns anos e, em virtude
da situagio em que se encontra o Brasil no setor energético, diversas instituigdes vém
selecionando microrganismos mais eficientes no processo de produgfo de alcool (CRUZ &
BORZANI, 1980} Nos ultimos tempos, em varios paises, tem sido realizados estudos de
fermentaciio que incluem o uso de bactérias em vez de leveduras para reduzir os tempos de
fermentacio, destacando-se as bactérias do género Zymomonas (LEE et aifi, 1979, 1980,1981ab;
ROGERS ¢t alii 1979, 1980, 1982, 1984; DOELLE & GREENFIELD, 1985ab; DOELLE ef
afii, 1989, DOELLE & DOELLE, 1990a)b; FAVELA TORRES & BARATTI, 1987; TORAN-
DIAZ e alii, 1984}

2.2.1- Zymomonas mobilis.

Na fermentag3io alcodlica, as leveduras sio os microrganismos comurnmente
utilizados para fermentagDes industriais. Contudo, Zymomonas mobilis apresenta vérias vantagens
perante as leveduras. Zymomonas mobilis sio mais termotolerantes, mais psmotolerantes, mais
tolerantes ao alcool ¢ s8o capazes de converter mais rapidamente o substrato em etanol
{(ROGERS er alii, 1982, LAWFORD er alii, 1982). Além disso, Zymomonas mobilis tem
resisténcia natural a varios antibiGticos e niio requer oxigénio para a sintese de lipidios (INGRAM
et alii, 1984).



Esta bactéria tem sido extensamente estudada nos oltimos 15 anos, como agente
promissor para a producio de etanol, por fermentar rapidamente e com elevada eficiéncia (LEE er
alii, 1979, ROGERS ¢f alii, 1982, 1984, SKOTNICK]I ez alii, 1981a, 1983; BARATTI & BU
LOCK, 1986; FAVELA TORRES & BARATTI, 1987). Esta bactéria apresenta tolerincia a
elevadas concentragbes de glicose, de sacarose e de etanol (SKOTNICKI e ali, 1981a;
SWINGS & DELEY, 1977); pode tolerar pH entre 25 ¢ 7.5 ¢ apresenta bom rendimento em
etanct (SWINGS & DELEY, 1977

De acordo com ROGERS ef alii (1982), a Zymomonas, quando comparada com a
levedura, apresenta maior velocidade especifica de converso de aglicar e producio de etanol,
maior produtividade volumétrica de etanol em sistema continuo com recirculagio de células
{superior a 120 g/Lh), maior producio de etanol e menor formagio de biomassa. Esta menor
formagio de biomassa parece ser conseqiéncia da menor energia metabdlica disponivel para o
erescimento. 1 mol de ATP por mol de glicose fermentado.

Espécies de Zymomonas podem produzir de 1,8 a 1,9 moles de etanol por mol de
glicose em condicbes de anaerobiose (ROGERS et afii, 1980; SWINGS & DELEY, 1977).
Zymomonas, ciescem anaerobicamente e, comparadas com as leveduras, nio requerem controle
adicional de oxigénio para manter sua viabilidade em altas conceniragdes de células (ROGERS er
@i, 1980). A capacidade de crescer rapidamente na auséncia de oxigénio sugere o uso de
- Zymomonas mobilis em processo continuo de fermentaglio para a produciio comercial de etana)
{BRINGER er alii, 1984a).

A tolerancia a elevadas concentracbes de alcool em algumas cepas de Zymomonas
¢ comparavel ou superior & encontrada em 5. cerevisizge. ROGERS er aifii (1980), obtiveram
produgdes de etanol maior a 10% (p/v) utilizando glicose 250g/l. Entretanto, ROGERS ef alii
{1982}, reportaram que concentracfes de etanol de 70 a 80 g/l foram obtidas em cultivo continus
¢ acima de 130 g/, em cultivo descontinuo. SREEKUMAR & BASAPPA (1991), obtiveram por
mutagdo com nitrosoguaniding uma cepa mutante de Zymomonas mobilis CP4 (ZMI2) que
possue & moriologia normal da célufa, mas apresenta uma melhor tolerfincia ao etanol, ainda em
temperaturas de 42 °C, que 2 cepa original. Em meio de glicose 200 g/l, pH 5.5 e 42 °C a cepa
mutante produziu 73,7 g/l de dlcool e um maior contetido da enzima 4lcool desidrogenase.

Zymomonas pode crescer em concentragSes relativamente elevadas de acticar
{ROGERS ef ali1,1980, DOELLE & GREENFIELD, 1983ab.; PARK & BARATTI, 1992} A
cinética de produglo de etanol por Zymomonas, em altas concentragbes de agiicar foi estudada
por ROGERS er alii (1979). Resultados revelaram que 100 a 250 /1 de acticar podem ser rapida
e eficientemente convertidos em etanol em processo descontinuo. Comparando Zymomonas



mobilis ATCC 10988 e §. carisbergensis (wvarum) ATCC 26602, esses autores encontraram que
ambos microrganismos fermentam completamente 250 g/ de glicose, produzindo etanol, em 30 a
40 horas, com concentragio final de etanol superior a 100g/l. A concentragiio de biomassa de
Zymomonas mobilis foi consideravelmente menor que a massa obtida por S. wvarum, indicando
maior velocidade especifica de consumo de agucar e de produciio de etano! para Zymomonas.

A producio de etanol por Zymomonas mobilis em processo continuo em altas
concentragdes de glicose foi estudada por LEE ef alii (1979). Quando presente em concentracdes
de 150 a 200 g/l, a glicose nio fol completamente metabolizada, mesmo em taxas de diluiciio
baixas, observando-se comportamento oscilatorio. Esses autores sugeriram que a mibicio do
crescimento pelo etanol foi responsavel por esse comportamento.

Zymomonas mobilis ATCC 29191 ¢ §. cerevisice ATCC 4126 foram comparadas
por LAVERS ef alif (1980} em sistemas de fermentagio descontinuo, descontinuo alimentado e
continuo. Obtiveram semelbantes taxas de crescimento para ambos os microrganismos. Segundo
esses autores, Zymomonas mobilis fermenta glicose ¢ frutose com produgdes superiores as
obtidas por leveduras, mas ¢ incapaz de metabolizar galactose, pentoses e dissacaridios como
maltose ¢ lactose. Em processo descontinuo alimentado, os autores observaram que 12% {p/v) de
etanol pode ser produzido a partir de 250 g/l de glicose com Zymomonas e que em Processo
continuo sem reciclagem de células a concentragio Otima de aglcar € de 100 g tanto para
leveduras quanto para Zymomonas. A maxima produtividade em etanol, de 10 a 12 g/lh, foi
obtida com Zymomonas mobilis, sendo aproximadamente 30% superior & encontrada para S,

cerevisiae,

Esta bactéria, que utiliza a via metaboélica de Entner Doudoroff, fermenta glicose,
frutose e sacarose. Por esta via metabolica, a bactéria obtém 1 mol de ATP por mot de glicose,
consegiientemente deve minimizar os requerimentos energéticos de crescimento e manutengio, de
modo & conduzir o maximo de glicose possivel para 2 produgdo de etanol {CROMIE &
DOELLE, 1980). Quando glicose ¢ frutose sdo utilizados como fonte de carbono, ¢ obtido um
rendimenio superior a 95 % em relaglo ao rendimento tedrico (LEE ef alii, 1981a), ja que a
fermentaglo produz quase exclusivamente etanol e CO» (SWINGS & DELEY, 1977}, Quando
sacarose, um substrato industrialmente disponivel e de baixo custo, ¢ utilizado, o rendimento de
etanol representa 75-80 % do valor tedrico, devido & formacfio de subprodutos como levana e
sorbitol (SKOTNICKI er alii, 1981a;, PARK ef alii, 1983; BARROW e alii, 1984; VIKAR]
1984a,b).

SKOTNICKI ef alii (1981a) estudaram as velocidades de crescimento ¢ produgio
de etanol de 11 diferentes cepas de Zymomonas. Os resultados revelaram que algumas cepas sio



mas tolerantes a altas concentragbes de agicar e de etanol que outras. Das duas cepas
selecionadas a CP4 foi superior & ATCC 10988 em todas as condiches de crescimento em meio
contendo glicose, enguanto no melo preparado com sacarose o crescimento e a produgdo de
etanol das duas cepas foram similares, embora 2 CP4 produziu menos levana que a cepa ATCC
10088, Segundo WARR ef alii (1984), Zymomonas mobilis CP4 € menos produtiva em meio com
sacarpse e mutagdes nfo t8m melhorado significativamente a producio de etanol g partir deste
carboidrato.

LYNESS & DOELLE (1981), determinaram 2 glicose livre no meio, afim de
estabelecer a correlagio entre hidrolise de sacarose, formagio de glicose e utilizagio de glicose
em duas cepas de Zymomonas. As duas cepas estudadas, Z7 e Z10, apresentaram respostas
diferentes. A cepa Z7 apresentou alta atividade de invertase acompanhada da ndo utilizagio de
glicose, e significativo acimulo de glicose no fermentador. Os autores concluiram que o
incremento no actmulo de glicose em consegiiéncia do aumento da concentragiio de sacarose,
pode indicar limitado sistema metabohco ou progressiva imibigio pelos dois carboidratos
monoméricos sobre o sistema enzimatico catabdlico

2.3- Matérias-primas da fermentag¢do alcodlica.

Qualquer produto que contenha aglicar ou outro carboidrato constitui matéria-
prima para a obtengio de etanol. Entretanto, para que seja vidvel economicamente, ¢ preciso levar -
em consideragiio o seu volume de produgiio, o rendimento industrial e o custo de fabricagioc
(LIMA et alii, 1975}

As maténas-primas ricas em carboidratos podem conter agiicares diretamente
fermentesciveis ou carboidratos mais complexos como amido e celulose, os quais devem ser
hidrolisados previamente, sendo a transformagio da celulose muito mais complexa e dispendiosa
do gque a do amido {MENEZES, 1980).

Grande vanedade de matérias-primas tem sido estudadas como fontes de
carboidratos para a produglio de etanol, dentre elas o sorgo sacarino (MANCILHA e alii, 1984;
DOELLE ef alii, 1989, MILLICHIP & DOELLE, 1989), melacos (MURPHY, 1984 1988; VAN
VUUREN & MEYER, 1982; BORZANI, 1987, LETOURNEAU & VILLA, 1987, DOELLE &
DOELLE, 1990a), alcachofra de Jerusalém (MARGARITIS & BAJPAL 1982; DUVNIAK ¢f
alii, 1982), caldo de cana-de-agicar (CRUZ & BORZANI, 1980; DOELLE & GREENFIELD
19855, SERVULO & FRANCA, 1986), beterraba forrageira (KOSARIK e afi, 1983
GIBBONS & WESTBY, 1984, '1986), beterraba acucareira (KIRBY & MARDOM, 1980: DIEZ
& MANCILHA, 1990; AMIM, 1992) e extratos de diversas frutas (KOLIOS ef alii, 1989).
Segundo KOSARIC er afii {(1980), a Franga e a Bélgica utilizam como maténa-prima a beterraba



acucareira;, a Alemanha, a batata, e outros paises europeus o licor de sulfito e a serragem de
madeira, ressaltando-se que ¢ mitho e melagos de cana e beterraba sfo as matérias-primas mais
utilizadas nos Estados Unidos.

2.3.1- Utilizagado de glicose.

A cmética de produclo de etanol por Zymomonas mobilis, em elevadas
concentractes de glicose tem sido estudada em processo descontinuo de fermentacdo (ROGERS
et alii, 1979), em processo continuo (LEE ef alii, 1979; ROGERS ef alii, 1980, 1982); processo
continuo com recirculagio de células (ROGERS ef alii, 1980), utilizando vacuo (LEE e alij,
1981b), com células imobilizadas (GROTE er alii, 1980; BORREGO ef alii, 1987, 1988;
CASTELLAR ef alii, 1989) entre outros.

O efeito da concentragio inicial de glicose nos parBmetros cindticos da
fermentagdo foi investigado por ROGERS ef alii (1979), LEE et alif (1979) ¢ CROMIE &
DOELLE (1981). Os resultados encontrados por estes autores mostraram gque asumento na
concentracio de glicose de 100 para 200 g/l resultou em uma diminuiglo significativa da
velocidade especifica de crescimento, no rendimento celular ¢ no rendimento de etanol. Elevadas
concentracbes de ghcose (200-250 g/1) conduzem a fermentagBes muito. prolongadas ¢
incompletas em processo descontinuo (ROGERS ef alii, 1979) ¢ em processo continuo (LEE et
alii, 1979). O efeito dessas elevadas concentragbes de glicose na utilizachio da mesma deve-se 4
limitacdo da atividade catabolica nessas condigdes (CROMIE & DOELLE, 1980}

Apesar dos imimeros trabathos realizados utilizando glicose como matéria-prima
para a fermentagiio com Zymomonas, € evidente que a glicose como matéria~prima representa um
custo uito elevado para fermentaches industriais, tornando-se, assim, importante investigar a
produgiic de etanol por Zymomonas a partir de substratos baratos ¢ disponiveis em grandes
guantidades. Diversas pesquisas tem sido conduzidas utilizando sacarose, tanto em meios de
laboratorio come com fontes naturais (LYNESS & DOELLE, 1980, 1981, VIIKARI, 1984a;
DOELLE & GREENFIELD, 1983ab).

2.3.2- Utilizacdo de sacarose.

A temperatura ¢ o pH desempenham um papel importante no controle da
fermentacio de sacarose por Zymomonas mobilis. Este microrganismo hidrolisa sacarose
rapidamente sendo que a taxa de hidrolise depende da temperatura de fermentagiio {LYNESS &
DOELLE, 1980), concentracdo de sacarose {(LYNESS & DOELLE, 1981) ¢ pH. Baixas
temperaturas (30 °C) conduzem a uma maior indu¢do da levansacarase, 3 qual exibe sua methor
atividade hidrolitica entre 35 e 40 °C ¢ em pH 6timo de 6.5 (LYNESS & DOELLE, 1983).



Consequientemente elevadas temperaturas ¢ elevado pH inicial podem reprimir a produgio de
levana pela enzima levansacarase (LYNESS & DOELLE, 1983),

Recentemente, O'MULLAN er alii (1991) mostraram a presenca de trés enzimas
que Mdrolisam a sacarose em Zymomonas mobilis CP4, utiizando electroforese e corante
zimograma. Segundo estes autores, uma banda corresponde a levansacarase e as outras duas
parecem ser invertases (InvA e InvB). A invertase A ocorre intracelularmente, enquanto que a
invertase B ocorre extra e intracelularmente.

LYNESS & DOELLE (1981), estudaram a fermentagio descontinua de sacarose
com duas binhagens de Zymomonas mobilis e observaram que aumentos na concentracio de
sacarose afetam a velocidade especifica de crescimento da bnhagem Z10 ¢ a atividade hidrolisante
da sacarose para a linhagem Z7, mas nfo afetam significativamente a formacgio de biomassa, Os
autores também demostraram que a hidrolise da sacarose pode ser independente da utilizacio da
glicose; que, de acordo com 2 linhagem utilizada, 2 hidrélise da sacarose pode conduzir a um
acumulo significativo de glicose no meio; e que a velocidade de produgio de etanol e o tempo de
fermentagio dependem da velocidade do catabolismo dos produtos da hidrolise da sacarose,

DOELLE & GREENFIELD (1985a), reportaram que Zymomonas mobilis é capaz
de apresentar eficiéncia de hidrolise acima de 95% com 32 horas de fermentag@io em meio com
concentragdo de sacarose superior a 250 g/l, mas o rendimento em etanol cai subitamente em
concentrages de sacarose superiores a 200 g/

2.3.3- Caldo de cana-de-actcar (Saccharum spp)

A produglio de dlcool no Brasil € efetuada quase que exclusivamente a partir de
cana-de-acucar. Contudo, o aproveitamento de outras culturas constitui importante passo para a
regionalizagiic da produgio de dlcool, reducio dos custos de transporte e, principalmente,
dimimiigio da dependéneia de uma tmica cultura para a produgiio de alcool (EMBRAPA | 1983).

No Brasil a produgio de cana-de-acicar est em torno de 50 2 100 toneladas por
hectare, dependendo da regidio (LIMA ef alii, 1975). A regido Centro-Sul do pais & responsavel
por 59% da produgio nacional de aglicar ¢ por 82% da produgiio nacional de dlcoo {ANON,
1986).

O fato da indistria canavieira ser altamente desenvolvida, proporcionando elevado
rendimento em alcool obtide por fermentagio direta do colmo, além de fornecer o bagaco como
fonte de energia, faz com que o saldo energético resultante da produgiio de etanol seja positivo, O
bagaco, subproduto rico em celulose ¢ de elevada cotagio no mercado, apresenta ainda outras - -
utilidades, além de combustivel, como matéria-prima para diversas aplicagSes industriais,



particularmente na fabricagho de papel, pasta de celulose, placas de fibra e furfural (MENEZES,
1980). S6 alguns trabathos de fermentagio de caldo de cana-de-agticar por Zymomonas mobilis
tem sido realizados (CRUZ & BORZANI, 1980; DOELLE & GREENFIELD 19853 SERVULO
& FRANCA, 1986, DOELLE & DOELLE, 1990b; DOELLE ef alii, 1991). SERVULO &
FRANCA {1980) em estudo realizado vanando-se a concentragio de acicar no caldo de cana de
10 até 100 g/l encontraram taxa especifica de crescimento de 0,29 a 0,36 h~! e rendimento em
massa {Yx/s) de 0.009 2 0,02 g/g. A variagfo do intculo inicial ndo afetou o teor de alcool, mas
um indculo maior diminuiu o tempo de fermentacio. Encontraram também que o teor alcodlico
foi similar na faixa de temperatura de 25 a 35 °C ¢ que o pH 6timo de fermentagio foi entre 5.0 ¢
6,0. DOELLE er alii (1991), testaram Zymomonas mobilis em escala piloto (100 e 1000 litros)
encontrando rendimentos de 21 a 95% em menos de 20 horas de fermentagio.

2.3.4- Utilizagao de melago.

O melago € um subproduto do processo de extragio e refinacio de sacarose, quer
seja de cana ou de beterraba, o qual pode ser utilizado como matéria-prima para a produco de
etanol. O melago de cana~de-aclcar caracteriza-se por apresentar maior conteido de vitaminas,
a0 passo que o melaco de beterraba € mais rico em nitrogénio e minerais. Ambos contém
aproxamadamente 50% de aghcar, sendo a maior parte sacarose. Em virtude de sua composicdo, o
melage € utilizado fundamentalmente como fonte de carbono e energia, sendo necessario
suplementa-lo com nitrogénio ¢ alguns minerais, especialmente fosforo e magnésio (ACEVEDQ,
1980).

Segundo ALMEIDA (1966), a composigiio do melago varia com os seguintes
fatores: a vartedade, idade, estado de samdade, maturacio, sistema de cultivo, adubagfio, tratos
culturats, condigbes climaticas e outras (para a capa-de-aglcar), além dos processos de fabricacio -
normais utilizados nas diversas usinas. VALSECHI & OLIVEIRA (1968), detalharam mais os
fatores que influenciam a composigio do melago, dos quais podem ser citados: natureza da
matéria-prima {(cana-de-agticar, beterraba, etc);, processo de extraciio do caldo; sistema de
clarificagdo, evaporagio e cozimento; sistema de resfiiamento; sistema de turbinagem; tipo de
agucar ¢ condighes téenico-scondmicas da regido agucareira.

A composigio média do melago de cana-de-agiicar corresponde a 20% de agua,
72% de constituintes orgénicos sendo 62% de aglcares comgo sacarose, glicose, frutose, ou
acicar invertido e rafinose, e 10% de ndo aglicares como material nitrogenado, 4cidos livres e
combinados, sustincias gomosas soliveis ; e 8% de constituintes inorginicos como 6xidos de
silicio, potassio, célcio, magnésio, sédio, ferro, fosforo e alununio, além de residuos de soda e
carbonatos, residuos de sulfatos e cloretos (OLBRICH, 1974). Estudo realizado por
VASCONCELQOS (1985), sobre a composigio quimica de melagos do Estado de Alagoas
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mostrou que o melago é um produto de alta heterogeneidade em todos seus componentes; que
dentre os macronutrientes 6 KoO se encontra em maior propor¢io, seguido por Ca0, MgO, N, ¢
P20O35 e que dentre os micronutrientes destaca-se o Fe como o de maior proporgio, seguido, em
menor proporglo ¢ em escala decrescente por Mn, Zn e Cu. Verificou-se também que comparado
com melagos do Estado de 83o Paulo, os melagos do Estado de Alagoas apresentam menor
Tigueza em agucar.

0 melago apresenta a vantagem de ser relativamente barato e disponivel em grande
quantidade. Contudo, um namero de componentes no melago pode causar inmibicio do
crescimento ¢ da fermentagio. Tem sido postulado que herbicidas e alguns componentes tracos
como fenol ¢ indol, produtos da degradaco térmica ¢/ou alguns acidos, nitritos e clorofenolato
os quais se acumulam no melago devido ao uso elevado de fertilizantes artificiais, podem ser
responsaveis por esta inibicio (RHEE et afi, 1984).

O contendo de calcio nos melagos. pode variar amplamente dependendo do
processo de fabricagdo de agucar. Segundo OURA (1983), melagos de baixa qualidade possuem
elevadas concentragbes de calcio o que inibe as leveduras. BAJPAT & MARGARITIS (1984),
determinaram que clevadas concentragdes de cloreto de calcio diminuiram os rendimentos
fermentativos das Zymomonas. Entretanto, SREEKUMAN & BASAPPA (1992), verificaram que
a adicdo de carbonato de calcio e s6dio neutralizaram a produgo de acido e aumentaram a
produgio de etanol na fermentaglo de glicose 150 a 400 g/l, utthizando Zymomoneas mobilis ZM4
& mutante ZMI2, Determinaram também que a concentragio de 2 g/l de carhonato de calcio era a
mais apropriada e que a methor concentragio de ghcose para a fermentagio era 250 g/l

Diferentes cepas de Zymomonas mobilis foram comparadas com S. eerevisiae por -
VAN VUUREN & MEYER (1982) para a produgiio de etanol a partir do melago de cana-de-
achcar em sistema descontinuo de fermentagio. Segundo esses autores, a habilidade de
Zymamonas produzir etanol do melago varia de cepa para cepa. Em baixa concentraciio de agiicar
(5% piv), Zymomonas compara-se favoravelmente com & cerevisiae, a0 passo que em altas
concentraghes de agtcar {maior a 5% p/v) 8. cerevisiae produziu consideravelmente mais etanol
que Zymontonas. A baixa eficiéncia obtida por Zymomonas deve-se provavelmente & presenca no
melaco de certos compostos mibidores do crescimento £ da produgiio de etanol,

O efeito inibidor do melago sobre Zymomonas foi atribuido por SKOTNICKI et
alii {1981b} aos niveis relativamente altos de potissio e magnésio. ROGERS ef afii {1982),
relataram também, inibiglo significativa do crescimento e da produgio de etanol em Zymomonas
ZM4, em razdo, provavelmente, das altas concentragbes de potassio, magnésio e cloreto no
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melaco. Estes autores solucionaram parcialmente o problema, passando o melago através de uma
membrana seletiva de jons ¢ da selecBo de um mutante, ZM4 82, tolerante a sais,

No passado, a dessalinizagiio de melago foi praticada utilizando trocadores de ions
e técnicas de electrodiflises. Contudo, estas técnmicas nfo sao comercialmente vidveis para
processos em larga escala particularmente para produtos de baixo valor comercial {(RHEE ef alii,
1984). Centudo, a utilizagdo de tecnologia de membranas desenvolvida por LEFEBRE et alii
(1982), parece reduzir o custo da dessalinizaglio. RHEE e alii (1984), estudaram a dessalinizacio
de melage utilizando uma membrana tubular de fibra oca pré-tratada quimicamente e avaliaram a
fermentacio de S. wvarum ATCC 26602 e Z. mobilis ZM4 utilizando o melago dessalinizado. Os
amtores indicaram que esta técnica pode oferecer um meio comercialmente afraente para a
diminuigio da concentragio de potassio, magnésio, céicio e cloreto no melago ¢ que também
pode ser utilizada para pré-tratamento de melago para produgdo de fermento para panificagio,
acido ghuténiico e acido citrico.

2.3.5- Melago de alta qualidade (HTM).

O HTM ¢ definido como um xarope clarificado, parcialmente invertido para evitar
a cristalizacio e evaporado a 85 °Brix. A composigdo do melago de alta qualidade difere
notavelmente da composigio do melago tradicional. Possue alto contelido de aglicares o que o faz
muito interessante para a produgio de alcool £ baixo conteldo de cinzas pelo que é uma Otima
matéria~prima para fabricagio de ram (MURPHY, 1984}. O contendo de Py0s, K20, MgO, Ca0
e nitrogénio € minima comparada com a do melago de cana ¢ de beterraba. Quanto ao conteido
de fatores de crescimento, a quantidade de inositol ¢ batxissima, muite abaixo da guantidade
requerida pelas leveduras para um bom rendimento em etanol (OLBRICH, 1974).

2.4- Formagao de subprodutos durante a fermentagéo alcodlica.

O principal produto da fermentagfio de agicares por Zymomonas mobilis ¢ o
etanol, Quando sacarose ¢ ufilizada para a fermentagdo, o rendimento fermentativo diminui
devido a formagao de subprodutos como levana (RIBBONS er alfi, 1962; DAWES & RIBBONS,
1966; PARK ef alii, 1983, LYNESS & DOELLE, 1983) e sorbitol (B£kROW et alii, 1984;
VIKARI 1984ab; ZACHARIOU & SCOPES, 1986; AMIN & KHALAF ~ALLAH, 1992), Além
destes compostos também sao produzidos acetaldeido e 4cido acético (BELAICH & :SENEZ,
1965: BRINGER. ef aiii, 1984b;, PANKOVA et afii, 1985; WECKER & ZALL, 1987; TANAKA
et alii, 1990; ISHIKAWA & TANAKA, 1992) ¢ pequenas quantidades de alguns alcoois
superiores e fenol (RAD & JONES, 1987).

E interessante destacar que modificagdes no metabolismo da bactéria podem
provocar 4 obtengdo destes subprodutos como produto principal o que ¢ de muito interesse
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industrial. Recentes estudos realizados por CHUN & ROGERS (1988) mostraram que, a
alteragio na permeabilidade das células de Zymomonas com tolueno, resulta em elevadas
concentrages de sorbitol e cido glucdnico com a minima producio de etanol. Por outro lado
TANAKA ef alif {1990), sugeriram a utilizagiio de Zymomonas mobilis para a produgio de
acetaideido aumentando a concentracio de oxigénio no fermentador. ISHIKAWA & TANAKA
(1992), estudaram o efeito da ventilagio sobre a produgiic de acetaldeido e determinaram as
condigBes Otimas para produgio de acetaldeido. YOSHIDA ef alii (1990), isolaram do caldo de
palmeira no Sudeste Asigtico, uma cepa de Zymomonas mobilis {IN-17-10} que produz
quantidade abundante de levana: 53% do valor tedrico, em sacarose 150 g/l

2.4.1- Levana.

A formagio de levana foi inicialmente demonstrada por RIBBONS ef alif (1962) ¢
posteriormente estadada por DAWES ¢ RIBBONS (1966) e PARK ef alii (1983). A enzima
responsavel pela formaglio de levana, levansacarase, foi parcialmente purificada (LYNESS &
DOELLE, 1983). Mas, estudos recentes mostraram que, além da levana, o sorbitol € também
produzido como subproduto da fermentaglio de sacarose por Zymomonas (BARROW er alii,
1984; VIIKARI, 1984 a,b) ¢ a enzima envolvida purificada (LEIGH ef alif, 1984; ZACHARIOU
& SCOPES, 1986).

0 mecanismo da hidrolise da sacarose e formacio de levana ndo estio ainda
totalmente claros ( VIIKARI, 1984a). Duas enzimas distintas podem estar envolvidas na hidrolise
da sacarose: levansacarase {EC 24.1.10) e invertase (EC 32.1.26) De acordoc com
RLACKBEARD & DOELLE (1983), a hidrolise da sacarose é independente da wutilizaglio de
glicose. A taxa de formagdo de etanol ¢ imitada tanto pelo catabolismo da glicose ¢ frutose como
pela hidrélise da sacarose, sendo que, este tiltimo parece ser o fator mais limitante. |

De acordo com estes. antecedentes, FAVELA TORRES & BARATTI (1987),
postularam duas estratégias possiveis para melhorar a eficiéncia da fermentagio a partir de
sacarose: a) reduzir a formacBo de subprodutos, por exemplo, mediante otimizagéo das condigbes
de fermentacio ou b) encontrar mercado para os subprodutos formados {(DOELLE &
GREENFIELD, 1985a,b).

Devido ao fato da levansacarase no sO catalisar a hidrolise da sacarose, mas,
também a produgio de levana, € importante que as condigbes de cultura impostas sejam
desfavoravels & formagio de levana e favoraveis a hidrolise da sacarose (DOELLE &
GREENFIELD, 1985 b). Estes autores relataram que aumento na temperatura de fermentacio de
30 °C para 35 °C reduziram a formagio de levana ¢ aumento no pH inicial do meio reduziram a
formagdo de sorbitol, em fermentago em batelada,
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Alguns autores estudaram a produgdo de etanol a elevadas temperaturas, entre 30
e 36 °C (LEE et afii, 1981a; LAUDRIN & GOMA, 1982; FIESCHKO & HUMPHREY, 1983).
As principats conclusdes foram que a maioria dos paréroetros cinéticos ndo foram afetados na
faixa de temperatura de 30 e 36 °C, mas, o rendimento em etanol decresceu de 94 para 78 % do
vator tebrico (LEE et alfi, 1981a). Isto foi atribuido & formaglio de subprodutos (LEE et alii,
19812} ou ao aumento no coeficiente de manutenciio (LAUDRIN & GOMA, 1982; FIESCHKO
& HUMPHREY, 1983},

2.4.2- Sorbitol.

A formagiio de sorbitol por microrganismos € um topice que ndo tem recebido
muita atencio. Zymomonas mobilis, na presenca de ambas, glicose e frutose, produz quantidade
substancial de sorbitol (BARROW ef alii, 1984; DOELLE & GREENFIELD, 1985a; VIIKAR],
1984a,b). Desde que sorbitol € formado a partir de frutose somente na presenga de glicose, parece
provavel que gheose seja o doador de elétrons, sendo oxidada a gluconato no processo. A
presenga de uma glicose desidrogenase (LEIGH er aii, 1984) e uma gluconatoquinase
(ZACHARIOU & SCOPES, 1985) gjuda a sustentar esta hipétese ¢ indica uma rota direta pela
qual a glicose oxidada pode retornar 2 via de Entner Doudoroff.

A formaciio de sorbitol depende da concentragio de glicose ¢ frutose no meio
tanto quanto da taxa de crescimento do orgamsmo. Os aspectos reguladores da formagio de
levana ¢ sorbitol parecem ser antagbnicos: uma alta taxa de hidrolise de sacarose, elevada
atividade de levansacarase e invertase, favorecem a formacio de sorbitol. Entretanto, uma baixa
atividade hidrolitica favorece a formagdo de levana de elevado peso molecular (VIIKARI &
GISLER, 1986).

Aumentos na concentragdo de sacarose acima de 200 g/l podem, teoricamente,
conduzir ao acamulo de glicose, no fermentador, (DOELLE & GREENFIELD, 1985 ab). Este
acamulo provocaria inibigio da frutoquinase, conduzinde 2o acimulo de frutose e
conseglientemente 4 formagio de sorbitol (DOELLE & GREENFIELD, 1985 a,b). A redugio da
frutose para sorbitol também serve como meio para regeneragio das coenzimas (VIIKARI,
1984a).

Estudos conduzidos por DOELLE & GREENFIELD (1985b), sugerem que o pH
pode ser wn pardmetro muito importante para controlar a relaciio de conversio para sorbitol.
Estes autores determinaram gque a relagio de frutose para formacio de sorbitol varia
sigmificativamente com as condigBes de cultivo, por exemplo, um pH controlado de 5,0, em
concentragio inicial de sacarose acima de 288 g/l, favorece a formagio de sorbitol; entretanto pH
préoximo de 6,0 parece favorecer a formaglio de frutose. Sugeriram também a possibilidade de
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obter etanol mais frutose, etanol mais frutose e sorbitol ou etanol mais sorbitol, numa tnica

fermentacio.

2.5- Processo de fermentacdao.

Nas ultimas décadas tem-se observado um progresso extraordinano na tecnologia
dos processos de fermentacio alcodlica, tante no que concerne a microbiologia, como a cinética,
e a engenharia dos sistemas de reagdo. Contudo, os resultados obtidos nfio tem sido aplicados a
nivel industrial, desde que a maioria das destilarias continuam com o processo convencional de
fermentagio (RUBIO & NAVARRO, 1989},

2%.5.1- Processo descontinuo,

Os processos descontinuos, tipo batelada apesar de serem facilmente conduzidos
industrialmente, apresentam a desvantagem de utilizar um grande volume de dornas devido a sua
baixa produtividade. A estabilidade do sistema biologico é baixa devido a grande chance de
contaminagio. Convém salientar que existem duas variedades deste tipo de processo: por corte,
muito empregado na produgiio de bebidas alcodlicas, e com recirculacio de microrganismos
(CARIOCA et alii, 1985).

2 5.2- Processo descontinuo alimentado (Fed-batch).

A fermentaciio por processo descontinuo ahmentado ¢ um tipe de conduglio do
processo fermentativo. em que a alimentagfio do sustrato ¢ feita gradativamente. O volume &
varidgvel e a fermentacio se realiza durante a carga do fermentador a qual ¢ completada até o
enchimento do reator. Segundo ALMEIDA (1980), o controle apropriade do fuxo de
alimentacio atenua alguns mecanismos de inibigo pelo subsitrato e produto. O processo
descontinuo alimentado com recirculagio de microrganismos, Melle-Boinot, € atualmente o mais
empregado no Brasil (CARIOCA et alii, 1985).

Este processo comegou a ser empregado em escala industrial na fabricagio de
fermento para panificagio e desde entdo tem sido estudado e operado como um processo
adequado para o cultivo de microrganismos. Contudo, poucos trabathos tem sido realizados com
o processo descontinuo alimentade para fermentacio alcodlica. ENDO & INOUE (1977),
apresentaram resultados obtidos nas condicBes experimentais muito diferentes aos adotados em
plantas industriais de etanol;, como KOSHIMIZU ef alii (1984), que estudaram a mfluéneiz de
fatores como. concentraclio de células no indculo, concentragio de agicar na ahmentagio ¢
tempo de enchimento; SILMAN (1984), que demonstrara as vantagens do processo em batelada
alimentada em fermentagiio alcodlica por Zymomonas mobilis, BORZANI (1987), que estudou a
cinética de produgio de etanol durante a etapa de enchimento do reator ¢ YAMANE et alii
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{(1992), que desenvolveram um método de controle automético no qual a taxa de alimentaciio é

determinada medindo-se continuamente a massa celular e o volume do reator.

2.5.3- Processo continuo,

O processo continuo do tipo CSTR (reator de tanque com agitagio) sem reciclo
de células ¢ o mais simples e consiste de um vaso agitado onde os aglicares sao alimentados para
permitir a sua conversio continuamente em etanol. O vinho contendo células, etanol e o aglcar
residual deixa continuamente o reator, A produtividade deste tipo de processo € limitada pela
inibigdio causada pela alta concentragio de produto sobre o crescimento dos microrganismos
(HOPPE & HANSFORD, 1982), porém € quase trés vezes superior a do processo descontinuo.
Este fato ocasiona uma redugio no volume do fermentador numa proporgdo de um tergo
(CARIOCA et alii, 19853). Segundo estes autores, observa-se uma preferéncia em relagfio aos
processos continuos que utilizam reator do tipo CSTR devido as boas perspectivas apresentadas
por este tipo de processo, especialmente no que diz respeito 4 produtividade.

O desempenho de Zymomonas mobilis tem sido estudado em diferentes processos
continuos, tais como: sem reciclo de céhulas (LEE ef alii, 1979; VIIKARI & LINKO, 1986), com
reciclo de células (CYSEWSKI & WILKE, 1977; LEE er alii, 1980; ROGERS er alii, 1930,
FAVELA TORRES & BARATTI, 1987), a vacuo (LEE et alii, 1981b), em reatores com céjulas
imobitizadas (GROTE er alii, 1980, JAIN e alii, 1985, BORREGO er alii, 1987,1988;
CASTELLAR ef alii, 1989), com células floculentas (TORAN DIAZ ef alii, 1984, BARATTI e/
alii, 1986; LOPES er alii, 1991), utlizando um mutante de Zymomonas mobilis osmotolerante
{PARK & BARATTI (1992) e em torres de fermentaciio (PRINCE & BARDFORD, 1982}

ROGERS ef alii (1980), comparando a cinética e os parmetros operacionais de
varios processos continuos e utilizando leveduras & Zymomonas, concluiram que Zymomonas
apresenta maior velocidade especifica de conversdo de agucar e produciio de etanol e maior
produtividade volumétrica de etanol em sistema continuo com reciclagem de céhudas (120-200
g/l h} em comparago com leveduras. De acordo com LAWFORD er alii (1982), no sistema de
fermentagio continua com reciclo de células aproveita-se a habilidade da Zymomonay para
produzir etanol com uma velocidade muito maior que a mesma biomassa de levedura.

Recentemente tem sido desemvolvidos novos processos e tecnologias na
fermentacio de matérias-primas por Zymomonas mobilis. DOELLE ef alii (1989}, desenvolveram
um processo em escala industrial (64.000 litros) para fermentagiio de milho, sorgo ¢ outras
matérias-primas amiliceas utilizando um sistema de indculo em cascata que substitue o sistema de
recirculacio de biomassa e portanto reduz os custos envolvidos em centrifugagiio ¢ reciclo de
células, AMIN & KHALAF ALLAH (1992), testaram Zymomonas mobilis ATCC 396760 para
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fermentar pedagos de beterraba agucareira (185 g/l) em fermentagio em estado solido obtendo
produtividade de 12 g/Lh e concentragdio de etanol de 130 g/l. PARK & BARATTI (1992),
utilizaram uma cepa osmotolerante (Z. mobilis SBE15), mutante de Zymomonas mobilis ATCC
32821, para fermentagio de melago de beterraba agqucareira previamente hidrolisado
enzimaticamente, em processo continuo de dois estagios. O fermentador operou por 18 dias,
obtendo-se concentragio de etanol de 60 g/l e 97% de conversio de aglicar.

O grande volume de alcool requerido para atender o mercado energético do Brasil
e a reducio nos custos de produgio do 4lcool sio fatores fortemente considerados em qualc}uer
tipo de analise sobre qual seria o processo mais conveniente para producBo de alcool
industrialmente. Segundo CARIOCA et alii, 1985), a tendéncia é no sentido de aproveitar a
experiencia ¢ os equipamentos do processo Melle-Boinot em favor dos processos continuos
utilizando dois ou matis reatores CSTR em série.

2 6-Fatores gue afetam a fermentagao alcodlica.

Sabe-se que o actmulo de etanol como produto final da fermentagdo causa
inibigiio progressiva na taxa de conversdo de aglcar, tanto em bactérias (LAUDRIN & GOMA,
1982} quanto em leveduras (AIBA ef alii, 1968; MOULIN et afii, 1984), Este fenOmeno €
particularmente importante durante a producio comercial de etanol em razéio do aumenio do
tempo tequerido para a completa conversio de agicar em etanol e limita a concentragio final de
etanol obtida (INGRAM & BUTTKE, 1984). Segundo OSMAN & INGRAM (1985), o etanol
seduz a efetividade da membrana plasmica da célula microbiana, permitindo perdas de cofatores e
COENZIMAS.

Investigagdes realizadas por LYNESS & DOELLE (1981}, revelaram que
aumentos na concentragio de glicose de 100 para 200 g/l resultaram em significativa diminuigo
da velocidade especifica de crescimento, produgio de células e produglo de etanol. Também altas
concentragdes de glicose prolongaram o tempo de fermentag@o e conduziram & no utilizacio de
glicose. De acordo com LEE et alii (1981b), fermentag8o realizada a vacuo remove 0s produtos
inibidores aumentando a produtividade.

HARRISON & GRAHAM (1970), estabeleceram que, assim que a concentraciio
de aglicar aumenia, 2 velocidade de fermentaciio e a quantidade maxima de etanol produzida
diminuem. A concentragio de agucar que pode ser fermentada mais eficientemente depende, em
certo grau, de outros componentes do melo, como minerais ¢ outros compostos ndo assimlavers,

que podem provocar inibigdo,
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O rendimento industrial de alcool depende, em grande parte, dos nutrientes
presentes no Mmosto. E indispensavel, por exemplo, corrigir o caldo de cana, que ¢ normalmente
deficiente em nitrogénio ¢ fosforo, com a adiclio de fosfato de ambnio ou superfesfato na
proporgio de 1 g/l, quando 2 fermentagio ¢ conduzida com leveduras (MENEZES, 1930).
Aconsetha-se também enriguecer diariamente, apos o tratamento com acido sulfirico, o pé-de-
cuba, isto €, o inoculo que deverd dar inicio a nova fermentagio nas dornas, com sulfato de
amémio e farelo de arroz, na proporgio de 1 g/b Também pode-se utilizar uma fragio de vinhaga
para diluir o meio e corrigir a acidez, diminuindo o gasto em acido. Além disso, a vinhaga contém
nitrogénio e fatores de crescimento que estimulam a fermentagio (MENEZES, 1980},

Sabe-~se também que o crescimento de Zymomonas mobilis pode ser hmitado, em
razic de requerimentos de fatores de crescimento (SWINGS & DELEY, 1977), e que altas
quantidades de extrato de levedura aumentam a producdo de células, mas ndo necessariamente a
pmdutividade de etanol (CROMIE & DOELLE, 1980). BEXON & DAWES, citados por
KOSARIK ef alii (1982), encontraram que esta bactéria requer no minimo, 11 vitaminas no meio
glicose- peptona para substitulr, parciaimente, 1% (p/v) de extrato de levedura,

Segundo SWING & DELEY (1977), a maioria das cepas de Zymomonas mobilis
requer Acido pantoténico, biotina e, ocasionalmente, alguns outros fatores de crescimento como
vitamina Byo, riboflavina, tiamina, acido lipoico e acido folico.

A auséngia de pantotenato seria um dos fatores de crescimento desacoplado
observado em Zymomonas. Este composto aparentemente ndo pode ser sintetizado por
Zymomonas € COMe um componente da coenzima A ele é requerido para a atividade de varias
transferases, sendo, portanto, de grande importincia em processos de biossintese (SWING &
DELEY, 1977).

Varias enzimas da via Entner Doudoroff requerem Mg como cofator, mchundo
glicogquinase, glicose 6-fosfate desidrogenase, fosfoglicerato quinase e enolase (SOLS ef alii,
1971; STOUTHAMER, 1978; MILLAR ef alf, 1982). Enquanto CROMIE & DOELLE (1981,
1982), mencionaram o efeito benéfico de elevadas concentragdes de Mg, LAWFORD et alii
(1982), niio encontraram vantagem na cinética de fermentaglo utilizando elevadas concentragGes
de Mg. ROGERS et alii (1982), sugeriram que elevadas concentracbes de magnésio dimmnuemn a
velocidade de produgio de etanol em processo descontinuo.

Outros cofatores que podem ser necessarios na fermentacio incluem calcio e
potassio. HOPPNER & DOELLE (1983), reportaram que o célcio ativa a enzima piruvato
descarboxilase em Zymomonas, enquanto SOLS ef alii (1971), reportaram que potéssto ativa a
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enzima piruvato quinase. Contudo, 2 adicio destes dois cofatores néo reduziu a imbiglo da
fermentagio pelo etanol (OSMAN & INGRAM, 1985).

A temperatura também influi no metabolismo fermentativo, mas & maiona dos
estudos metabolicos utilizando bactérias do género Zymomonas tem sido conduzidos a 30 °C.
Explicagio provavel reside no fato da temperatura 6tima de crescimento destas bactérias estar
entre 25 & 31 °C (LYNESS & DOFELLE, 1980). Entretanto, nem sempre a temperatura Otima de
crescimento é também a ideal para o processo fermentativo. Além disso, considerando que em
Processos industriais é importante reduzir o8 gastos, 0 €mprego de temperaturas mats altas na
formentagio desde que proximas a temperatura local, minimiza o consumo de energia na
refrigeragio bem como na destilagio (PINCUS ef alii, 1980). Na atualidade existem varios
trabalhos que mostram que Zymomonas mobilis apresenta melhores condigdes de fermentagio na
faisca de 30 a 34 °C (LEE ef alii, 1981a; FIESCHKO & HUMPHREY, 1983; SREEKUMAR &
BASSAPA, 1991).

Em relagio ao pH, este microrganismo apresenta uma exiensa faixa de pH para
crescimento, de 3,5 a 7,0. Entretanto, devem existir valores otimos para produgdo do etancl,
considerando-se que pode ocorrer a formagio de outras sustincias, tais como: acido latico,
acetoina, dcido acético {(SWINGS & DELEY, 1977},

O crescimento e a produgdo de etanol sao afetados pela presenga de certos
compostos quimicos 1o meio de fermentagic. Por exemplo compostos encontrados -em
hidmiisadés acidos da madeira, como 4cido acético, formico ou propibnico, furfural, fenol sdo
sibitarios na faixa de concentragio de 2 a 20 g/l (FEIN &/ alii, 1984}, O oxigénio apresenta efeito
inibidor (BRINGER et alii, 1984b; TANAKA ef alii, 1990) especialmente em elevada
concentragio de substrato (TORAN-DIAZ ¢f alii, 1983). O didxido de carbono inibe a produgdo
de biomassa e aumenta a concentragdo de glicose residual diminuindo a produtividade (NIPKOW

et alii, 1985).

A maior imibicdo ¢ provocada pelo proprio etanol produzido pela baciéna
(BURRILL. &f alii, 1983, INGRAM e alii, 1984). O etanol inibe reversivelmente algurmas
enzimas da via Entner Doudoroft (MILLAR ef alii, 1982) como a dlcool desidrogenase (JAIN ¢f
alii, 1985) e aumenta a permeabilidade da membrana plasrica (OSMAN & INGRAM, 1985).
Consequentemente ha perda de cofatores essenciais, coenzimas ¢ de metabolitos intermediarios
reduzindo a taxa de conversio de agiicar em etanol (BARATTIL BULOCK, 1986}
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3. MATERIAL E METODOS.
3.4~ MATERIAL.
3.1.1- Microrganismo utilizado.

Foi utilizada a bactéria Zymomonas mobilis CP4, isolada no Nordeste Brasileiro
pelo Prof. Oswaldo Gongalves de Lima do Instituto de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPe) a partir de caldo de cana fermentado.

1.1.2- Manutengdo do microrganismo.

Para a manutenciio da cultura foi utilizade o meio RM, pH 6,0 contendo: glicose
20 g/, extrato de levedura 10 g/t, KHoPO4 2,0 g/l € agar-agar 15 g/l. Apds o crescimento durante
30 horas a 30 °C, os tubos foram mantidosa 4 °Cea cultura reativada a cada 20 dias.

3.4.3- Preparagio do Indculo.

A bactéria foi incubada por 24 horas a 30 °C em meio contendo: sacarose 100 g/,
KH,PO, 1,0 g/l, (NHg)504 1,0 /1, MgS04.7H0 0.5 g/l e extrato de levedura (Difco) 10,0
g/, pH 5,7 10% (v/v) desta cultura foi transferido para novo meio e incubado por 24 horas a 30
¢ Em todos 0s ensaios realizados foi utilizado o indculo na relacio de 10% (v/v) ao volume
final de cada ensaio,

3.1.4- Preparagao dos meios utitizados na fermentagao.

3.1.4.1- Preparagio do meio semissintético com sacarose {Controle).

O meio de fermentagio semissintético foi preparado com sacarose 100 g/l {ou
ouira concentragio em estudo), KHyPO4 1,0 g/l, (NH4)7804 1,0 g/l, Mg804.7H0 0,5 gl e
extrato de levedura 10 g/i, pH 5,7 A solu¢lo de sacarose foi estenlizada separadamente dos sais
a 121 °C por 15 min e misturada no momento do preparo do meio de fermentagéo.

3.1.4.2- Preparagdo do meio com melago de cana-de-agucar.

O melago foi diluido para 20 a 30 *Brix dependendo das condigBes requeridas para
o ensaio, com agua destilada e clarificado com NaHPO4.HyO (1,87 git), fervendo-se por 10
min.

Apos resfriar decantou-se por 24 horas e bombeou-se 2/3 partes do melago
clarificado (BORZANI ef alif, 1977). O melago foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Nos

estudos com melago” suplementado, adicionaram-se KH P04 1,0 g, (NH4)»804 1,0 gl
MgS04.TH2O 0.5 g/l ¢ extrato de levedura 5.0 g/l Estas solugbes foram esterilizadas
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separadamente € adicionadas ao melago no momento de preparar o meio de fermentagio. A
concentracio de agticar redutor total (ART) final do meio com melago dependeu do estudo
realizado. O pH final do melago preparado desta forma foi na faixa de 5 a 5,5, portanto em
nenhum dos ensatos realizados com melago foi ajustado o pH.

1.4.4.3- Preparagéio do meio com HTM.

O HTM foi dituido para 20 °Brix ¢ esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Uma vez
decantado, foi transferido assepticamente e acertada a concentragdo de ART a 100 g/l com é4gua
destilada estérit. Nos estudos com HIM suplementado adicionaram-se KH,PO4 1.0 g/,
(NH4)2804 1,0 g/, MgS04.7H20 0,5 ¢/l e extrato de levedura 5,0 g/l. Estas solugdes foram
esterilizadas separadamente e adicionadas a0 HTM no momento de preparar o meio de
fermentagdo.

3.1.4.4- Preparagdo do meio com caldo de cana-de-acicar.

O caldo de cana foi clarificado com CaO (0,6 g/l), fervendo-se por 10 Minutos.
Apés esfriar decantou-se por 24 horas bombeando-se 2/3 partes do caldo clarificado. O caldo foi
esterilizado a 121 °C por 15 minutos e ajustada a concentragdo de ART a 100 g/t com agua
destilada estéril, Nos estudos com caldo de cana suplementado, adicionaram-se KHoPO4 1,0 g/},
(NH4)2804 1,0 g/, MgS04.7H20 0,5 g/l ¢ extrato de levedura 3.0 g/l. Estas solugBes foram
esterilizadas separadamente e adicionadas ao caldo de cana no momento de preparar 0 meio de

fermentagdo.

3.1.5- Condigoes de fermentagao em frascos erfenmeyer.

Os ens@os de fermentagdo foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 300 mL,
contendo na tampa um tubo em forma de U para facilitar a saida do CO3. Os frascos foram
incubados em shaker (New Brunswick) com agitacio de 100 rpm. Todos os ensaios foram
realizados no minimo em duplicata, Durante as fermentagbes foram colhidas amostras cada duas
horas para realizar as anélises respectivas.

3.1.6- Condigfes de fermentagao em fermentador de laboratorio.

Uma vez estabelecidas as Condigdes de operaglo foi utilizado um fermentador de
iaboratério de 1 litro de capacidade, com controle de temperatura e agitagio mantida a 100 rpm,
O pH foi controlado apenas nos ensaios realizados com sacarose. As fermentagBes foram
realizados no minimo em duplicata colhendo-se amostras cada duas ou trés horas para realizar as
analises respectivas.
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3.2- METODOS.
3.2.1- Estudo da formagéo de produtos ¢ subprodutos em sacarose,
3.2.1.1-Efeito da temperatura.

Os ensaios para avaliar o efeito da temperatura nos produtos ¢ subprodutos
formados foram realizados utilizando meio semissintético preparado com sacarose. Foram
conduzidos em frascos erlenmeyer de 500 ml contendo 300 ml de meio de fermentagio e pH
inicial de 5,7. As temperaturas em estudo foram: 30, 34, 37 ¢ 40 °C. Cada frasco foi inoculado
com 10% (v/v) do indeulo cultivado por 12 horas na correspondente temperatura em estudo.

3.2.1.2-Efeito do pH.

Para estudar o efeito do pH na formaclio de produtos e subprodutos, os ensaios
foram conduzidos em fermentador de laboratério de 1 litro de capacidade, utifizando 700 ml de
meio de fermentagio contendo sacarose. Foi conduzida a fermentagiio com ¢ sem controle de pH
nas temperaturas de 30 e 37 °C. Na fermentagio com controle de pH este foi mantido em 5,7 pela
adigio de NaOH IM através de uma bomba dosadora.

3.2.2- Estudo do efeito da adigdo de alguns sais ao meio com sacarose.
3.2.2 1-Efeito da adigdo de varios sais ao meio de fermentagao.

Foi estudado o efeito da adigio de alguns sais ao meio semissintético de
fermentagio descrito no item 3.1.4.1. Como fonte de potdssio foram adicionados KCI (10 g/ e
K804 (12,5 gy, como fonte de sbdio foram adicionados NaCl (0,5 g/1) e NaHoP04.Ha0 (0,5
g/t)y; como fonte de célcio foi adicionado CaCly (5,0 g/1); como fonte de magnésio foi adicionado
MgS04.7H20 (5 g/) e como fonte de cloreto foi adicionade NaCl (5,0 g/l). Os ensaios foram
conduzidos em frascos erlenmeyer de 500 mi contendo 300 ml de cada meio em estudo. A
temperatura de fermemtagdo foi de 34 °C, pH inicial de 5,7 e agita¢iio de 100 rpm.

3.2.2.2.Efeito da variagdo da concentragdo de KCI.

Foi estudado o efeito da variag8o da concentragio de K na forma de KC1. Ao meio
semissintético de fermentagdo (controle) foi adicionado KCl nas concentrages de 5,0; 10,0; 12,5
¢ 17,5 g/l. Os ensaios foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 500 mi contendo 300 ml de
cada meio em estudo. A temperatura de fermentago foi de 34 °C, pH inicial de 5,7 e agitagio de
100 rpm.
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3.2.2 3-Efeito da variagéio da concentragao de Magnésio.

Foi estudado o efeito da variaglio da concentragdo de Mg na forma de
Mg§04.7Hp0. No primeiro ensaio, a0 meio semissintético de fermentagho {controle) foi
adicionado MgS04.7Ho0 nas concentrag0es de 5.0; 10,0; 15,0 e 250 g/l e as fermentaghes
conduzidas a 34 °C. No segundo ensaio foi adicionado MgSQ4.7H2O nas concentragdes de 0,5,
1,0, 1,5;2,0e3,0 g/l e as fermentagdes conduzidas a 30 e 37 °C. Os ensaios foram conduzidos
em frascos erlenmeyer de 500 mi contendo 300 ml de cada meio em estudo, pH inicial des7e
agitagdo de 100 rpm.

2 3.2 4-Efeito da variagdo da concentragao de CaClz.

Foi estudado o efeito da variagio da concentracio de Ca na forma de Cally. Ao
meio semissintético de fermentagio (controle) foi adicionado CaCly nas concentragdes de 1,0,
25, 5,0 e 10,0 g/ Os ensaios foram conduzdos a 34 °C em frascos erlenmeyer de 500 mi
contendo 300 ml de meio, pH inicial de 5,7 e agitagio de 100 rpm.

3.2.3-Estudo utifizando melago de cana-de-agucar em processo descontinuo.

3.2.3.1- Clarificagao do meiago.

Foram realizados os seguintes tratamentos de clarificagio do melago, apos diluigio
prévia para 20 *Brix;

1.  Fervura por 10 minutos.
2. Adigiio de 1,87 g/t de NaHPO4 HyO e fervara por 10 minutos.
3. Adigiio de 1,87 g/l de NaH,P04 HpO € 0,6 g/l de Ca0, fervura por 10 minutos.

4- Adigio de HaS04 concentrado até pH 3 a 4, aguecimento de 95 a 100 °C. Adigio de HyOy
30% (10 mi/T), resfriamento € ajuste do pH para 5,7 com NH40H.

5. Adigio de ferrocianeto de potassio 10% (1ml/100mi) e fervura por 10 MNULos.

Em todos 08 casos, apds resfriar decantou-se por 24 horas ¢ bombeou-se 2/3
partes do liquido clarificado. Estes melagos foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Nos
melagos clarificados e esterilizados foram determinadas as concentragfes dos ions Ca,Na,Ke
Mg e as conceniragdes de fosfato € de cloreto. |
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Uma parte de cada um destes melagos foi utilizada para fermentacio, ap0s prévio
ajuste do ART a 100 g/t com agua destilada estéril e Adicio de nutrientes. As fermentagbes foram
cealizadas em frascos erlenmeyer nas Condigdes descritas no item 3.1.5.

3.2.3.2-Efeito da Adigdo ou ndo de nufrientes no melago clarificado e néo
clarificado.

Uma vez determinado o melhor tratamento para Clarificagao do melago foi
estudado o efeito da suplementagdo do melago com (NHg)2504 (1 g/), KHPO4 (1 g/,
MgSQy. 7THO {0,5 g/l} e extrato de levedura (5 g/). Os ensaios de fermentacio foram
conduzidos em fermentador de laboratério, sem controle de pH ¢ a temperatura de 34 °C.

3.2.3.3-Efeito da variagio da concentragao de agticar {So) no melago.

Foram testadas quatro concentragbes de agucar 1o melaco, 55, 108, 145 e 215 g/l
de ART. O melaco clarificado com NatlpPOy4 (1,87 g/l) e esterilizado foi suplementado com
(NHa)»804 (1 8/, KHyPO4 (1 gfl), MgS04.7H20 (0,5 g/l) e extrato de levedura (5 g/). Os
ensaios de fermentagio foram conduzidos em frascos erlenmever de 500 mi nas Condiges
descritas no item 3.1.5, sem controle de pH ¢ temperatura de 30°C.

3.2.3.4-Efeito da variagio da temperatura de fermentagdo.

Foram testadas quatro temperaturas de fermentagiio (30, 34, 37 e 40 °C) em tr€s
concentragbes de agiicar no melago (55, 108 e 145 g/l de ART). O melago clarificado com
NaH,PO4 HyO (1,87 gl € esterilizado foi suplementado com (NHg)2804 (1 g/, KHoPO4 (1
/), MgS04.7TH20 (0,5 g/l) e extrato de levedura (5 g/l). Os ensaios foram conduzidos em -
frascos erlenmeyer de 500 ml nas CondigBes descritas no item 3.1 5, sem controle de pH.

3.2.4- Fermentagio de melagce em processo continuo em fermentador rie
laboratorio.

As fermentagdes foram conduzidas em  processe descontinuo  por -
aproximadamente 10 horas, antes de comegar a alimentagdo em forma continua. A cada 3 horas,
foram tomadas amostras afim de venficar o estabelecimento do regime permanente e determinada
a concentragio da massa celular. Durante o regime permanente foram tomadas trés amostras para
determinacio de massa celular, ART e etancl. Em todos os estudos em processo continuo, fol
utilizado melago de cana-de-agiicar clarificado com NaH,PO4.HyO (1,87 g/l) e suplementado
com nutrientes como deserito no item 3.1.4.2. Os ensaios foram conduzidos em fermemtador de
labaratério, sem controle de pH e com agitagdo de 100 rpm.
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3.2.4.1-Efeito da taxa de diluigao.

Para o estudo do efeito da taxa de diluigio foi utilizado um biorreator de 1 hitro
com volume fitil de trabalho de 640 ml, temperatura de 34 °C. Este estudo foi realizado em duas
concentracdes de agiicar no melago: 97 e 133 @/l de ART. As taxas de diluigho estudadas foram;
0,08: 0,12; 0,206, 0,278; 0,36 € 0,47 hl

3.2.4.2-Efeito da variagdo da concentragio de agucar {So} no meiago.

Foram estudadas cineo concentragdes diferentes de agicar no melago: 70, 91, 107,
133 ¢ 143 g/l de ART. Os ensaios foram conduzidos em fermentador de laboratério com volume
4til de trabatho de 510 ml, na taxa de diluigdo de 0,1725 ! e temperatura de 34 °C.

3.2.4.3-Efeito da temperatura de fermentagao.

. Foram estudadas 6 temperaturas diferentes de fermentagio: 27, 30, 32, 34, 36 ¢
40 °C. A concentragdo de aglicar no melago foi de 100 ¢/l de ART, o volume til de trabatho do
fermentador foi de 510 ml e a taxa de diluigdo de 0,1705 hl.

3.2 5- Fermentagéio de melago ~em processo ~descontinuo alimentado em
fermentador de laboratério.

Para este estudo foi utilizado um fermentador de 1 litro de capacidade. Em todos.
os estudos em processo descontinuo alimentado, foi utilizado melago de cana-de-aglicar
clarificado com NaH3P04 Hz0 (1,87 g/l) e suplementado com rutrientes como descrito no item
1142 Os ensaios foram conduzidos sem controle de pH, com agitacio. de 100 rpm e
temperatura de 34 °C.

3.2 5.1- Estudo da variagéo do fluxo de alimentagado.
Foram estudados trés fluxos de alimentagio © 64,5, 78,3 ¢ 114 mb/h equivalentes &
10, 8 e 5 horas de tempo de enchimento do fermentador, respectivamente. A alimentagdo era

interrompida no tempo programado de enchimento do reator e a fermentaglio continuou até
completar 24 horas. A concentragdo de agicar no melago neste estudo foi de 145 g/l de ART.

3.2.5.2- Estudo da variagao da concentragao inicial de agacar na alimentagao.

Foram estudadas concentragBes iniciais de agicar de alimentacio na faixa de 114 a
215 @/l de ART. O tempo de enchimento do reator neste estudo foi de 5 horas (vazdo de
alimentagio de 114 mi/h). As fermentagBes foram acompanhadas por 24 horas.
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3.2 6- Estudos em escala piloto.

Foi utilizado um fermentador piloto de 30 litros {Superohm F-3011). Neste reator
foram testados os processos descontinuo e descontinuo alimentado nas condigBes Otimas de
fermentagio obtidas dos estudos anteriores. Os ensaios foram realizados utilizando melago
clarificado (1,87 &/l de NaHpPO4.H0), néo esterilizado e suplementado com nutnientes como
descrito no item 3.1.4.2. A agitagdo do mosto foi de 100 rpm, temperatura de 34 °C sem controle
de pH. As fermentagGes foram realizados em duplicata colhendo-se amostras cada duas horas
para realizar as analises respectivas. As concentragbes iniciais de agiicar no melago foram de 125
¢ 150 g/l de ART para 0s processos descontinuo ¢ descontinuo alimentado respectivamente. O
fluxo de alimentagio foi de 78,3 mi/h no processo descontinuo atimentado,

2 3. METODOS ANALITICOS.

%.3.1~ Massa celular.

A massa celular foi determinada medindo-se 2 turbidez a 600 nm de uma
suspensio de células em 4gua destilada, apds separagao das mesmas por centrifugacio a 7000
pm por 10 minutos. O correspondente peso seco ¢ obtido da curva de correlagdo de absorbéncia
s peso seco. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

3,3.2- Etanol.

O etanol produzido foi determinado por cromatografia gasosa, apoOs separacgio das
células por centrifugagdo, utilizando cromatografo CG-37-D e integrador CG-20, com coluna de
poropak Q, nitrogénio como gas de arraste {75 m/min), temperatura da coluna de 130 °C,
temperatura do detector de 195 °C e do injetor de 177 °C. Para a calibragio foi utilizado etanol
{09,8%) na concentragao de 1,5 g/t como padrdo externo. Todas as anlises foram realizadas em
duplicata.

3.3.3- Levana.

A determinagio do conteado de levana foi realizada medindo-se a turbidez do
meio de fermentagio a 600 nm, apds separacio das células a 7000 rpm por 10 minutos, segundo a
metodologia sugerida por SKOTNICK] ef alii (1981a). Os resultados foram correlacionados com
a concentragdo de levana determinada medindo-se a quantidade total de frutose, que é
precipitavel com etanol 75 %, pela metodologia do DNS (MILLER, 1959). Todas as analises
foram realizadas em duplicata.
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3.3.4- Determinac@o de agucar.

O achear redutor (AR) e o aglcar redutor total (ART), foram determinados pelo
método do acido dinitrosalicilico-DNS, apos separagdo das células por centrifugacio. Na
determinagio de ART, uma aliquota do sobrenadante foi hidrolisada com HCl 1,0 N, aquecida em
banho de 4gua em ebuligio, por 15 minutos, resfriada e neutralizada com NaOH 1.0 N
(PEARSON, 1976). Uma aliquota deste hidrohisado foi utilizada para determinacio do ART pelo
método de DNS. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

3.3.5-Analises de ions.

As determinagGes das concentrai;ﬁes dos tons foram realizadas no melago apods os
tratamentos descritos no fem 3.23.1, esterilizagdo. O material foi mineralizado por via seca
(ITAL, 1987). Os ions calcio, potassio, sodio e magnésio foram determinados por
espectrofotometria de absorglo atémica (espectrofotdémetro Perkin Elmer 5000). O fosforo foi

determinado pelo método de vanadomolibdato (AOAC, 1980), e o cloreto pelo método de Mohr
(WINTON & WINTON, 1958). Todas as analises foram realizadas em duplicata.

3 4- CALCULOS DOS PARAMETROS CINETICOS.

3.4.4- Calculos cinéticos para o processo descontinuo.

Os pardmetros cinéticos foram calculados na fase exponencial de crescimento de
acordo com PIRT (1975). A taxa especifica de crescimento foi calculada a partir do grafico
semilogaritmico de X vs t. Os célculos da taxa especifica de producdo de etanol (qp) e taxa
especifica de consumo de substrato (gs) foram realizados através de um programa computacional
desenvolvido por DIEZ & YOKOYA (1990).

-Taxa especifica de crescimento
p = 174t In X2/X1 (1)
~Taxa especifica de produgiio de etanol
qp = 1/X dP/dt (g/g.h)
-Taxa especifica de consumo de sustrato

qs = 1/X dS/dt {(g/gh)

Os coeficientes de conversio em etanol {Yp/s) e massa celular (Yx/s) foram
calculados pela curva de regressiode Pvs Se X vs S, respectivamente.
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-LCoeficiente de rendimento em etanol

Yp/s =AP/AS {g/g)

-Coeficiente de rendimento em massa celular
¥x/s=AX/AS {g/g}
O rendimento em etanol {Y) foi caleulado dividindo-se o coeficiente de conversio
em etanol (Yp/s) pelo rendimento tebrico.
Y = Yp/s/0,511 (%)
3.4.2- Calculos cinéticos para o processo descontinuo alimentado.
~-Rendimento
‘ ME12-MED

R= x 100 (%%)
MEt

onde: MEt=0511xFx8oxI
-Produtividade em etanol
MEIO-MED

PE= (g/Lh)
tx ¥V

-Taxa especifica de consumo de aglicar em 10 horas

ARTe

PS10 = {g/g.h)
t x MX10

“Taxa especifica de produgio de etanol em 10 horas

ME1D-MED
PEID = {g/g.h)
tx MXi0

-Coeficiente de rendimento em 10 horas de fermentagao

ME10-MEG
Yp/sl0= {g/g)
ARTc
MX10-MX0
Yx/510 = (g/g)
ARTe
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1-Efeito da temperatura € pH na formagao de etanol e subprodutos durante a
fermentacao de sacarose por Zymomonas mobilis.

Considerando que a temperatura € 0 pH desempenham um papel importante no
controle da fermentagio, foi estudado o efeito destes fatores na formagio de etanol e subprodutos
durante a fermentagdo de sacarose por Zymomonas mobilis.

4.1.1-Efeito da variagao de ternperatura.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos no estudo do efeito da temperatura sobre
a formacio de levana, consumo de agucar e produgio de etanol por Zymomonas mobilis CP4,
utilizando sacarose (100 g/l) como fonte de carbono. Esses resultados mostram que em
temperatura de fermentagdo superior 2 37 °C se reduz a taxa especifica de crescimento ¢ a
produtividade do microrganismo, Além disso, temperaturas superiores a 34 °C provocam uma
marcada inbicio do crescimento (Figura 1) € produgio de alcool (Figura 2Z), diminuindo
drasticamente os rendimentos fermentativos. Em temperatura de 34 °C obtém-se 2 mixima taxa
de crescimento {0,407 1) e o maximo coeficiente de rendimento Yp/s (0,483 g/g) equivalente a
44,5 % do valor {e0rico.

SKOTNICKI ef alii (1981a), trabalhando com varias cepas de Zymomonas
mobilis, verificaram que em temperatura de 37 °C a produgdo de etanol foi menor do gue a 30 °C,
apresentando concentragao de etanol de 38 e 56 g/l respectivamente en meio com 200 g/l de
sacarose. LYNESS & DOELLE (1980), também observaram variagio na produgio de etanol na
faixa de 30 a 42,5 g/, em funco da variagiio da temperatura em meio utilizando sacarose
{200g/). Para faixa de temperatura entre 30 ¢ 35 °C encontraram valores de etanol de 69,5 g/l
para Z. mobilis Z7 e de 66,1 g/l para Z. mobilis Z10.

Em temperaturas de 30 e 37, oC os resultados obtidos em termos de rendimento
foram levemente inferiores aqueles obtidos em 34 °C, mas, semelhantes aqueles reportados na
titeratura (LEE ef alil, 1981a; LAUDRIN & GOMA, 1982; FIESCHKO & HUMHREY, 1983;
DOELLE & GREENFIELD, 1985b) para fermentagio de sacarose por Zymomonas mobilis.
Estes autores concluiram que 2 matoria dos parimetros cinéticos ngo foram afetados na faixa de
temperatura de 30 1 36 °C, mas o rendimento em etanol decresceu de 94 para 78 % do valor
sedrico. Isto foi atribuido & formagdo de subprodutos (LEE ef alii, 1981a) ou a aumento no
coeficiente de manutengio (LAUDRIN & GOMA, 1982; FIESCHKO & HUMPHREY, 1983).
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Tabela 1- Efeito da temperatura nos parimetros cinéticos de fermentagio de sacarose {100 gfl)
por Zymomonas mebilis CP4. pH inicial 5,7. (Ver o capitulo da nomenclatura para
definiciio dos simbolos).

Pardmetro Temperatura { °C)

30 34 37 40
pmax (1) 0,392 0,407 0,383 0,254
Yp/s {g/g) 0,432 0,483 0,457 0,319
Y (%) 84,2 94,5 89 4 62,4
Yx/s (g/g) 0,020 0,024 0,019 0,609
P{g/lh) 2,96 3,31 3,12 2,32
AC (%) 85,1 87,0 86,1 51,8
ievana (/) 3,56 2,31 1,60 0,60

E interessante notar que com o aumento da temperatura de fermentacio diminui a
produgiio de levana. A levana ¢ um polimero de frutose que se forma guando sacarose &
fermentada por. Zymomonas mobilis. Alguns autores t8m atribuido a baixa produtividade da
fermentaglio por Zymomonas 4 formagho de subprodutos como levana ¢ sorbitol (PARK et alii,
1983, Viikari, 1984a).

Zymomonas mobilis hidrolisa sacarose rapidamente sendo que a taxa de hidrélise
depende da temperatura de fermentag8o (LYNESS & DOELLE, 1980), concentracio de sacarose
¢ pH (LYNESS & DOELLE, 1981). Baixas temperaturas (30 °C) conduzem a uma maior mdugiio
da levansacarase enquanto que as temperaturas elevadas e pH inicial elevado Teprimem g
produgfo de levana pela enzima (LYNESS & DOELLE, 1983).

Com o aumento da temperatura de incubagio, hi hidrolise da sacarose
observando-se que nas primeiras 6 horas obtem-se a maxima liberagio de agtcar redutor, produto
da hidréhise da sacarose (Figura 3). Isto parece estar associado com a producio de levana, desde
que o maximo valor de levana obtido coincide com a méxima quantidade de agiicar redutor
presente no caldo fermentado, em cada temperatura em estudo (Figura 4). Apesar de que em
temperaturas superiores a 37 °C quase nfio h4 formagio de levana, nio séria recomendivel
trabalhar nestas temperaturas porque os rendimentos da fermentacio sio baixos devido 2
problemas de inibica0 da bactéria.

31



LG 1B HU BE0IBOES We SQow 'S oW HY "escBnes We

SBUOWOWAZ  Jod OPIZNpOId I0UBLE O BIgos ENIQOU SRUCWOWAZ B CLUWIDSEID © 8ugos
Bunipsadwel Bp oedeues Bp OLBI-ZB 4 Binjgseduel ep 0sdeusa B OLiei3-1'Bid
{BRIOH) OdNTL {§BI0H} OdW3L
gl ol 9 0
T T r LG

[ O T S

i

F I O T

o9 ol
(1/8) TONvL3 WU 008 'O'd

32



Qg

LG (810Ul HA 96048088 WS S1ygow
SBUCWOWAZ 1040 BDRWIO) BUBAS] B BJQ0S
Bunjesedwse) ep OBdBIIBA BD O110i5-9Bid

(sBIOM} OdiNT L

=

A1/8) wNYAT

0z oz g1 o g g

8¢

'R

0g

4G BRI MY B80IB8S We sigow
seUowowAz  1od {Hy) [enpises seonde ou
ginjeadwel oo oedelen ep 0119}3-8'814

{$840H) OgW3 L
g2 0z gL oL g 0

L)

v ¥ ! I

-

Q%

Or

0%

{t/8) 4 v

33



A produtividade de etanol (g/1.h) também ¢ afetada pela variagiio da temperatura,
apresentando valor mais alto a temperatura de 34 °C (3,31 g/Lh}. A produtividade em temperatura
de 37 °C ¢ ligeiramente inferior 4 obiida na temperatura de 34 °C, mas, a producio de levana a 37
°C ¢ bem menor. Resultados similares foram obtidos por FAVELA TORRES & BARATTI
(198?), trabathando com uma cepa floculenta de Zymomonas mobilis,

4.1.2-Efeito do controle de pH em temperaturas de 30 e 37 °C.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados sobre o efeito da temperatura (30 ¢
37 °C} no crescimento, aglicar consumido, produgiio de levana e etanol pela Zvmomornas mobilis
em fermentador de laboratdrio de 1 litro com e sem controle da acidez em pH 5,7. Foi utilizada
sacarpse {100 g/f) suplementada com nutrientes como descrito no item 3.1.4.1.

Os resuliados mostram que os parametros cinéticos s#io afetados tanto pela
temperawradquante pelo controle de pH do meio de fermentagiio. Utilizando temperatura de
37 °C, vom e sem controle de pH, a taxa especifica de crescimento (jumax) é maior e a quantidade
de levana € menor que em temperatura de 30 °C. O crescimento celular diminui apSs 5 horas de
fermentagio no meio sem controle de pH na temperatura de 37 °C (Figura 5). Contudo, a
produgio de etanol foi superior na temperatura de 37 °C com ¢ sem controle de pH (Figura 6).

Tabela 2- Parimetros cinéticos da fermentagfio de sacarose (100 g/ly por Zymomonas mobilis
CP4, 2 30 ¢ 37 °C sem e com controle de pH em 5,7. (Ver o capitulo da nomenclatura
para definicio dos simbolos). -

Temperatura { °C)
Pardmetro Com controle de pH Sem controle de pH
30 37 30 37
ymax {h-1) 0,448 0,482 0,392 0,454
Yp/s (2/g) 0,475 0,477 0,441 0,447
Y (%) 93,0 93,3 86,3 87,5
Yx/s (g/g) 0,034 0,034 0,030 0,033
P (g/Lh) 4,07 5,08 4,09 4,99
AC (%) 88,2 88,8 85,8 87,2
Levana (g/h) 2,86 0,06 3,77 1,53
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A porcentagem de agiicar consumido {em 12 horas), o rendimento em etanol (3%
do valor tedrico) e a produtividade foram superiores em temperatura de 37 °C, em processo com
controle de pH. As quantidades de levana na temperatura de 37 °C foram inferiores aquelas
obtidas a 30 °C principalmente quando se fazia o controle de pH. O coeficiente de rendimento em
etanol (Yp/s) obtido durante a fermentagio com controle de pH, nas temperaturas de 30 e 37 °C,
foi também elevado 0475 e 0,477 g/g, com rendimento de 93,0 e 93,3% do valor teérico,
respectivamente, © que equivale a resultados obtidos quando glicose ¢ utilizada como fonte de
cartbono para fermentagio (LEE er alii, 1979, ROGERS ef alii, 1979). Estes resultados
comprovam que a formagBio de subprodutos, como levana, diminuem os rendimentos
fermentativos das Zymononas,

As Figuras 7 e 8 mostram o agucar redutor {AR) liberado e a Jevana formada
durante a fermentagiio com e sem controle de pH a 30 e 37 °C. Observa-se que a maxima
quantidade de levana formada (3,77 g/l) foi obtida a 30 °C, sem controle de pH, apds 6 horas de
fermentacio, coincidindo com a maxima quantidade de agucar redutor liberado pela hidrolise da
sacarese. Observa-se (Figura 7) que nos ensaios com controle de pH a 30 e 37 °C o aghcar
residual € menor gue aquele obtido sem controle de pH nas mesmas temperaturas. A 30 °C as
méximas quantidades de AR, nos ensaios sem e com controle de pH, correspondem a 50,95 ¢
36,89 g/l, respectivamente, representando, o controle de pH, cerca de 28% menos de AR liberade
em 6 horas de fermentacfio. Sem ¢ com controle de pH, a 37 °C as maximas quantidades de AR
correspondem a 27,52 ¢ 19 g/, respectivamente, representando, ¢ controle de pH, cerca de 30%
menos de AR liberado em 6 horas de fermentacfio. Estes resultados confirmam que o controle de
pH ¢é um fator muito importante no controle da hidrélise da sacarose e portanto na formagio de
subprodutos. A variagio da temperatura sO influl na formagio da levana, como ja foi mostrado na
Figura 3, sem afetar a quantidade de AR liberado exceto na temperatura de 40 °C na qual hé um
forte efeito inibidor do crescimento e fermentagiio (Figuras 1 e 2).

A Figura 9 mostra o perfil de pH durante a incobago nas temperaturas de 30 e 37
°C, nas fermentacdes com e sem controle de pH. Nio se observam diferencas no perfil de pH nas
duas temperaturas em estudo. Nas fermentagBes sem controle de pH, esse valor soffeu uma queda
gradual atingindo o valor de 4,0 apds 10 horas de mcubagio. Nas fermentagSes com controle de
pH, este foi mantido em 5,7 pela adigio de NaOH. Os rendimentos fermentativos foram
superiores nas fermentagGes com controle de pH, em ambas temperaturas em estudo, contudo, a
guantidade de levana formada foi superior na temperatura de 30 °C (Tabela 2}, DOELLE &
GREENFIELD (1985a), mostraram que 0 aumento na temperatura de fermentagio de 30 °C para
35 °C reduziu a formacio de levana e o aumento no pH imcial do meio reduziu a formagio de
sorbitol, em fermentaciio por Zymomonas mobilis em processo descontinuo. Os resultados aqui
apresentados concordam com aqueles obtidos por aqueles autores que ressaltaram a importincia
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do controle dos parimetros de fermentacio (pH e temperatura) para controlar a formagio dos
subprodutos e desta maneira aumentar o rendimento alcoglico.

pH

8

1R | —— 3090 8/
- 80 %0 g -
~¥- 3740 8/0 -
-8B a7 e/e
8 F i .
Q 5 [0 B 1% - 20 26

TEMPO {(Horas)

Fig.g-Partil de pH durants g fermentagio -
de sacarose, 3em e com controle da pH a

4.2-Fermentagaoc de melago de cana-de-agGcar por Zymornonas mobilis,

O melago, tem a vantagem de ser uma matéria-prima de baixo custo e disponivel
em grandes quantidades no Brasil Contudo, alguns de seus componentes podem causar inibigfio
do crescimento e da fermentaglio por Zymomonas. Os niveis relativamente elevados de alguns sais
inorgénicos, especialmente cloreto de potissio, e alguns ions como célcio ¢ magnésio podem
apresentar um significativo efeito imbidor da fermentagfio (SKOTNICKI er afii, 1981b; OURA,
1983; RHEE et alii, 1984} Os melagos apresentam grande variedade na sua composigio quimica
{ALMEIDA, 1966; OLBRICH, 1974), portanto ¢ dificil poder determinar qual ou quais
componentes provocam inibigio da fermentacdo.
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4.2.1-Tratamentos de clarifica¢do de melago.

A Tabela 3 mostra os resultados dos andlises de fons efetuadas no melago ap6s os
tratamentos de clarificagdo e esterilizagio, como descrito no item 3.2.3.1. O meio 1, que foi
preparado unicamente fervendo-se o melago diluido por 10 mimutos, foi considerado como
controle para ver o efeito de remoglio dos ions. A andlise da Tabela 3 mostra que o calcio ¢
removido em aproximadamente 40 % em todos os tratamentos; o sodio e o fosforo aumentam sua
concentracio em todos agueles tratamentos que utilizam algnm sal que contenha estes fons na sua
composi¢io; o potassio é removido em aproximadamente 34 % em todos os tratamentos, mas
magnésio e cloreto praticamente nfo sfo removidos com os tratamentos utilizados. Para o
tratamento 5 ndo foram fettas as andlises dos ions.

Tabela 3~ Concentragdo de&_ ions do melago apbs o0s respectivos tratamentos de clarificacio
{descritos no item 3.2.3.1) e esterilizagio.

Tratamentos Catt Nat K* Mgtt p Cl-
ppm ppm ppm ppm ppm Yo

1 2894 . 885 7795 925 100,0 0,46

2 1783 418,0 5440 . 813 309,0 0,39

3 1850 423.0 5271 - 815 2386 n a4

4 1786 1072 5327 793 101,2 1,03

A Tabela 4 mostra os resultados da taxa especifica de crescimento e etanol
produzido {(em 24 homas de fermentagfo} quando o melaco, preparado de acordo com os
tratamentos descritos no item 3.2.3.1, ¢ utihzado para fermentacio pela bactéria Zymomonas
mobilis CP4. A taxa especifica de crescimento diminui notoriamente quando sdo utilizados os
tratamentos 4 ¢ 5. Durante a fermentagio utilizando os tratamentos 4 e 3, a producio de etanol €
menor que nos outros tratamentos em estudo. No meto 4 o fon Cl- estd na concentragio 4 vezes
maior que os demais o que poderia ser responsavel por esse resultado. O fon Na¥ do meio 4 que
se encontra quatro vezes inferior em relacfio ao meio 2 ¢ 3 pode também ser responsavel por esse
resultado porgue o meio 1 também apresenta pouco s6dio ¢ a produgio de etanol foi menor em
comparacic com os meios 2 e 3 {Tabela 3). Os tratamentos 1, 2 ¢ 3 nfo afetam nem a taxa
especifica de crescimento e nem a produgio de etanol. Contudo, estes resultados sfo inferiores
aqueles reportados quando a Zymomonas fermenta glicose (LEE et alii, 1979, CROMIE &
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DOELLE, 1980,1981), frutose (NELLAIAH es alii, 1988) ou mesmo sacarose {LYNESS &
DOELLE, 1980, 1981; DOELLE & GREENFIELD, 1985a,b),

Tabela 4- Taxa especifica maxima de crescimento {(umax) e etanol produzido (E) em 24 horas de
fermentago, em relagio aos tratamentos de clarificagiio efetuados no melago.
Temperatura de 30 °C e pH inicial 5,7

Parametros Tratamentos
i 2 K] 4 5
Lmax (h‘lI } 0,253 0,269 0,260 0,140 0,157
E (g} 29582 30,51 34,59 26,4 28.64

Pouca informagic existe na literatura em relagio a produgio de etanol por
Zymomonas mobilis, utilizando melago, VAN VUUREN & MEYER (1982}, utilizaram diferentes
cepas de Zymomoras mobilis e as comparou com 8. cerevisiae quanto a producio de etanel -
utifizando melago de cana-de-agticar em sistema descontinuo de fermentagfo. Segundo esses
autores, a habilidade de Zymomonas produzir etanol de melago varia de cepa para cepa. Em baixa
concentragio de agtcar (5% p/v), Zymomonas compara-se favoravelmente com S. cerevisiae, ao
passo que em altas concentragbes de achcar (maior a 5 % p/v) S cerevisiae produziu
consideravelmente mais etanol que Zymomonas. A baixa eficiéncia obtida por Zymomonas
deve-se segundo estes autores, provavelmente, 4 presenca no melago de certos compostos
nibidores do crescimento e da produgio de etanol.

O efeito inibidor do melago sobre Zymomonas foi atribuido por SKOTNICK] ef
alii (1981b) aos niveis relativamente altos de potassio e magnésio. ROGERS ef alii (1982),
relataram, também, inibiclo significativa do crescimento e da produgfio de etanol em Zymomonas
ZM4, em razio, provavelmente, das altas concentragdes de potassio, magnésio e cloreto no
melago. Estes autores solucionaram parcialmente o problema, passando o melago através de uma
membrana seletiva de ions e da selec@o de um mutante, ZM4 82, tolerante a sais.

Além destes ions, outros componentes do melago como fenol, indol nitratos,
clorofenolatos, acidos alifaticos e aromaticos, etc. podem ser responsaveis pela inibicio da
fermentagio {OURA, 1983; RHEE er alii, 1984). Segundo OURA (1983), melaco de baixa
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qualidade pode provocar problemas durante a fermentaglo por leveduras. Substincias coloidais 5
material em suspensio, material colorido, 4cido sulfuroso e nitritos e nitratos, dentre outros
compostos, s3o também prejudiciais 4 fermentagio por leveduras.

E importante destacar que a literstura tem mencionado que o melago ¢ uma
matéria-prima dificil de fermentar a nivel industrial, devido principaimente a infecgSes primarias
ou secundarias nos mostos, composigio quimica anormal como presenga de dcidos graxos
volateis, quantidades excessivas de caramelo e quantidade excessiva de rafinose, dentre outras
(OLBRICH, 1974). Por outro lado, além de sacarose e de aglicar invertido o melaco contem
carboidratos niio fermentdveis. Estima-se que estes compostos sio formados pela reacdo entre
compostos reativos acidos e alcalinos durante a clarificacio e tratamentos subsegiientes da
fabricagio de agticar, mas, nfio se encontram originalmente no caldo de cana (OLBRICH, 1974).

4.3-Estudo do efeito da adigdo de alguns ions ao meio com sacarose.

Os resultados do estudo anterior ‘mostraram que os rendimentos obtidos na
fermentagio com melago de cana-de-agucar, em todos os tratamentos foram inferiores aqueles
reportados na literatura para substratos como glicose e sacarose. Os tratamentos de clarificacio -
nao toram suficientes para remover alguns ions, especialmente cloreto, magnésio ¢ potassio os
quais podem causar inibigio do crescimento e da fermentagio por Zymomonas {(SKOTNICKI ¢7
atii, 1981b; VAN VUUREN & MEYER, 1982; RHEE ef alii, 1984), Pama verificar ests hipotese -
e determinar qual ou quais ions ¢ em qual concentragio poderiam inibir a fermentagfo, foram
realizados experimentos utilizando sacarose em vez de melago para evitar que a presenca de
diversos componentes deste subproduto pudessem interferir nos resultados.

4.3.1-Efeito da adi¢do de sais ao meio de fermentagio.

De acordo com o resultado das andlises de ions mostrado na Tabela 3 foram
preparados meios de fermentaglo adicionando-se, a0 meio controle, sais que-contém os ions em
estudo (K, Na*, Ct, Ca™F e Mg*™ } numa concentragiio similar aquela encontrada no melago.
O meio controle foi preparado com sacarose 100 g/, KH;:PCL; 1,0 g/, (NH4)2804 1,0 g/,
MgS04.7H70 0,5g/1 e extrato de levedura 10 g/l.

A Tabela 5 mostra os resultados da taxa especifica maxima de crescimento
{umax), coeficiente de rendimento em etanol (Yp/s), rendimento em porcentagem do wvalor
tedrico (), coeficiente de rendimento em massa celular (Yx/s) e produtividade em etanol (P)
durante 2 fermentagio da sacarose (100 g/l), em funglo dos sais adicionados 20 meio de
fermentagio.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que o meio
preparado com Mgt apresentou resultados similares aqueles obtidos no meio controle,
mostrando que ndo ba efeito mibidor por este fon. Os sais adicionados ao meio de fermentacio
que continham K, CI* e Ca'™ afetaram os parfmetros cinéticos de fermentaciio diminuindo os
valores de pmax, Yp/s, Yx/s ¢ Y%. Os sais que continham Na™ 36 afetaram o rendimento em
etanol (Yp/s) sem afetar o crescimento da bactéria. RHEE er alii (1984), BAJPAI &
MARGARITIS (1984) e SWINGS & DELEY (1977) mostraram inibigio de Zymomonas por
potassio, caicio e cloreto, respectivamente.

As Figuras 10 e 11 mostram as curvas de crescimento e produgiio de etanol da
bactéria em relagdo aos sais adicionados, Observa-se mibigio do crescimento ¢ da producgio de
etanol nos meios gue continham potassio, célcio e cloreto, Nos meios que continham sédio e
magnésio as curvas de crescimento e producio de etanol sio similares as obtidas no meio
controle.

Tabela 5- Pardmetros cingticos da fermentacBo de sacarose {100 g/h) por Zymomornas mobilis
CP4 em fungdo dos sais (g/l) adicionados. Temperatura de 34 °C e pH inicial 5,7 (Ver
o capitulo da nomenclatura para definigio dos simbolos).

Comtrole KCl  Ky804 NaCl NaHpPQg  NaCl CaCly; MgSQy

Parfimetros {4 12,5 (3 0.5 50 5,0 5,0
pmax 0,438 0,397 0,421 0,459 0,441 0,389 - 0344 0,406
Ypfs 0,460 0,381 0,403 0405 0,399 {,383 0,355 0,463
Y% 90,0 74,5 78.8 79,2 78,1 74,9 65,5 90,6
Yxis 0,023 0,016 0,020 0,024 0,024 0,018 0,016 0,024
P 4,34 3,65 4,23 4,58 4,24 - 3,87 3,25 4,17
ap 4,79 6,80 6,70 5,16 5,54 5,38 4,94 484
gs 11,88 16,85 16,05 13,17 15,54 12,0 14,256 12,76
AC £6,81 8536 82,27 85,36 £6,11 86,11 84,99 87,47

As Figuras 12 e 13 mostram o agicar redutor hiberado e a levana formada durante
a fermentagio em fungio dos sais adicionados ao meio de fermentagiic. Observa-se que naqueles
meios que contem potassio, calcio e cloreto forma-se a maior quantidade de levana (3,91, 4,025 e
3,15 g/, respectivamente), obtendo-se com estes meios o3 menores rendimentos fermentativos
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(Tabela 5). Entretanto nos meios que contem sodio e magnésio a quantidade de levana formada é
similar aquela obtida com o meio controle (1,499 g/). A maxima quantidade de levana formada
em cada meio em estudo coincide novamente com a mixima quantidade de acglicar redutor
liberado pela hidrélise da sacarose (Figura 12).

4.3.2.-Efeito da variagao da concenfracio de Potassio.

Na Tabela 6 s&o apresentados os resultados do efeito dz variagio da concentragio
de KCI nos parametros cinéticos da fermentagio de sacarose (100 g/), 2 temperatura de 34 °C e
pH inicial 5,7. O meio controle foi preparado da mesma forma que no ensaio anterior.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que com o
aumento da concentragio de KCl diminuiram a taxa especifica de crescimento {umax), a
produtividade (P), os coeficientes de rendimento em etanol (Yp/s) e massa celular (Y’ x/s}. Estes
resultados claramente indicam gque o KCl em concentracdes superiores a 0,5 g/l é inibidor do
crescimento e da fermentagiio por Zymomonas mobilis CP4 (Figuras 14 e 15}, Resuiltados
similares foram reportados por RHEE e alii {1984) em trabalho realizado com Lymomonas
mobilis ZM4 utilizando meio com glicose, 250 g/l.

Tabela 6~ Efeito da vanacio da concentragdo de KCI-(g/) nos parimetros cinéticos da
fermentac3o de sacarose (100 g/l) por Zymomonas mobilis CP4. Temperatura de 34 °C
e pH inicial 5,7. {Ver o capitulo da nomenclatura para definicio dos simbolos),

Parametros Concentragio de KCl (g/1)

Controle 5 10 12,5 17,5
umax (b1 ) 0,440 0,409 0,396 0,332 6,239
Ypis (g/g) 0,461 0,430 0,385 0,377~ 0,360
Y (%) 90,2 84,1 773 73,8 70,5
Yx/s {g/g) 0,023 0,017 0,016 0,011 6,007
P (g/Lh) 4,01 3.5 3.4 2,89 2.1
gp {g/e.h) 4,79 6,19 6,80 6,90 NC
gs (g/g.h) 11,80 15,33 16,85 0,88 NC
AC (%) 84,57 84,37 82,27 62,23 48 61

NC = Nio caleulado.
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As Figuras 16 e 17 mostram os resultados do agcar redutor liberado ¢ a levana
formada em funcBo da variacfio na concentragiio de KCl. Observa-se que a quantidade de levana
formada aumenta com o aumento da concentragio de KCl até a concentragdo de 10 g/l
acompanhando as curvas de aglcar redutor liberado. Em concentrages superiores a levana
formada ¢ menor devido provavelmente a redugio da hidrolise da sacarose e inibicio do
crescimento e fermentagio, havendo portanto menor concentragio de agtcar redutor no meio, A
porcentagem de agicar consumide também diminui com o aumento da concentragiio do KCl
{Tabela 6).

- 4.3.3-Efeito da variagao da concentracdo de Calcio.

A Tabela 7 mostra os resultados do efeito da variagio da concentracio de CaCly
nos pardmetros cinéticos da fermentaciic de sacarose (100 g/1) 4 temperatura de 34 °C e pH inicial
5,7. Com o aumenio da concentragio de CaCly além de 2,5 g/l diminuem os rendimentos
fermentativos ¢ a produtividade. A taxa especifica de crescimento diminui de 0,438 h~! no meio
controle para 0,183 h! no meio preparado com 10 g/l de CaCly; o coeficiente de rendimento em
massa celular (Yx/s} diminui de 0,023 g/g no meto controle para 0,009 g/g no meio com 10 g/l de
CaClp. Estes resultados claramente indicam que o CaCl em concentragbes superiores a 2.5 g/l
inibe a fermentaglio por Zymomonas.

Tabela 7- Efeito da variagio da concentragio de CaCly nos parfimetros cinéticos da fermentacio
de sacarcse (100 g/l) por Zymomonas mobilis CP4. Temperatura de 34 °C e pH inicial
5,7. {Ver o capitulo da nomenclatura para definigio dos simbolos),

Pardmetros Concentragdo de CaCly (g1}

Controle 1 25 5 10
umax (k1) 0,438 0,441 0,445 0,344 0,183
Yp/s {g/g) 0,460 0,408 0,407 0,355 0,305
Y (%) 90,0 79,8 79,7 69,4 59,7
Yx/s (/g) 0,023 0,022 0,022 0,016 0,009
P (g/1h) 4,34 4,28 4,49 3,25 1,45
ap (g/g.h) 4,79 5,41 5,74 4,94 576
gs {g/g.h) 11,88 12,87 13,96 14,26 8,70
AC (%) 86,81 85,86 84,72 82,65 - 2511
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A massa celular e o contetido de alcool diminuem com o aumento da concentragio
de CaCly (Figura 18 e 19), contrastando-se com resultado apresentado por BAJPAI &
MARGARITIS. (1984), em um estudo realizado com glicose utilizande Zymomonas mobilis
ATCC 10988. Esses autores verificaram que a massa celular aumentava com o aumento na
coﬁcentragﬁo de CaCly, obtendo 3,64 g/l de massa celular no meio com 4 g/l de CaCls.

As Figuras 20 e 21 mostram os resultados de agucar redutor liberado e levana
formada em funglio da variagio da concentragiio de CaCly. A quantidade de levana formada
aumenta com o aumento da concentrago do CaCly até 5 g/l acompanhando as curvas de agicar
redutor liberado. Na concentragio de 10 g/t de CaCly a levana continua-se formando devido a
concentragio de agiicar redutor liberado permanecer constante ap6ds 6 horas de fermentagio. A
porcentagem de agiicar consumido nesta concentracio de CaCly é baixa permanecendo em 25,11
gllem 12 hn;as de fermentacio (Tabela 7).

4.3.4.-Efeito da varia¢do da concentracio de Magnésio.

A Tabela 8 mostra os resultados do. efeito da vadagio da. concentracio de
MgS804.7THyO nos pardmetros cinéticos da fermentaciio de sacarose (100 g/1) & temperatura de
34 °C ¢ pH inicial 5.7. A concentragio de Mg na forma de MgS04.7H70, na faixa de 5 a 25 g/},
ndo afeta o crescimento, a produtividade, os rendimentos em etanol ¢ massa celular. Estes
resultados sdo.contrarios aos reportados na literatura que mostram que o magnésio pode ter um
efeito inibidor da fermentacio por Zymomonas (SKOTNICKI ef alii, 1981b).

Em relaglo a0 crescimento celular ¢ produgio de etanol (Figuras 22 e 23}, niio se
observam diferencas nas curvas de crescimento em nenhuma das concentragSes de magnésio em
estude. O agucar redutor liberado foi similar aquele obtido no meio controle (Figura 24). Quanto
a levana, 0 aumento na concentragfio de magnésio ndo aumentou a quantidade de levana formada
(Figura 25), obtendo-se a maxima quantidade de levana na faixa de 2,6 a 2,5 g/, quantidade
inferior aquela obtida com o meio controle {2,989 g/)

G efeito do MgS804.7THO foi também estudado em concentracdes menores 0,5-3
g/1) e em temperaturas de 30 e 37 °C. A taxa especifica mixima de crescimento em concentragdes
menores que 1g/1 de MgSO04.7THO € menor que aquela do meio controle, na temperatura de 30
°C, indicando que pequenas quantidades de magnésio s30 necessirias para o crescimento de
Zymomonas. Em temperaturas de 37 °C a taxa especifica méxima de crescimento & semelhante
aquela do meio controle (Tabela 9.
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Tabela 8- Efeito da varagdo da concentragio de Mgd04.7H,0 nos parmetros cinéticos da
fermentagio de sacarose (100 g/l) por Zymomonas mobilis (P4, Temperatura de
34 °C e pH mucial 5,7. (Ver o capitulo da nomenclatura para definigio dos simbolos).

Parametros Concentraggo de Mg304.7H>0O (g/h

Controle 5 10 15 25
pmax (b1 ) 0,404 0,406 0,404 0,398 0,387
Yp/s (g/g) 0,460 0,463 0,463 0,461 0,462
Y (%) 90,0 90,6 90,6 90,1 90,4
Yx/s (g/g) 0,024 0,024 0,022 0,026 (0,023
P (g/th) 4,18 4,17 4,12 4,06 4,08
qp {g/g.h) 4,88 4,84 4,80 4,65 4,50
gs {g/g.h) 12,76 12,76 12,70 11,72 10,66

Tabela 9- Efeito da vaniagBo da concentragio de Mg804.7H»O na taxa especifica maxima de
crescimento {umax), em temperaturas de 30 e 37 °C, durante a fermentagio de
sacarose (100 g/1) por Zvmomonas mobilis CP4. pH micial 5,7.

Temp. Concentragio de MgS04.7H-0 {g/l)

Controle 0,5 1 1,5 2 3
30°C 0,404 0,365 0,392 0,411 ND 0,406
37°C 0,422 0413 0,415 0,419 (3,400 0,412

WD = Nio determinado.

A Figura 26 mostra a variagio da concentragio de levana formada em relagiio a
variagiio do contedido de magnésio e da temperatura de fermentaciio. Observa-se que a medida
que aumenia & concentragio de magnésio, diminui levemente o conteudo de levana, sendo este
menor em temperatura de 37 °C.

Os resultados obtidos no presente estudo sobre o efeito da concentragio de
magnésio sobre os pardmetros cinéticos de fermentag3o por Zymomonas mobilis sio contrarios
aos reportados por SKOTNICKI er afii (1981b) que indicam que o Mg pode ter um efkito

52



LG B MU 8 Oy e jouBLe
ep oednposd B eJQ08 ORIBIUGWIS] &P
ciew o8 vOSBIN ep oBdipE Bp 0118)3-52 814

{(8BJ0H) QgL

{/B) TONwL3

e

LG B0 WO B Db SHIQW SBUCWOWAY
el CJUBLIINERIO © 8ugos nudeiusule) op
cloW o' +OSBI op ordipe Bp 0110)3~22' B4

{§BIOH) QdNIL

& Gl O g 0
Y 1 Y (R4

I . T

ol
WU 009 00U

53



oe

£°G B0 HU 8 DubrD 'BRBLIIG) BUBAS| BU
POSDIA 6D OBSRIUEIV0D BR 01 T-02° 814

{BBIOH) QNI L

g2 0z s oL g 0

{1/8) YNYATT

g

0

' 1RO Hd
8 O v (Y] ENpIRsd nPes JBonde OU
rOEN 80 OBIBUSIUDD BY DlielN-Z8id

{8BI0H]} QNI L
gz pz S 0l g 0

<

+ ¥ L] ¥

91

0z

9z

e

(148) v

54



inibidor da fermentagio da Zymomonas. ROGERS ef alii (1982) também reportaram significativa
mibiglo do crescimento ¢ da produgiio de etanol em Zymomonas mobilis CP4 em razdo,
provavelmente, das altas concentragBes de sais de potéssio, magnésio e cloreto nos melagos.

A presenga de magnésio ¢ muito importante na fermentagio por Zymomonas,
desde que fons magnésic sio requeridos como cofatores de varias enzimas da via Entner
Doudoroff, mcluindo glucoquinase, glicose 6-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase e
enolase (MILLAR ef alii, 1982; SOLS et alii, 1971; STOUTHAMER, 1978). Segundo DAWES
& LARGE (1970) o ion magnésio tem um papel muito importante na prevengio da degradagio
do RNA prolongando a sobrevivéncia das Zymomonas.

D.C. 800 nm
0.5
—= 80, 005% [
~ 300G, 018 B
D4t - 80 3, 0.15%
. B 37 85, D.06%
- 378G, 0%
~~ greg pisyx B

0.2

0.1

L 3

0 & 10 L+ 20 25 30

TEMPO {Horas)

Fig.28-tfeltc da adigdo de MgS04 ao melp
de fermentag8o sobre a producéo de
lgvana, 30 %0 e 37 °C, pH §,7.
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Qutros co-fatores que podem ser necessarios na fermentacio por Zymomonas
incluem céicio e potassio. Segundo HOPPNER & DOELLE (1983), o calcio ativa a enzima
piruvato descarboxilase em Zymomonas, enquanto que SOLS ef alii (1971), reportaram que o
potassio ativa a enzima piruvato quinase. Contudo, a adiciio destes co-fatores nfio reduzem a
inibigdo da fermentagdo pelo etanol, segundo OSMAN & INGRAM (1985),

CROMIE & DOELLE (1980}, observaram incremento na taxa especifica maxima
de consumo de sustrato (gs) e de produgiio de etanol (gp) com o aumento da concentracio de
magnesio até a concentraciio de 3,0 g/l. A concentracio de etanol também foi aumentada com o
aumento da concentragdo de magnésio até 3,0 g/l diminuindo levemente quando a concentragio
aumentou para 4,5 g/l.

Estudos realizados por DIEZ & MANSILHA (1990), mostraram gue, utilizando
caldo de beterraba agucareira, a presenga ou auséncia de MgS04.7H,0 niio afetou os
rendimentos fermentativos nem apresentou eferto inibidor da Zymomonas mobilis CP4, uma vez
que a concentragio de magnésio no caldo de beterraba ¢ superior A fornecida pela suplementagio
com MgS04xTH2O 0,05% e que o fator imitante da fermentaciio era o extrato de levedura,

Os resultados gerais do estudo sobre clarificagio de melago e efeito da
concentragdo de ions na fermentagio de Zymomonas mobilis CP4, mostram que, nas condigdes
de fermentagBo utiizadas, os tratamentos de clarificacBo do melace nfio sic suficientes para
aumentar os rendimentos fermentatives. Potassio, cilcio e cloreto intbem a fermentacio por
Zymomonas, mas © magnésio nlo ‘teve .efeito inibidor da fermentacic em nenhuma das
concentragbes estudadas.

4.4-Fermentacdo de melago em processo descontinuo.

4.4.1-Efeito da temperatura e concentracao de melago.

A Tabela 10 mostra os resultados dos pardmetros cinéticos da fermentagio de
melago de cana-de-agicar em diferentes concentragbes de ART e em varias temperaturas, O
melago utifizado foi tratado com NaHpPO4.HoO (1,87 g/l), esterilizade e suplementadoe com
nutrientes de acordo com ¢ item 3.1.4.2. Os ensaios foram realizados sem controle de pH.
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Tabela 10- Efeito da variagio da concentragio de So (g/l) e temperatura (°C) nos parametros
cinéticos da fermentacio de melago por Zymomonas mobilis CPA4.

S0 Temp  umax Yp/s Y Yx/5 P ap gs
gl °C bl wg % /g g/lh g/gh p/gh

30 0375 0424 829 0,021 2,16 6,66 12,04
55 34 0420 0441 864 0,022 253 6,12 16,27
37 0366 0429 839 0,017 237 492 12,70
A0 0,265 0293 573 0,010 1,97 4,66 9,26
67 30 0397 0442 865 0,024 230 4,50 10,26
30 0320 0452 884 0,020 3,41 7,32 14,87
108 34 0,393 0461 902 0,024 3,70 6,29 14,92
37 0,403 0447 875 0,017 328 5,35 15,71
40 0,286 0325 639 0,010 2,65 4,99 13,93
125 30 0325 0452 885 0,024 28 - 633 16,31
30 0 025 0410 802 - 0019 363 537 15,17
145 34 0300 0421 825 - 0018 323 622 17,70
37 0,329 0419 819 0,013 3,72 406 12,04
40 0,259 - 0296 - 57,9 0,007 3,12, 445 10,31
157 30 0,258 0399 78,08 0,017 26 5,27 14,73

215 30 0,162 0,283 55,38 0,008 1,80 339 1201

A taxa especifica maxima de crescimento variou pouco até a temperatura de 37 °C
caindo bruscamente na temperatura de 40 °C. Nesta temperatura, em todas as concentragdes de
ART o valor de umax foi menor, indicando inibicio da bactéria pela elevada temperatura, Nas
concentragdes de 55 ¢ 108 g/l o valor de vmax foi elevado na faixa de temperatura de 30 2 37 °C,
alcangando o valor de 0,42 -1 2 34 °C na concentragio de 55 g/l de ART e 0,403 b~} & 37°C na
concentragio de 108 g/l
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O coeficiente de rendimento, Yp/s, acompanhou os resultados da taxa especifica
maxima de crescimento, obtendo-se valores méaximos em temperaturas de 30 a 37 °C até a
concentragio de 145 g/l Na temperatura de 40 °C este coeficiente foi baixo em todas as
concentragbes de ART em estudo. Resultados similares foram obtidos por KING & HOSSEIN
(1982) em trabatho realizado com glicose nas concentragdes de 75 a 150 g/, pHdeSa8e
temperaturas de 30 a 40 °C. '

O coeliciente de rendimento Yx/s apresenton o valor maximo (0,024 gg) na
temperatura de 34 "C e concentragio de 108 g/l Em temperaturas superiores a 34 °C ¢
concentragbes de ART superiores a 125 g/l este pardmetro diminuiu bruscamente. Os demais
parimetros cinéticos também acompanharam estes resultados, sendo os menores valores obtidos
de produtividade, taxa especifica de produgiio de etanol {qp) e consumo de sustrato (gs) na
temperatura de 40 °C.

As Figuras 27, 28, 29, 30, 31, e 32 mostram as curvas de producio de massa
celular e produglio de etanol em 3 concentragSes de ART em relagho as temperaturas de
fermentagio. Observa-se que em todas elas a quantidade de massa celular ¢ etanol sio menores na
temperatura de 40 °C indicando uma clara inibi¢8o nesta temperatura.

Quanto ao efeito da variagio da concentragdo de melago, os resultados da Tabela
10 mostram que com o aumento da concentragdo de melago, diminui a taxa -especifica de
crescimento, ‘caindo de 0,375 h-! em 55 g/l para 0,162 h-l na concentraclo de 215 g/l, ma
temperatura de 30 °C. Esta tendéncia se repete er todas as temperaturas estudadas.

O coeficiente de rendimento Yp/s também diminui com o aumento da
conceniragdo de melago, principalmente em concentragies acima de 100 g/l, caindo de 0,452 glg
a 108 g/l para 0,283 g/g em concentragio de melago de 215 g/, na temperatura de 30 °C. Estes
resultados sdo similares aqueles obtidos por ROGERS ef-alii (1979), LEE et alii {1979},
CROMIE & DOELLE (1981}, que reportaram gue aumentos na concentragio de glicose de 100
para 200 g/l resultaram em uma significativa diminuigio da taxa especifica de crescimento, no
rendimento celular e no rendimento em etanol.

O méaximo valor de rendimento (Y) obtido neste estudo corresponde a 90,2% a 34
°C e 108 g/l (Tabela 10). Entretanto, DOELLE & DOELLE (1990a) encontraram surpreendente
rendimento de 99% em fermentacdo do melago (100 g/1) a 35 °C utilizando Zymomonas mobilis
UQM 2716. Estes autores mostraram também que concentragdo de melago acima de 300 g/l
conduz a actrmulo de frutose no fermentador e que a presenca de sorbitol foi desprezivel em todas
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as concentragbes de melago estudadas. ConcentragBes de sorbitol minimas (menor que 1 g/)
foram mostradas por DIEZ et alii (1991), em fermenta¢io de melago por Zymomonas mobilis.

VAN VUUREN & MEYER (1982), trabalhando com Zymomonas mobitis ATCC
10988, verificaram ser 32 °C a temperatura ideal para a produgio de etanol a partir de melago de
cana-de-actucar {100 g/} e que temperaturas superiores causaram variagles significativas na
produgio de etanol.

4.4 2-Efeito da suplementagdo do melago com nutrientes.

A eficiéncia da conversio de agucar depende de vanos fatores, tais como:
substrato, condigbes ambientais, tipo de microrganismo, entre outros (GRAY, 1945). O
rendimento industrial de etanol depende, em grande parte, dos nutrientes presentes no mosto de
fermentagio (MENEZES, 1980).

O3 ensaios para estudar o efeito da suplementagiio do melago com nutrientes como
definido no item 3.1.4.2, com ¢ sem tratamento de clanficacio com NaH;PO4 HAO 1,87 g/,
foram realizados em fermentador de laboratdrio de 1 litro de capacidade sem controle de pH em
temperatura de 34 °C. A concentragio de melago utilizada foi de 90 g/l de ART e o pH inicial de
5.5. Os resultados dos pardmetros cnéticos s80 apresentados na Tabela 11.

A taxa especifica maxima de crescimento ¢ maior no melago suplementado
clarificado (0,376 b1} ¢ ndo clarificado (0,366 b 1). O coeficiente de rendimento em etanol Yp/s
é maior no melaco clarificado e suplementado (0,45 g/g). A produtividade ¢ maior no melago
clarificado com e sem suplementagio. O rendimento em etanol (Y) fol supenor no melago
clarificado e suplementado (88%), entretanto ndo ha quase diferenca entre os melagos clarificado
sem suplementacio e nfo clarificado com e sem suplementag@o, indicando que a2 suplementacio
com nutrientes € o que favorece o aumento do rendimento e ndo a clarificagio.

As Figuras 33 ¢ 34 mostram as curvas de crescimento, produciio de etanol e ART
obtidas com o melago clarificado e nfo clarificado com e sem suplementac@o. Observa-se (Figura
33} que o crescimento cehular diminui apds 4 horas de fermentag@o quando € utilizado melago nio
clarificado e sem suplementagdo, mas o etanol produzido e 0 ART consumido ndo sio afetados
pela suplementagiio ou nfie do melago nio clarificado.

O melago de cana-de-agucar contém biotina na concentragio de 2.5 mg/g, mas, ¢
contendo de acido pantoténico é baixo (OURA, 1983). A maiona das cepas de Zymomonas
mobilis requer acido pantoténico, biotina ¢, ocasionalmente, alguns outros fatores de crescimento
como vitaming Byo, riboflavina, tiamina, 4cido lip6ico e 4cido folico. A auséncia de pantotenato
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seriz um dos fatores de crescimento desacoplado observado em Zymomonas. Este composto
aparentemente ndo pode ser sintetizado pela bactéria (SWINGS & DELEY, 1977).

Tabela 11- Parimetros cinéticos da fermentagio de melago (90 g/} clanficado com
NaH7PO4 HoO e ndo clarificado, em relagdo com a suplementacfo ou ndo do melago
com nutrientes. pH inicial 5,5, (Ver o capitulo da nomenclatura para definicio dos

simbolos}),
Pardmetro Clarificado Nio Clarificado

sls - c/s s/s c/s
pmax (b1 ) 0,348 0,376 0,328 0,366
Yp/s (g/8) 0,421 0,450 0,416 0.428
Y (%) 82,4 88,0 81,4 83,7
P (g/lh) 3.7 3,8 3,3 3,3
Yx/s {g/g) 0,017 0,022 0,017 0,020
AC (%) 82,0 83,7 80,2 81,9

A concentragio de extrato de levedura adicionada ao meio de fermemagio ¢
também importante para o crescimento das Zymomonas. Segundo JU et afii {1983), a
concentragio 6tima de extrato de levedura foi de 10 g/l, ao-passo que em estudos realizados por -
CROMIE & DOELLE (1981), a2 concentragio Otima foi de 2,5 g/l. Entretanto, CROMIE &
DOELLE (1980), mostraram que elevadas concentragbes de extrato de levedura aumentam a
produciio de massa celular, mas nfo necessariamente a produtividade em etanol.

A diferenca no crescimento celular quando. € utilizado melago clarificado
suplementado e ndo suplementado ndo € tio acentuada como aquela observada com o melago ndo
clarificado (Figura 34), indicando que a adigio de NatyPO4.HpO favorece o crescimento celular,
confirmando os resultados obtidos no ensaic de clarificagio de melago com NahizPO4HyO
(Tabela 4). Segundo OURA (1983), o melago deve ser tratado antes de ser utilizado em
fermentacio para precipitar alguns compostos inorginicos e materiais em suspensio e
posteriormente deve ser suplementado com suficiente quantidade de minerais ¢ vitaminas.
Contrario a esta afirmagio, DOELLE & DOELLE (1990a) enconiraram rendimentos de 99% em
fermentacio 2 35 °C de melago 100g/l por Zymomonas mobilis UQM 2716, sem nenhum -
tratamento, esterilizacio, nem adigio de nutrientes.
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E interessante notar que o pH praticamente n3o diminui durante a fermentagiio
obtendo-se no final da fermentagio pH de 5,16 e 5,26, nos estudos com e sem suplementacio,
respectivamente (Figura 35). Este comportamento ¢ fotalmente diferente daquele observado
quando sacarose ¢ utilizada para fermentagBo (Figura 9). O melago apresenta, portanto, efeito
iaxﬁponante. Segundo OLBRICH (1974), esta aglio estabilizadora do pH depende da composigiio
quimica do melago. Os principais materiais estabilizadores do pH sfio o cido carboxilico fraco e
os aminoacidos que atuam na regiio acida, principalmente entre pH 3 e 5. Quando o melaco
contém quantidades importantes de fosfatos, o eferto tamponante acentua- se na faixa de 6 a 7.

O agicar redutor hberado pela hidrélise da sacarose (Fig.35) € também menor
aquele obtido com sacarose (Figuras 3, 7). Este fato unido a que o pH permanece praticamente
constante durante a fermentacio fazem supor que o contetdo de levana também deveria ser
menor daquele obtido com sacarose. A determinagio de levana nio pode ser realizada pois as
caracteristicas do melago niio permitem a analise como foi descrita na metodologia. Quanto ao
sorbitol, a quantidade encontrada foi desprezivel (menor que 1%). Em trabalho prévio realizado
por DIEZ et akii {1991), foi determinado que a quantidade de sorbitol formada durante a
fermentacio de melago de cana-de-agucar por Zymomonas mobilis € menor que 1%.

AR {g/l) oly
50 (g _ g
—t~ AR as8
400 -¥- pH crs .8_
B pHes B
-7
“8
ﬁ..
=]
-4
rra——
0 i } i ] 3
D 5 0 15 20 25

TEMPO {Horas]

Fig.36~Perfil de pH & actcar redutor
rasidual {AR) na fermaentacéo oe melaco
com & sem adiggo de nutrientes.
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Em leveduras existe um estretto acoplamento entre processos anabdlicos e
catabolicos, portanto s#o necessarias altas concentracbes de células para conseguir uma aceitavel
velocidade de fermentag@o. Isto estd em acentuado contraste com a situagBo observada com
Zymomonas, em que o suplemento energético ndo € controlado pela demanda energética dos
processos biossintéticos anabdlicos e catabOlicos (LAWFORD er afif, 1982). A maxima
concentragio de massa celular de Zymwomonas obtida durante as fermentagfes com rﬁela@c foram
por volta de 2 g/l. Resultados similares foram obtidos por FAVELA-TORRES er alif (1986), em
fermentacdo de alcachofra de Jerusalém por Zymomonas mobilis ZMAF, A concentragio final de
massa celular encontrada por estes autores foi de 1,9 g/l

Em geral, os resultados dos parmetros cinéticos da fermentacio de melago em
processo descontinuo estio em conformidade com os resultados reportados na literatura. Em
temperatura na faixa de 30 a 37 °C e concentragio de melago na faixa de 70 a 130 g/l foram
obtidos valores médios de Yp/s e Yx/s de 0,40 /g e 0,020 g/g, respectivamernte (Tabela 10},
FAVELA- TORRES et glii (1986), em fermentacdio de alcachofra de Jerusalém com Zymomonas
mobilis 7M4 obtiveram valores de Yp/s de 0,37 g/g e ¥x/s de 0,018 g/g, menores aos obtidos
neste estudo.

4.5-Fermentacéo de melago em processo continuo,

Foi estudada a cinética de fermentaciio de melago de cana-de-aglicar, em processo
continuo. As variaveis estudadas foram: taxa de diluicio na- faixa de 0,08 a 047 k1l
concentragio imcial de agucar de alimentacio na faixa de 70 a 145 g/l de ART e temperatura na
faixa de 27 a 40 °C. As fermentages foram conduzidas sem controle de pH em temperatura de 34
°C. O melago foi clarificado com NaHpPO4. 7THoO (1,87 g/h) e suplementado como especificado
noitem 3.1.4.2

4.5 1-Estudo do efeito da taxa de diluigdo,

Para se estudar o efeito da variagio da taxa de diluigBo (D} foram utilizadas duas
concentragdes de ART no melago (97 e 133 /1) e os resultados sfio apresentados nas Tabelas 12
e 13. Os resultados para taxa de diluiciio de 0,47 h~! néio aparecem na Tabela 12 porque nesta
taxa de diluicio houve lavagem das células, indicando que se estava trabathando em D>pmax.
Utilizando valores de taxa de diluigio superiores a 0,20 h~1 observa-se uma acentuada diminuicio
da porcentagem de aglicar consumido, especialmente em concentragdo de 133 g/l (Tabela 13).

66



Tabela 12- Efeito da variacio da taxa de diluicBho (D} sobre os parfmetros cinéticos da
fermentacio de melago por Zymomonas mobilis CP4. So=97 g/l, T=34 *C, V=640mi.
(Ver o capitulo da nomenclatura para definicio dos simbolos).

Pardmetros Taxa de Diluiggo (k1)

0,08 0,120 0,206 0,278 0,360
X {g/h 1,038 1,263 1,523 1,308 1,293
S (/1) 11,05 11,63 13,02 24,49 40,45
E (g/l) 3421 35,45 35,50 29,78 - 19,59
F{mih)y - 52 78 132 179 2304
7 {h) 12,5 833 485 - 3,59 2,77
AS (/) 85,95 85,37 83,98 72,51 56,55
AC (%} 88,6 88,0 86,5 74,7 58,3
Yp/s{g/g) 0,398 0,415 0,423 0,410 0,346
Y (%) 77,8 81,26 82,78 80,3 67,7
Yx/s (8/2) 0,012 0,015 0,018 0,018 0,022
P (g/lh} 2,74 4,25 7,32 8,29 7,07
gp (gfe.h) 2,63 3,37 4,80 6,33 5,45
qs (g/g.h) 6,62 8,11 11,36 15,41 15,75

s (%) 43,71 35,68 25,47 18,78 18,37

O aglicar residual permaneceu praticamente constante {menor que 13 g/1) até a
taxa de diluigio de 0,206 h™! no estudo com So=97 g/l (Tabela 12). Entretanto, no-estudo com
S0=133 g/l, o agucar residual foi aumentando levemente até taxa de diluigio de 0,14 W 1
atingindo o valor de 32 g/l, aumentando bruscamente em taxas de diluigio maiores (Tabela 13).

Observa-se {Tabela 12) que a porcentagem de agticar consumido fol superior a
£6% até & taxa de diluiglo de 0,206 1. Estes resultados sio superiores aqueles encontrados por
LEE ef alif {1979). Estes autores encontraram que somente 80% da glicose (100 g/l} foi utilizada
ern processo continuo na taxa de diluicio de 0,2 b1,
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Tabela 13- Efeito da variagio da taxa de diluigio (D) sobre os parimetros cinéticos da

fermentagio de melago por Zymomonas mobilis CP4. So=133 g/, T=34 °C,

V=640ml. (Ver o capitulo da nomenclatura para defini¢io dos simbolos}.

Parametros Taxa de Diluigio (b1 )

0,08 0,114 0,140 0,178 0,230 0,36
X (/1) 1,108 1,166 1,171 1,202 1,176 0,687
S (g/1) 21,94 24,23 32,40 46,76 59,03 99,2
E (g/) 44,04 43,40 42,00 36,30 32,20 12,20
F (ml/h) - 51,2 73,0 89,6 114,0 1472 230.4
t (b 12,5 8,77 7,14 5,61 4,34 2,77
AS (g 111,06 108,77 100,6 86,24 73,97 33,8
AC (%) 83,5 81,8 75,6 64,8 55,6 - 254
Yo/s (g/g) 0,396 0,399 0,417 0,421 0,435 0,360
Y (%) 77,5 78,1 81,6 82,4 85,1 70,4
Yx/s (2/8) 0,009 0,011 0,011 0,014 - 0,015 0,020
P {g/ih) 3,52 495 5,88 6,47 742 4,40
qp (/g h) 3,18 424 5,02 5,38 6,31 6,40
gs (g/g.h) 8,04 10,63 12,03 12,79 14,5 17,76
migs (%) 69,52 - 52,6 46,47 43,70 = 38,50. 31,50

Segundo CROMIE & DOELLE (1980), em condigdes de coeficiente energético

igual a zero, deve-se esperar maior eficiéneid de conversdo de glicose a etanol. CROMIE &
DOELLE (1982), variande ndo 50 a taxa de diluicio , mas também as concentragbes de sulfato de
aménio e sulfato de magnésio, obtiveram coeficiente energético de manutencao reduzido a zero
para todas as taxas de diluicio {0,0580.2 h'“l) estudadas, com 4,5 g/l de sulfato de magnésio ¢
0,5 ou 1 g/ de sulfato de ambnio.

As Figuras 36a e 37a mostram 0s resultados da massa celular, aghcar residual e

etanol produzido, durante o estado estacionario nas diferentes taxas de diluigSes estudadas,
utilizando melaco nas concentragbes de 97 e 133 g/l respectivamente. Observa-se que com ©
sumento da taxa de diluigio até 0,20 h-1, na concentragio de 97 g/l de ART, aumenta levemente .
a concentragio de etanol, biomassa e agucar residual. Bm taxas de diluiciio superiores, o etanol ¢
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a massa celular diminuem, aumentando por outro lade o agicar residual. Estes resultados sdo
similares aqueles reportados na literatura para fermentagio com sacarose {LEE et alii, 1979,
1981: FAVELA TORRES e alii, 1986, FAVELA TORRES & BARATTI, 1987). Entretanto, em
concentragdo de 133 g/l de ART, o aglcar residual aumenta rapidamente ¢ ¢ etanol produzido
diminui com o aumento da taxa de diluigio .

LEE et alii {1981a), em fermentagio de sacarose (100 g/l), estudaram o efeito da
variacio da taxa de diluiglo e encontraram significativo incremento na concentragdo de sacarose,
frutose e glicose e presenga de levana nas taxas de diluigiio entre 0,15 ¢ 0,33 bl

As Figuras 36b e 37b representam os pardmetros cinéticos durante o processo
continuo, nas concentragtes de melago em estudo. O rendimento em etanol Yp/s foi proximo de
0.4 g/g nas diferentes taxas de diluigio em estudo ¢ em ambas concentracfes de agtcar. Foi
obtida elevada produtividade em etanol, a qual aumenta linearmente corn 0 aumento da taxa de
diluigdo , alcangando valores de 8,29 g/Lh em concentragdo de 97 g/l de agticar no melaco e taxa -
de diluico de 0,278 w1 e de 7,42 g/Lh para conceniragio de 133 g/l de agiicar no melago e taxa .
de diluigio de 0,23 h. Estes valores sio similares 208 encontrados por LEE ef afii (1979) em
fermentacio de glicose 100 g/l por Zymomonas mobilis ATCC 10988 que encontraram
pmdunmm 42 7,5 g/th na taxa de diluigio de 0,017 t-l, e menores aos encostrados por
LAVEZS - 5i (1980), que encontraram- produtividades de 10-12 g/t h em fermentaciio de
glicose :W“M’I por Zymomonas mobilis ATCC 29191 . por FAVELA TORRES & BARATTI
(1987}, que encontraram produtividade de 13,3 g/lh em fermentagBo de sacarose 100 g/l por
Zymomonas mobilis floculenta ZM4IM1, em temperatura de 34 °C ¢ taxa de diluigo de 0,3 k-1
Produtividades extremamente elevadas foram conseguidas em fermentagSes de Zymomonas
mobilis com recirculagio de células (ROGERS et alii; 1980; FAVELA TORRESs & BARATTI, -
1987).

ROGERS et alli (1980), obtiveram produtividade de até 120 g/Lh na fermentagio
de glicose por Zymomonas mobilis. ATCC 10988, em processo continuo com recirculagio de
cétulas. Estes autores conseguiram operar o reator na taxa de diluigdo de 2,7 bl mantendo a
concentragio de agicar residual proxima de zero,
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Por extrapolagio da taxa especifica de consumo de substrato {gs) até a taxa de
dituiciio zero (Figuras 36b e 37b), & possivel calcular o coeficiente de energia de manutengo (m)
de acordo com a seguinte equagio (PIRT, 1975)

qs= WY +m

Os coeficientes de manutencio calculados de acordo com esta expressio,
correspondem 2 2,894 € 5,59 ¢ de aclicar/ g de biomassa por hora para as conecentraghes de 97 ¢
133 g/ de aglear no melago, respectivamente, LEE et alii (1980), encontraram coeficiente de
manutengdo de 3,8 em concentracao de glicose de 60 g/l e de 5,1 em concentragao de 170 g/t em
trabatho realizado com Zymomonas mobilis ZM4,

A Figura 38 mostra a8 proporgao de agucar utilizado para manutengdo celular
comparado com a taxa especifica de consumo de sustrato (gs) nas conceniracles de agucar em
estudo. Zyrﬁemorm mobilis utiiza uma proporgio elevada de aglicar para energia de
manutengiio, a qual é mais acentuada em taxas de diluigio menores. Observa-se tambem que em
maior concentragio de agucar, maior € O coeficiente de manutencgio, Resultados similares foram
reportados por LEE #f alii (19793, em fermentagBo continua de glicose {100 ¢ 150 g/} por
Zymomonas mobilis ATCC 10988, De acordo com estes autores isto pode ser explicado pelo
sumento da concentragio de aglcar no fermentador, aumento da pressdo osmdtica e aumento da
concentragio de etanol.
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Figura 38- Efeito da taxa de dituicio (D} sobre a relagio migs (%),
em fermentaciio de melago por Zymomonas mobilis CP4.
Concentragdes de agucar de 97 g/l (#) € 133 g/l (4).
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4.5.2-Efeito da concentragéo inicial de aglicar {So) na alimantagéo.

Os resultados apresentados na Tabela 14 mostram que com o aumento na
concentragio de So, aumentaram quase todos os parimetros cinéticos alcangando a produﬁﬁdade
maxima de 7,42 g/L.h com So=133 g/l. Em concentragdes de agiicar superiores a 133 g/, a massa
celular, a percentagem de consumo de agticar, a produtividade e o rendimento Y p/s diminuiram,

Tabela 14- Efeitc da variagio da concentragfio inicial de agticar (S0} sobre os parfmetros
cinéticos da fermemtaciio de melago por Zymomonas mobilis CP4. D=0,172 b1,
T=34°C, V=510 ml. (Ver o capitulo da nomenclatura para definigiio dos simbolos).

Concentrago inicial de agucar (/1)

Parimetro - 70 91 167 133 143

X (g {3,880 1,133 1,213 1,043 0,171
S (g 8,65 12,39 17,9 36,5 45,87
E (g 26,59 34,43 40,24 42,94 19,62
AS (/1) 61,35 - 78,61 89,1 96,5 97,13
AL (%) 87.6 86,4 83,3 72,5 32,67
Yp/s {g/g) 0,430 0,438 0,451 0,445 0,202
Y (%} 84,15 85,71 88,3 87,08 39,5
Yx/s {g/g) 0,014 0,014 0,013 0,010 0,002
P{g/lhy 459 595 6,95 7,42 3,39
gp {g/e h) 5,21 5,25 5,73 7,11 NC

gs {g/g.h) 12,04 11,08 12,68 15,98 NC

NC = Nio calculado

E interessante notar que no processo convencional de ‘fermentagdo continua sem
recirculagio de células utilizado neste estudo, a produtividade méxima na concentragio de 107 g/l
foi de 6,95 g/Lh, similar & mostrada na literatura para sacarose (CYSEWSK] & WILKE, 1976;
STEVNSBORG et olii, 1986). Entretanto, utilizando processos mais sofisticados de fermentagio
coniinua € possivel aumentar a produtividade. BAIPAI ef alii (1989), em trabalho realizado com
diversas leveduras imobilizadas em alginato de calcio encontraram valores de 32, 39 e 36 g/Lh |
utilizando 150, 180 ¢ 200 g/l de caldo de cana, respectivamente.

No presente estudo foram encontrados valores de coeficiente de rendimento em
etanol (Yp/s) de 0,451 g/g e coeficiente de rendimento em massa celular (Y x/sy de 0,013 g/e,
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utilizando uma concentragBo de agucar inicial de 107 g/l (Tabela 14), os quais sdo menores
aqueles obtidos por LEE ef alii (1979) em processo continuo na taxa de diliicio de 0,2 h-1,
fermentando glicose (100 g/l) por Zymomonas mobilis ATCC 10988, Estes autores encontraram
valores de Yp/s de 0,5 g/g e Yx/s de 0,029 g/g.

LEE et alii (1979}, trabalhando com glicose na faixa de concentragio de 60 a 170
g/l com Zymomonas mobilis ZM4, encontraram que em concentracio de glicose até 135 g/l e em
taxas de diluicho baixas, o cultivo comportou-se como quimiostato limitado por glicose; acima
desta concentragio a glicose aparece em excesso em todas as taxas de diluiciio . Os paridmetros
cinéticos diminuiram com o aumento da taxa de dilnigio ; obtendo por exemplo, valor de taxa
especifica de crescimento de 0,45 hlem concentragdo de 60 g/l e de 0,24 k-l em concentragiio
de 170 g/l

- VIIKART & LINKO (1986), em trabalho realizado variando a concentragio de
sacarose, encontraram uma queda do rendimento de 95% para 50% do valor tedrico com o
aumento da concentragio do substrato. Encontraram também que mesmo em taxas de diluiciio
elevadas 56 4% da sacarose oniginal permaneceu no meio. Isto contrasta com os resultados
relatados na literatura (LEE ef afii, 198]1; LYNESS & DOELLE, 1981; PARK ez alii, 1983 que
mostram elevado contetido de agiicar residual. Os autores atribuem esta diferenca a dificuldade de
distinguir entre fructooligomeros e sacarose com a metodologia utilizada (B-fructosidase ou
hidrélise acida).

JU et alii (1983), trabalbando com Zymomonas mobilis CP3 na taxa de diluicio
de 0,18 b1 e ytilizando meio com glicose (100 g/l) suplementado com 10 g/l de farinha de 50ja,
encontraram valores de massa celular de 1,51 g/l, agtcar residual de 8,6 g/l e etanol de 38,5 g/,
valores superiores aos encontrados neste estudo para a concentragio de melago de 107 g/t
{Tabela 14),

Em contraste ao observado com sacarose, concentragbes de glicose acima de 10-
15% (p/v) afetam a membrana celular de Zymomonas mobilis (DOELLE, 1982), e altas
produgles podem ser obtidas, por reciclagem da biomassa ou por imobilizagio do microrganismo
{ARCURI, 1982).

»»»»»

A principal limitagdo em processo continuo de fermentagiio é o efeito inibitério
pela elevada concentragio dos produtos sobre o crescimento dos microrganismos (HOPPE &
HANSFORD, 1982). Em presenca de sacarose, Zymomonas mobilis forma uma camada protetora
ao redor da celula, a qual, freqiientemente, conduz a uma aparéncia de Gram + (DOELLE &
GREENFIELD, 1985b). Esta caracteristica de Zymomonas mobilis & de grande importincia
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quando se pretende fermentar matérias-primas com alto teor de sacarose para produgio industrial
de alcool.

Outro aspecto caracteristico das Zymomonas é que estes MICIOrganismos nio
precisam de oxigénio para o crescimento (ROGERS et alii, 1980,1982), em contraste com as
leveduras que necessitam de pequenas quantidades de oxigénio para crescer, o que impede a
aplicagdo industrial num simples processo continuo de fermentagio (KOSARIC er alii, 1983).

4.5.3.~-Efeito da varia¢do de temperatura,

O coeficiente de rendimento em etanol (Yp/s) permaneceu constante ao variar a
temperatura de fermentagio até 36 °C. Em temperaturas superiores a 34 °C diminuem principal-
mente a massa celular, o coeficiente de rendimento (Yx/s) e a porcentagem de aguicar consumido,
indicando que temperaturas elevadas sdo fatores limitantes do crescimento (Tabela 1 5}

Tabela 15- Efeito da variacio da temperatura de fermentagio de melago por Zymomonas mobilis
CP4, sobre os parametros cinéticos de fermentagio. So=102,06 g/l, D=0,1705 h1,
V=510 ml. (Ver o capitulo.da nomenclatura para definigio dos simbolos),

Parametro Temperatura { °C)

27 30 32 34 36 40
X (g/h) 1,033 1,230 1,145 1,155 0,77 ND
S (g/h) 32,07 1743 16,97 18,78 25,40 61,48
E (g/1) 30,05 37,54 3747 38,00 34,54 12,62
AS (g/)) £9,99 84,63 85,09 83,28 76,66 40,58
AC (%%6) 68,6 82,92 834 81,6 75,1 39,7
Ypis (g/g) 0,429 0,443 0,440 0456 - 0441 0310
Y (%) 84,02 86,70 86,1 89,3 86,3 60,6
Yx/s (g/g) 0,014 0,014 0,013 0,014 0,010 NC
P {g/lh) 5,13 6,40 6,39 6,48 589 2,15
qp (g/g.h) 4,96 5,20 558 5,61 7,65 NC
as (g/.h) 11,56 11,74 12,68 12,30 16,98 NC

NI = Nio determinado. NC = Nio caloulado
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A maxima produtividade (6,48 g/Lh), foi obtida a 34 °C {Tabela 15). O coeficiente
de rendimento em etanol (Yp/s) permaneceu quase constante (0,44 171 Y na faixa de temperatura
de 30 a 36 °C caindo para 0,31 h~! em temperatura de 40 °C. O coeficiente de rendimento em
massa celular permaneceu na faixa de 0,014 g/g até a temperatura de 34 °C, caindo bruscamente a
0,010 g/g em temperatura de 36 °C. FAVELA TORRES & BARATTI {1987), encontraram
produtividades maiores que 12,5 g/l h e coeficiente de rendimento {Yp/s) de 0,45 g/g na faixa de
temperatura de 30 a 36 °C, em fermentagio de sacarose por Zmobilis ZMAIMI. Estes autores
também encontraram que a biomassa e a produgio de etanol permaneceram relativamente
constantes (6,0 € 43,4 g/1) na faixa de temperatura de 30 a 36 °C e niio detectaram presenca de
sorbitol. Segundo eles, a hidrélise da sacarose foi inibida a 38 °C, mas nio a concentragio de
biomassa, contrario ao observado neste estudo que mostra que temperaturas superiores a 34 °C
intbem o crescimento (Tabela 15).

A comparaglo dos resultados obtidos neste estudo ¢ dificil desde que nfio hi
trabalhos realizados em condigBes similares utilizando melago de cana-de-agiicar. Contudo, DIEZ
(1988), encontrou valores de etanol de 49,7 g/l, coeficiente de rendimento em etanol de 0,483
/g, coeficiente de rendimento em massa celular de 0,0121 g/g ¢ produtividade de 6,41 g/lh em
trabalho realizado com beterraba agucareira (100 g/1), em temperatura de 30 °C e taxa de diluigio
de 0,15 b-L.

BORREGO er alii (1987), estudaram o efeito da temperatura nos parametros
cinéticos de fermentagio por Zymomonas na taxa de diluigio de 1,0 -1 ¢ encontraram que, na
faixa de temperatura de 25 a 35 °C, a produtividade em etanol e a conversio de glicose
permaneceram constantes sendo de aproximadamente 49 g/lh e 98%, respectivamente. Fstes
valores foram menores em temperaturas menores que 25 °C ¢ superiores a 35 °C.

A energia de ativag8o obtida neste estudo, foi de 6,29 Kcal/mol para a faixa de
temperatura de 27 a 34 °C, o valor obtém- se através da equaciio de Arrhenius, plotando-se o
- valor da taxa especifica de consumo de agicar {qp) em funcio da temperatura absohsta, BAIPAL
& MARGARITIS (1986), encontraram energia de ativagiio de 7,9 Keal/mol em estudo realizado
com Zymomonas mobilis ATCC 10988 imobilizada em alginato de calcio para fermentacio de
ghicose.

4.6-Fermentacdo de melago em processo descontinuo alimentado.

Fot estudada a cinética de fermentagiio de melago de cana-de-aglcar, em processo
descontinuo alimentado. As varidveis estudadas foram: fluxo de alimentaciio do reator de 64,5 a
114 ml/h, concentraco inicial de aclicar de alimentagio de 98-215 g/l de ART. As fermentagGes
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foram conduzidas sem controle de pH em temperatura de 34 °C. O melaco foi clarificads com
NaHpPO4 THHO (1,87 g/h) ¢ suplementado como especificado no item 3.1.4.2.

4.6.1-Efeito da variagdo do Buxo de alimentagao.

Observa-se (Tabela 16) que o rendimento (R12) e a produtividade em etanol (P10)
foram superiores no fluxo de alimentagiio de 114 ml/h (68,17% ¢ 4,27 g/Lh, respectivamente). O
coeficiente de rendimento em massa celular (Yx/s10) permanecey constante com a vanagio do
fluxo de alimentagdio (0,020 g/g). O crescimento celular teve um comportamento similar aquele
obtido no processo em batelada o que quer dizer que a massa celular aumentou
exponencialmente durante a fermentagio sendo significativamente maior durante a etapa de
. enchimento do fermentador, exceto com fluxe de alimentacio de 114 mi/h, onde a maxima massa
celular foi obtida em 10 horas de fermentagiio (Figuras 39, 40 e 41),

Tabela 16- Efeito da variagio do fluxo de alimentagio nos parimetros cinéticos da fermentacio
de melago por Zymomonas mobilis CP4, So=145 g/l, T=34 °C (Ver o capitulo da
nomenclatura para defini¢io dos simbolos).

Fluxo de alimentagio (ml/h)

Paréimetro 64,5 78,3 114
T(h) 10 8 5
Yp/s10 (g/g) 0,401 0,387 0,394
Yx/s10 (g/g) 0,020 0,020 0,020
P10 (g/Vh) 3,85 3,80 4,27
R12 (%) 66,5 64,9 68,17
PS10 (g/g.h) 5,0 4,85 4.8
PE10 (g/g.h) 2,01 1,77 1,89
X10 (g/)) 1,91 2,05 2,22

A quantidade de massa celular formada, em 10 horas de fermentacdo, aumenta
com o aumento do fluxo de alimentagio (Tabela 16), variando de 1,91 3 2,22 g/l em fluxo de
alimentaciio de 64,5 e 114 mi/h, respectivamente, PERINGER & BLACHERE (1979}, afirmaram
que o controle apropriado da vazio de alimentagfio atenua alguns mecanismos de imbiglo por
produto ¢ substrato, o que favorece a reproducio celular,
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A velocidade de produggo de etanol € significativamente major durante a etapa de
enchimento do fermentador nos fluxos de alimentaciio de 64,6 ¢ 78,3 mi/h. Este fato aliado ao
maior crescimento celular durante o enchimento indica claramente gue a populagio microbiana
encontrava-se bem mais ativa durante o enchimento do fermentador,

As Figuras 39, 40 e 41 mostram o comportamento da massa celular, etanol e
agucar redutor total (adicionado, consumido e residual) em fungfio da variaciio do fluxo de
alimentagfo, utilizando melago 145 g/l. Observa-se (Figura 42) que com o aumento do fluxo de
alimentacho, aumenta a quantidade de aglicar residual no meio. O teor de agiicar residual para
fluxos de alimentacho de 114, 78,3 e 64,5 mb/h atingiu valores bastante altos, 64,0; 49.7 ¢ 32, 7%
do ART adicionado no final de cada tempo de enchimento, respectivamente. Este fato indica que
a velocidade de adicBo de aglicar foi maior que a sua velocidade de consumo, fazendo com que a
fase de fermentago pos-enchimento fosse mais longa do que a de enchimento. Resultados
similares foram encontrados por BUENO NETTO (1982) para tempos de enchimento de 3 e 5
horas em fermentagio de melago por leveduras.

Nenhuma das fermentagdes foram completadas no tempo de enchimenio
estabelecido. BUENO NETTO (1982), determinou que em alguns de seus ensaios a fermentagiio
foi praticawente completada no tempo de enchimento de 10 horas. Segundo BORZANI (1987),
nas fermentagles industriais o tempo de enchimento das domas estd entre 5 e 10 horas e que .

tempos menores que 5 horas podem provocar a formaglo exagerada de espuma e valores. -

supertores a 10-12 horas podem abaixar a produtividade. -

4.6.2-Efeito da varia¢do da concentragéo inicial de melago (So).

Na Tabela 17 observa-se que o rendimento em etanol (R10) e o coeficiente de
rendimento em massa celular (Yx/s10) diminuem com o aumento na concentraciio de agicar de
alimentagBo. A produtividade, a taxa especifica de formagio de etancl (PE10) e a taxa especifica
de consumo de sustrato (PS10) obtiveram seu valor miximo na concentragio de 140 g/l {4,8

lh, 1,89 g/g.h e 4,8 g/g h, respectivamente). KOSHIMIZU ef afif (1984), trabalhando com S -

cerevisiae e variando-se a concentragiio de melago, encontraram que o rendimento em etanol nfio
foi praticamente afetado com a variagiio da concentragiio. Fles encontraram valores de
rendimento de 76% e 76,9% em concentragBes de 165 e 289,6 g/l, respectivamente.

Em todas as condigBes estudadas foi determinada uma concentragio de agtcar
residual final de aproximadamente 10% da concentragfo de aciicar de alimentacdo, devido
presumivelmente a agiicares nfio fermentenciveis no melago. Esta quantidade de agticar residual &
similar aquela encontrada no processo de fermentacio descontinuo,
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As Figuras 43, 44 ¢ 45 mostram os resultados da massa celular, etanol e agicar
redutor total, adicionado, consumido e residual (ARTa, ARTc ¢ ARTr), em relagiio a variacio da
concentracdo de melago, utilizando 5 horas para o enchimento do fermentador (Fluxo=114 mi/h).
Observa-se (Figura 46) que com ¢ aumento da concentragdo de melago aumenta a quantidade de
aglcar residual no meio. O teor miximo de agucar residual para concentragdes iniciais de agicar
de 114, 140, 145, e 215 g/l, atingiu valores bastante altos, 57,0; 64,0 79,0; e 79,6% do ART
adicionado no final do tempo de enchimento, respectivamente. Este fato novamente indica que a
velocidade de adicdo de agticar foi maior que a sua velocidade de consumo principalmente em
concentracho de 140 a 215 g/, fazendo com que a fase de fermentagio pos-enchimento fosse
mais longa do que a de enchimento.

Tabela 17- Efeito da variagio da concentraciio inicial de alimentagdio (So) sobre os parimetros
cinéticos da fermentaciio de melago por Zymomonas mobilis CPA. Fluxo=114 mbh.
T34 °C. (Ver o capitulo da nomenclatura para defini¢io dos simbolos).

Pardmetro- Concentragio inicial de actcar (g/l) .

114 140 - 145 215
Yp/s10 (g/g) 0,377 0,394 0,365 0,342
Yx/s10 (g/g) 0,025 0,020 0,019 0,016
P10 (glh) 3,69 4,27 332 3,85
R10 (%) 69,2 65,5 488 382
R24 (%) NC NC 68,9 63,9
PS10 (g/g.h) 3,69 48 2,97 NC
PE10 {g/g/h) 1,46 1,89 1,08 NC
X10 (g 2.53 2,22 1,76 1,79

NC= Nio calculado

A massa celular produzida em 10 horas de fermentagdo diminuiu com o aumento
da concentragio de agficar, caindo de 2,53 g/l em concentracio de 114 g/t para 1,79 g/l em
concentracio de agtcar de 215 g/l Contudo esta massa celular 6 superior 4 obtida em processo
continuo (Tabela 13 ¢ 16).

A velocidade de produgdo de etanol e a massa celular no foram significativamente
maiores durante a etapa de enchimento do fermentador. A méxima quantidade de etanol e massg
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celular foram obtidas por volta de 10 horas de fermentacio nas concentraghes de 114 ¢ 140 g/

(Figuras 43 e 44). Em concentragbes de 215 g/l observa-se inibigio do crescimento e da produgio
de etanol (Figura 45),

A principal finalidade do processo descontinuo alimentado, além da economiz de
tempo (J4 que enquanto o mosto vai sendo adicionado ocorre a fermentagdo), estd na
possibilidade do uso de elevadas concentragdes de substrato (100 a 200 g/l), sem haver inibigo
pelo mesmo. JONES er alii (1981), reportaram inibigio pelo sustrato da atividade fermentativa e
do crescimento de leveduras, em concentragbes superiores a 150 g/l. Esse valor nio foi atingido
neste trabalho, ja que a mixima concentra¢iio de substrato residual no fermentador foi de 1008
g/l no estudo com S0=215 g/l na taxa de alimentacio de 114 mi/h. Isto ¢ tipico deste processo,
onde o controle apropriado da taxa de alimentagfo de subsirato evita o efeite inibidor do agicar
sobre o microrgamismo (ALMEIDA, 1980).

O rendimento alcodlico segundo STUPIELLO & HORH (1981), vara nos
processos convencionals utilizados com leveduras nas usinas numa faixa de 70 a 90%,
dependendo das condiges de instalagio, matéria-prima e conduclio da fermentac3o.

4.7-Estudos em fermentador piioto.

Foram testados os processos - descontinuo e * descontinue alimentade em
fermentador de 30 hitros, munido com controle de temperatura e medidor de pHL. Os ensaios
foram realizados utilizando melago clarificado com 1,87 g/l de NaH,PO4.Hr0, sem esterilizacio
¢ suplementado com nutrientes como descrito no item 3.1.4.2. A agitacio do mosto foi de 100
rpm, temperatura de 34 °C sem controle de pH. Os resultados deste estudo sdo mostrados nas
Figuras 47 e 48. O fluxo de alimentagiio foi de 78.3 ml/h no estudo em processo descontinuo
alimentado. Para fins de comparagio foram incluidos na Tabela 18, ensaios em descontinuo {130
g/h) ¢ descontinuo alimentado (143 g/l) realizados em fermentador de laboratério de 1 litro de
capacidade.

Observa-se que a massa celular obtida no processo descontinuc alimentado &
superior aguela obtida em descontinuo convencional, mas o rendimento em etanol ¢ inferior. Fato
semethante foi observado nos estudos em fermentador de laboratério. O processo descontinuo
alimentado favorece o crescimento celular diminuindo o rendimento em etanol quando comparado
com o descontinuo convencional Seria interessante comegar a fermentacdo com maior
quantidade de inbculo. Em todos os estudos realizados nesta tese foi utilizado 10% (v/v) de
moculo em relagdo ao mosto de fermentacio.
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Tabela 18- Pardmetros cinéticos da fermentacio de melago por Zymomonas mobilis CP4 em
processo descontinuo ¢ descontinuo alimentado (F=78,3 ml/h), em fermentador

piloto. Temperatura de 34 °C, sem controle de pH. (Ver o capitulo da nomenclatura
para defini¢io dos simbolos).

Parimetro Descontinuo Parametro Descontinuo alimentade
Lab. Piloto Lab. Piloto

umax (h-1 ) 0,351 0,385
So (/1) 130 125 So (g/1) 145 150
Yo/s {g/g) 0,435 0,448 Yp/s10 (g/g) 0,387 0,409
Y (%) 83,1 87,6 R10 (%) 64,9 - 71,9
Yx/s (5/g) 0,018 0,018 - Yx/s10(g/g) 0,020 0,017
P {g/lh) 4,24 3,93 P10 (g/Lh) 3,80 4,14
X (g 1,68 1,49 X10 (g/h) 2,05 1,97
E (g/1) 49,88 42,94 El0{g) 36,64 46,47

No processo descontinuo alimentado o teor de agicar residual foi de 36,6% do
ART adicionado no-final do tempo de enchimento {8 horas). Este faio novamente indica que a
velocidade de adig8o de agicar foi maior que 2 sua velocidade de consumo, fazendo com que a
fase de fermentagio pos-enchimento fosse mais longa do que & de enchimento. A velocidade de
produglic de ctanol ¢ a produgo de massa celular foram significativamente maiores durante a
etapa de enchimento do fermentador. Este fato, .aliado ao maior consumo de aglicar durante o
enchimento indica claramente que a populagio microbiana se encontrava bem mais ativa durante o
enchimento do fermentador.

A quantidade de alcool encontrada no ensaio em fermentador pilote, em 10 horas
de fermentacdo (46,57 g/l) € maior que a encontrada em fermentador de laboratério (36,64 /1) A
produtividade (P10}, o rendimente (R10) e o rendimento em etanol (Yp/s10) também foram
maiores (Tabela 18). Entretanto a massa celular e o coeficiente especificc de producgiio de
biomassa (Yx/s10) foram menores, indicando que a produciio de etano! foi maior do que
formacio de biomassa pestas condigdes. Isto pode ser devido a que no fermentador piloto a
agitagio foi mais homogénea, a temperatura mais estivel & a adigBio do melago mais controlada.
Segundo RUBIO & NAVARRQO (1989), em vasos de fermentagio com agitacio, a transferéncia
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de nutrientes até o microrganismo varia de acordo com sus localizagho no reator, especialmente
quando a alimentagio ¢ realizada numa determinada posicio.

A quantidade de massa celular (1,49 g/l) em processo descontinuo, foi menor no
ensaio em fermentador piloto comparada com 2 encontrada no fermentador de laboratério (1,68
g/l), contrério ac que foi observado em descontinuo alimentado. A produtividade e o etanol
produzido em processo descontinuo foram também menores no fermentador piloto. 86 a taxa
especifica de crescimento e o rendimento em etanol (Yp/s) foram um pouco maiores no
fermentador piloto. Isto poderia ser devido a inibicio pelo sustrato, pois o microrganismo
permanece em alta concentrago de substrato desde o inicio da mesma.

Neste trabatho, durante o transcurso das fermentacdes foram observadas
modificacbes morfologicas na bactéria, "blebbing" na membrana externa e formaciio de longos
filamentos, principalmente quando era submetida a condicBes de "stress” como as elevadas
concentragbes de agicar, elevadas concentragBes de jons Ca™, KT e CF ¢ elevadas
temperaturas. DOELLE & McGREGOR (1983), atribuiram a formag#o de "blebbing” 4 elevadas
concentragbes de efanol e COp. NIPKOW ef alii (1985), também mostraram o efeito da presenca
de COy na fermentacio de Zymomonas. TANAKA et alii (1990), verificaram que a forma da
bactéria mudava de bastonete-globosa para bastonete e que o comprimento da célula aumentava
com o aumento da concentracio de oxigénio. Observaglo similar tinha sido mostrada. por

JOBSES er alii (1985) em estudo realizado em processo continuo. Segundo eles, estas

modificagdes dependiam da taxa de diluigio e da temperatura de fermentacgo.

A formagdo de longos filamentos, devido provavelmente a diminuiciio da
frequéncia de septagiio, apresentou-se principalmente em elevadas temperaturas ¢ concentragio
de agticar, & reverteram 20 se voltar a condigbes de menor temperatura e concentrago de agucar.
Segundo FEIN ef aiii (1984), a reversfio da septagio em temperaturas mais baixas se deve &
presenca de uma enzima envolvida na septagfio, sensivel a temperatura. STEVNSBORG et alii
(1986), mostraram a formagio de filamentos na fermentaciio de glicose por Zymomonas mobilis.
ATCC 29191, no processe em batelada e contimuo, quando era modificada 2 temperatura € a
concentracio de glicose.

Segundo BEVERIDGE ef alif (1984), a divisdo celular por septacio € comum em
bactérias Gram +, mas ¢ incomum que a bactéria Zymomonas mobilis, que ¢ Gram -, divida-se
por septacio. Contudo, alteragbes morfoldgicas foram observadas em processo continuo {FEIN
et alii, 1984), utilizando melago (ROGERS ef alii, 1980), em hidrolisado de madeira (FEIN et
alii, 1984), com células imobilizadas (DAUGULIS et alii, 1985; KLEIN & KRESSDORF, 1983),
na presenca de elevadas concentrages de cloreto de calcio (STEVNSBORG & LAWFORD,
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1986} e elevadas concentragbes de CO2 e etanol (DOELLE & McGREGOR, 1983; NIPKOW ef
alif, 1984).

4.8-Parametros cinéticos _de frementacdo em processo descontinuo, em
fermentador de laboratério, utilizando diversas matérias-primas.

O grande interesse pela bactéria Zymomonas mobilis, como produtora potencial de
etanol, t8m levado muitos pesquisadores a realizar estudos da fermentagfo utilizando diferentes
substratos, diferentes condigbes de fermehtagﬁo e diferentes processos afim de aumentar a
produtividade em etanol. Contudo, ha fimitada informacio disponivel em relacio a trabalhos
realizados utiizando matérias-primas naturals. Neste trabatho foram estudadas as seguintes
maténias-primas; sacarose, HTM, melago de cana-de-aciicar clarificado e caldo de cana-de-
agucar. Os ensaios foram conduzidos em fermentador de laboratorio de 1 fitro, temperatura de 30
°C e pH inicial de 5,7

Os resultados apresentados na Tabela 19 mostram que todos os parmetros
cinéticos foram superiores para o meio preparado com sacarose; de qualgquer forma, o rendimento
em etanol ¢ inferior Aquele obtido com glicose (LEE ef alii, 1979; ROGERS e alii, 1979) devido
provavelmente 4 formag&o de levana e outros subprodutos.

Tabela 19- Efeito de diversas matérias-primas sobre os parimetros cinéticos de fermentac&o por
Zymomonas mobilis CP4. Temperatura de 30 °C e pH inicial 5,7, (Ver o capitulo da
nomenclatura para definiciio dos simbolos),

Pardmetro Mostos (So=100g/1)
Suplementado Sem suplementacio

Sacarose HTM Melaco Cana HTM Melago Cana
umax ("1} - 0,438 0,280 0,376 0,455 0,020 0,348 0,330
Yp/s (2/g) 0,46 0,387 0,450 0,411 NC 0,421 0,260
Y (%) 90,0 75,7 88,0 80,4 NC 82,4 50,8
Yu/s {g/g) 0,023 0,015 0,022 0,037 <0,001 0,017 0,019
P {g/L.h} 4,34 2,77 3,80 4,39 NC 3.7 2,90
AL (%) 86,81 81,8 83,7 84,2 578 81,9 64.8
X {g/h 3.2 1,51 1,44 1,38 0,6 1,7 3,58

KW = Nio calcelado

88



Q estudo realizado com HTM (high test molasses) mostrou que ndo € um meio
adequado para este tipo de fermentagiio (Tabela 19) devido, possivelmente a deficiéneias
nutricionais. Ao se utilizar HTM suplementado com sais, observa-se um aumento significative na
taxa especifica de crescimento e no consumo de aglicar, mas, continuam sendo menores agueles
obtidos com os outros meios em estudo. Observa-se (Figura 49) diferenga nas curvas de
crescimento da Zymomonas em HTM suplementado e ndo suplementado. MURPHY (1984),
encontrou que a velocidade de fermentacio de HTM por leveduras ¢ menor que com melaco,
para produgiio de rum, devido a auséncia de certos compostos nutricionais no HTM. Segundo
estes auvtores, fosforo e inositol sfio fatores que influenciam a velocidade de crescimento e
fermentagdo e sua deficiéneia ¢ critica no caso de fermentagio com HTM. Eles encontraram que
0 HTM deve ser suplementado com nutrientes e recomendam adicionar mela¢o suplementado
com sulfato de amdnio para uma eficiente fermentaciio de HTM,

Os resultados obtidos utilizando melago de cana-de-agiicar, mostraram que a taxa
especifica de crescimento e o coeficiente de rendimento {Yp/s) foram maiores no melago
suplementado (Tabela 19). O coeficiente de rendimento em massa celular (Yx/s) foi menor no
melaco sem suplementacio, indicando que o crescimento foi mais afetado pela falta de nutrientes,
Contudo, o melago mostrou-se como uma matéria-prima promissora para a produgiio de dlcool
por Zymomonas mobilis. Segundo ACEVEDO (1980), o melaco de cana-de-agicar caracteriza-se
por apresentar maior conteldo de vitaminas, ao passo que o melago de beterraba ¢ mais rico em
mirogénio e minerais. Em virtude da sua composigio, os melacos sdo utilizados
fundamentalmente como fonte de carbono e energia, sendo necessirio suplementi-los com
nitrogénio e alguns minerais, e§peciahnente fosforo e magnésio. _

O estudo realizado com caldo de cana-de-aglicar mostrou que houve diferenga no
crescimento e na produgio de etanol (Figura 50} entre o caldo de cana suplementado e ndo
suplementado. Os pardmetros cinéticos foram também afetados pela falta de nutrientes no caldo
sem suplementacio. A taxa especifica de crescimento diminuiu de 0,455 ! no meio
suplementado para 0,33 h™! no meio sem suplementagdo. Os coeficientes de rendimento em
etanol (Yp/s), massa celular (Yx/s) e produtividade também diminuiram 1o caldo de cana sem
suplementagio (Tabela 19). De acordo com MENEZES (1980), o caldo de cana-de-agticar &
normalmente deficiente em nitrogénio e fosfore. Portanto recomenda-se a adiglo de fosfato de
aménio ou superfosfato na concentrag‘ib de 1 g/l, quando a fermentagfio é conduzida com
leveduras. Aconsetha-se também enriguecer diariamente, apds o tratamento com acido sulfiirico,
o pé-de-cuba, com sulfisto de amdnio e farelo de arroz (1g/h.

Com caldo de cana-de-agiicar suplementado obtiveram-se resultados de taxa
especifica de crescimento {umax) de 0,455 bl ¢ produtividade em etanol de 4,39 g/lh,
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obtidas com sacarose, mas a massa celular obtida (3,58 g/) foi superior a obtida com sacarose e
as oulras matérias-primas (Tabela 19). SERVULO & FRANCA (1986), encontraram
produtividade de 3,8 g/Lh e taxa especifica de crescimento de 0,45 g/g em fermentacio de cana-
de-agucar (157 g/ly com Zymomonas mobilis CP3 e que a melhor faixa de pH para a fermentagio
era de 5 a 6. Utilizando caldo de cana de agticar suplementado o rendimento (Y) foi baixo
(80,4%) comparado com as outras matérias-primas sendo s6 superior a0 HTM (Tabela 19). Este
resultado € muito inferior ao encontrado por DOELLE & DOELLE (1990b), que encontraram
rendimento superior a 91% em fermentagdo de caldo de cana 250 g/l

A Figura 51 mostra o perfil de pH durante a fermentagBo com as diferentes
matérias-primas em estudo. Observa-se que ndo ha uma queda pronunciada do pH quando se
utiliza melago suplementado e nfo suplementado, devido ao poder tamponante do melago
(OLBRICH, 1974). Na fermentagiio de sacarose e caldo de cana o pH caiu sensivelmente de 5,4 a
3,8. SERVULO & FRANCA (1986), encontraram pH final de 4,35 em fermentagio de caldo de
cana em condigBes similares. A variagio de pH no caso da fermentagio de HTM ndio foi tio
acentuada, caiu de 5,3 a 4,3, mas foi maior gue a do melago.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo o melago de cana-de-acticar e o
caldo de cana-de-aglicar sdo matérias-primas promissoras para a produgiio de etanol, Contudo,
deve ser feito um estudo sobre o custo ¢ a disponibilidade destas matérias-primas para se tomar

uma decisio a respeito.

KOLIOS et alii (1989), mostraram que Zymomonas mobilis pode crescer ¢
' produzir &lcool em extratos de diversas frutas como péssego, ma¢i, laranja, melancia e caldo de
beterraba. Os extratos ndo foram esterilizados nem suplementados. Os melhores resultados
obtidos foram obtidos com melancia e Z mobilis CP4. Segundo eles, a fermentacio ndo seria
interessante industrialmente a menos que a concentragio de agucar nos extratos fosse aumentada.
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5-CONCLUSOES

10,

Temperatura de 34 °C € a mais apropriada para o crescimento e produgio de dlcool por
Lymomonas mobilis CP4 em meios contendo sacarose, em processo descontinug de
fermentacio.

Temperaturas superiores a 34 °C provocam diminuicio do crescimento e produgio de
dlecool por Zymomonas mobilis CP4 em meios contendo sacarose, em processo
descontfnuo de fermentacfo.

Produgio de levana diminni com o aumento da temperaturz e com o controle do pH
durante a fermentacdo de sacarose por Zymomonas mobilis CP4, em processo descontinuo

de fermentaciio.

Os rendimentos fermentativos foram superiores na fermentacio de sacarose com controle
de pH em temperaturas de 30 e 37 °C, em processo descontinuo de fermentacio.

Os tratamentos de clarificacdo de melago removeram Ca e K (40 e 34%), mas nio
removeram Mg ¢ Cl enquanio Na e P aumentaram sua concentracio.

Em concentracho similar na qual os fons se encontram no melago, Mg ndo apresentou
efeito inibidor. K, Cl e Ca afetaram os rendimentos fermentativos diminuindo os valores
de ymax, Yp/s, Yx/s € Y%, além de produzirem maior quantidade de levana. O Na s6
afetou o rendimento (Y) sem afetar o crescimento de Zymomonas mobilis CP4.

Cloreto de potdssio em concentracfio superior a 0,5 g/l € inibidor do crescimento e da
fermentacio por Zymomonas mobilis CP4.

Cloreto de cdicio em concentracdo superior a 2,5 g/l € inibidor do crescimento e da
fermentagdo por Zymomonas mobilis CP4. Com o aumento da concentracio de cloreto de
cdlcio hd maior producio de levana.

Sulfato de magnésic ndo afetara os parimetros cinéticos de fermentagio por Zymomonas
mobilis CP4 em nenhuma das concentragdes estudadas. A quantidade de levana formada &
similar a do controle, s6 diminuindo com o aumento de temperatura.

Em fermentacio de melago clarificado e enriquecido com nutrientes foram obtidos
resultados superiores dos pardmetros cinéticos em relagio aos do melaco ndo clarificado.
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17.

18.

19.

20.

21.

Em processo descontinuo, com o aumento da concentracdo de melaco diminui z taxa
especifica de crescimento e o coeficiente de rendimento Yp/s, principalmente em
concentracdo superior 2 100 g/l, em todas as temperaturas em estudo.

Em processo descontiiuo, os methores rendimentos fermentativos foram em concentracio
de melago de 108 g/l e temperatura de 34 °C.

Em processo descontinuo, temperaturas superiores a 37 °C e concentragio de melaco
superior ou igual a 145 g/l sdo inibidores do crescimento e fermentacio por Zymomonas
mobilis CP4.

A produtividade (P) obtida na fermentacio de melaco por Zymomonas mobilis CP4 em
processc continug, € superior a dos processos descontinuo e descontinuo alimentado.

Em processo continuo de fermentagio de melago, a produtividade (P) maior foi obtida na
taxa de diluigio de 0,278 b1, mas o rendimento (Y) foi maior na taxa de diluicio 0,206
hl,

Os rendimentos fermentativos, em processo continuo, aumentaram com o aumento da
concentracdo de melago na alimentagdo até a concentracio de 133 g/l. Em concentracdes
superiores os rendimentos diminufram quando D=0,172 b1,

Temperaturas superiores a 34 °C diminuem a massa celular, o coeficiente de rendimento
(Yx/s} e a porcentagem de agicar consumido, em processo continuo de fermentagiio de
melaco quando D=0,1705 b1,

O coeficiente de rendimento (Yp/s) permaneceu constante até a temperatura de 36 °C,
mas o rendimento mdximo ¢ a produtividade mdxima foram a temperatura de 34 °C, em
processo continuo de fermentacio de melago, quando D=0,1705 h-1.

Em processo descontfpuo alimentado de fermentacio de melago, o rendimento (R) ¢ a
produtividade (P), foram superiores quando foi utilizado fluxo de alimentacio de 114

mi/h.

Em processo descontinuo alimentado, o rendimento (R) e o coeficiente de rendimento
(Yx/s) diminufram com o aumento da concentragio de melaco na alimentacio (F=114
mb/h). Os methores rendimentos foram em concentragio de 140 g/t.

Os rendimentos fermentativos em processo descontinuo alimentado foram inferiores aos
dos processos descontinuo e contfnuo, mas a massa celular foi maior.
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22,

23.

24.

23,

26.

Em processo descontinuo alimentado de fermentacio de melaco, seonhuma  das
fermentagdes fol completada no tempo de enchimento estzbelecido, apresentando-se
quantidades muito altas de acticar residual.

Em fermentador piloto, o rendimento da fermentacdo de melago foi superior em processo
descontinuo, mas a produtividade foi menor que a do processo descontinuo alimemado.

Os rendimentos da fermentacio de melaco em processo descontinuo, em fermentador
piloto, foram inferiores aos do processo descontinuo em fermentador de laboratdrio.

Os rendimentos da fermentagiio de melago em processe descontinuo alimentado, em
fermentador piloto, foram superiores aos do descontinuo alimentado em fermentador de
laboratdrio.

Caldo de cana-de-aciicar e o melaco de cana-de-agiicar sfio matérias-primas adequadas
para a fermentagio por Zymomonas mobilis CP4, mas devem ser suplementados,
principalmente o caldo de cana, para obter rendimentos fermentativos altos. Contudo, o
melaco apresenta a vantagem do inf:nor prego ¢ do efeito tamponante com o qual hd
diminuigio de subprodutos.
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