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RESUMO

B ad
O trabalho consta da caratcterizacao de diferentes linha-

gens de Acetobacter e de estudos da influéncia da temperatura e do

teor de etanol nos valores das constantes de crescimento e produ-

cao de biomassa.

Com os valdres das constantes de crescimento foram traca-
dos graficos de Arrhenius. Os valdres das caracteristicas de tem-

peratura obtidos variaram entre 8,6 kcal/mol (A. lovaniense 48) a

11,4 kcal/mol (A. suboxydans 52) para microrganismos crescendo em

meio basal. A adicao de etanol ao meio basal acarretou um aumento
no valor da caracteristica de temperatura para A. lovaniense 48
(de 8,6 kcal/mol para 0% de etanol a 15,4 kcal/mol para 6% de eta
nol).

Os valores do maximo de biomassa produzida pelas espécies
a diferentes temperaturas, em 48 horas de incubagao, variaram en-
tre 0,08 mg/ml (A. suboxydans 52) a 0,83 mg/ml (A. lovaniense 48).




SUMMARY

The characterization of Acetobacter species and the effect

of temperature and ethanol concentration on the growth constants
and cell mass production were studied. Arrhenius plots were drawn
using growth constants. Temperature characteristics values be-
tween 8.6 kcal/mol (A. lovaniense 48) and 11.4 kcal/mol (A. sub-

oxvdans 52) were obtained for growth in basal medium. The addi-
tion of ethanol to the basal medium increased the temperature char
acteristic of A. lovaniense 48 (from 8.6 kcal/mol for 0% ethanol
to 15.4 kcal/mol for 6% ethanol).

The maximum cell mass obhtained after 48 hours of incuna-
tion at different temperatures varied from 0.ud mg/ml (A. suboxv-

dans 52) to 0.83 mg/ml (A. lovaniense 48).




INTRODUCAQ

A importancia de bactérias acéticas reside nas suas apli-
cagdes industriais para a obtengao de produtos alimentares e far-
macéuticos como vinagre, acido glucOnico, dihidroxiacetona e sor-
bose. Por outro lado, as bactérias acéticas tem importancia como
agente de deterioragao de certos produtos fermentados, como vinho.
Além disso a sua utilizacao em estudos bioquimicos dos mecanismos
de oxidagéo de etanol, poliélcoois e agﬁbares, como bactérias ae-
robias representativas, tem contribuido no desenvolvimento dos co

nhecimentos dessa area (Asai, 1968).

As espécies do género Acetobacter variam muito na capaci-

dade de oxidar e desidrogenar os varios substratos. Dependendo da
matéria-prima utilizada, pode-se ter oxidacdes e desidrogenagoes

de importancia industrial.

A fermentacao industrial produzida pelas bactérias acéti-
cas superoxidativas, de maior importancia, € a produgao de vinagre.
Mesmo atualmente, os conhecimentos cientificos tem sido pouco usa
do nas indlstrias de vinagre. O tipo de flora atuante & obtida pe
la selegao natural sem estar sob o controle do homem. O estado da
"arte de manufatura do vinagre" & refletido pela falta de paten-
tes, e as poucas existentes sdao relativas aos aspectos de engenha

ria de equipamentos e ao processo de produgao.

A falta de interésse em um maior contrdle microbioldgico
da fermentagdo & devido ao alto teor de acido e alcool do substra
to, o que evita o crescimento de outros microrganismos que nao os

do género Acetobacter. A fermentacao acética € um processo em que

0 equipamento, matéria-prima e ar utilizado nao sofrem esteriliza
c3o prévia. Dificuldades no estudo de isolamento de espécies Ace-
tobacter dos fermentadores, devido a formagao de mutantes e vari-
antes, prejudicam na caracterizagao com seguranga das culturas
responsiveis pela fermentagdo. Tentativas de manutengao de cultu-

ras indculo de bactérias acéticas em meios de laboratério nao tem
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sido bem sucedidas. Em escala industrial o que se usa € o "vina-
gre semente" que € o produto da fermentagao quando o teor de 4&l-

cool torna-se reduzido a cerca de 0,8% a 0,9%.

Nos anos recentes, tentativas tem sido feitas para se ob-
ter uma caracterizagcao adequada para o crescimento e propriedades
metabdlicas dos microrganismos com respeito 4 temperatura. A dis-

tincdo entre as diferentes espécies de Acetobacter com base na de

pendéncia de temperatura para o crescimento é pouco estudada. 0]
presente trabalho apresenta os resultados de estudos, relacionan-
do essa dependéncia através do grafico de Arrhenius e tambémo gra

fico da produgao de biomassa a diversas temperaturas de incubagao



REVISAO BIBLIOGRAFICA

BACTERIA ACETICA E FERMENTACAO INDUSTRIAL

A. Producao de Vinagre

Segundo Lopes e colaboradores (196l1) as culturas iniciado
ras de fermentacao submersa do vinagre sao mais reprodutiveis quan
do mantidas em meio ligquido. Com os devidos cuidados, uma fermen-
tacao submersa pode ser reiniciada no periodo de 3 a 5 dias, mas
esse perliodo pode ser prolongado para 10 a 14 dias quando nao se
trabalha em condigoes adequadas. (Beaman, 1967). Para poder esta-
belecer as condicoes adequadas no inicio dessa fermentagao ha uma
necessidade de informacoes mais precisas na fisiologia de Aceto-
bacter, particularmente com relacao aos fatores que afetam o cres

cimento em condicoes submersas.

0 metabolismo das bactérias do acido acético, com énfase
as vias de utilizacao de lactato, etanol, glicose, glicerol e gli
col foi revisto por Doelle (1969). Revisao semelhante foi feita
por Asai (1968) que se estendeu aos estudos da taxonomia e ativi-

dades bioguimicas das bactérias acéticas.

O uso de culturas puras em processo de fermentagcao submer
sa & importante, uma vez gue possibilita um melhor contrélede:reﬁ
dimento. O equipamento utilizado por esse processo é adequado pa-

ra a manutengao da cultura pura.

De acdrdo com Allgeier e Hildebrandt (1960) até por volta
de 1950 nao tinha sido possivel a obtencao de vinagre pela utili-
zagao de cultura pura, quer em condigoes de laboratdorio, quer nos
processos comerciais. Shimwell (1954) isolou bactéria pertencente
ao grupo Mesoxydans, segundo a classificacao de Frateur, que usa-

da para a obtencao de vinagre deu melhores resultados que a flora

de ocorréncia natural. Das seis espéecies de Acetobacter testadas

sob condicoes de fermentacdo submersa em meio sintético, por Lo-
pes e colaboradores (1961) a que deu melhores resultados foi Ace-
tobacter acetigenum. Vinagre do residuo de suco de abacaxi, con-




tendo mais de 7%de acido acético (péso/volume) foi obtido por Ri-
chardson (1967) em um acetador de planta pildto. A fermentacgao foi

conduzida usando cultura pura de Acetobacter aceti, o tempo de

fermentagao foi menos de 24 horas e apresentou um rendimento supe
rior a 90%.

Yanagida e colaboradores (1971) classificaram 45 1linha-
gens de bactérias acéticas isoladas de vinagre e agruparam 26 li-

nhagens como A. aceti, 13 linhagens como A. pasteurianum e 6 como

A. xylinum, todas pertencentes aos grupos Oxydans e Mesoxydans de

Frateur. Linhagens mais eficientes na acetificagao do substrato
contendo etanol foram obtidas por Harada e Mori (1971) através do

tratamento das espécies de Acetobacter com N-metil-N'-nitro-N-

-nitrosoguanidina.

Recentemente, Divies e colaboradores publicaram varios
trabalhos sObre a cinética de fermentacao para diferentes linha-

gens de Acetobacter. A oxidagao de acetato por A. rancens em meio

contendo etanol como principal fonte de carbono, foi estudada por
Divies e Dupuy (1969). Em substrato contendo baixo teor de subs-
tancias organicas e acetato, 95% do etanol foi oxidado a acetato.
0 acetato formado também serviu como fonte de carbono, e o aumen-
to da capacidade de oxidagao do acetato foi gradativo, variando
de acdérdo com a quantidade de acetato acumulada. Os mesmos auto-
res (Divies e Dupuy, 1970) publicaram uma nota sObre o mecanismo

enzimdtico da transformagao de etanol em acetato.

Em estudos com Acetobacter rancens determinando as enzi-

mas dos ciclos glioxilico e tricarboxilico, durante a adaptagao
das células para a oxidagao do acetato, Divies (1972a), mostrou o
aumento da atividade especifica da maioria das enzimas com a subs
tituigéo de etanol por acetato no meio de cultura. O etanol, tam-
bém inibiu a oxidacao do acetato pelas células na fase estaciona-

ria.

A influéncia do substrato carbonado na oxidagao de etanol
e acetaldeido por A. aceti foi estudada por Divies (1970). As cé-

lulas em crescimento no etanol apresentaram maiores atividades oxi
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dativas de etanol e acetaldeido que as células em crescimento em

acetato, lactato e glucose-alanina.

A cinética de oxidagao do etanol e acetaldeido, por célu-

las intactas e extrato celular de A. mesoxydans, isolado em um pro

cesso de acetificagao submersa; foi estudada por Divies (1972b).
Concluiu-se que o acido acético & um inibidor competitivo da oxi-
dagao do etanol, com atuagao em sua forma nao dissociada. O efei-
to da inibig¢ao foi muito maior sSbre as enzimas particuladas do
que sobre as células intactas. Uma nota sdbre os tipos e agao das

alcool-desidrogenases foi publicada por Divies (1972c).

A fermentagao acética em cultura continua de A. mesoxy-
dans foi estudada por Divies (1973). Foram observadas flutuagoes
na populagao de células e acidez, variando de acdrdo com a taxa
de diluigao, decorrentes do fato de que, na fermentacdao acética,
tanto o substrato (etanol) quanto o produto (dcido acético) sao
inibidores do crescimento de bactérias nas concentragdes em que

sao usados.

Um aspecto importante na microbiologia da fermentagao acé
tica € a determinacao dos principais requerimentos nutricionais.
Para que a fermentacao de vinagre de alcool apresente bons rendi-
mentos, ha necessidade de adigdo de um sistema de nutrientes gque
geralmente contém agucar de milho e uma fonte de nitrogénio, nor-
malmente fosfato de ambneo, junto com varios outros sais de calcio
e magnésio. A essa formulagao normalmente se adiciona certos ami-
noacidos e outros fatores de crescimento ou vitaminas através da
adigéo de levedura autolisada, ou, menos frequentemente, caldo de
infusao de milho concentrado. A formulagao citada por Beaman
(1967) substitui completamente as fontes de proteinas por uma pe-
quena dosagem de pantotenato de calcio, usada como fator de cres-
cimento. A comparagao do efeito de varias misturas nutrientes so-
bre a fermentacao submersa foi estudada por Dave e Vaughn (1969).
A formulagao que apresentou melhores resultados continha agucar
de milho, fosfato de amdneo dibasico, levedura autolisada, acido

citrico, sOro de leite desidratado e cloreto de potdssio. Rao e
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Stokes (1953) mostraram que acucares redutores como glicose e
fructose e substancias relacionadas como manitol e glicerol promo
vem o crescimento de espécies Acetobacter.

Fatores do extrato de levedura que diminuem o tempo de la
téncia e aumentam a atividade de oxidagao do alcool em culturas
submersas de A. rancens foram isolados por Hijikata e colaborado-
res (1970) através da didlise. Foram obtidas duas fracgdes que iso
ladamente apresentavam pequenos efeitos e quando juntas mostravam
acao sinergistica, diminuindo significativamente o tempo de latég
cia e aumentando a velocidade de produgao de acido. Destas duas
fragoes foram isoladas as subst@ncias ativas, identificadas como
glicerol, L-alanina e acido succinico. Essas substancias apresen-
taram efeito sinergistico sObre as atividades metabdlicas (Hijika
ta e colaboradores, 1972b).

O efeito da adigao de metabolitos simples na diminuicao da
fase de laténcia do crescimento de bactérias acéticas foi estuda-
do por Hijikata e colaboradores (1972a). Alguns metabdlitos provo
caram aumento da razao de acido produzido por crescimento celular.
Um resultado de importancia industrial foi que a adigao de A&cido
latico (1lmM) em combinagao com extrato de levedura (0,1%) estimu
lou a fermentagao mesmo & concentragoes relativamente altas de

acido acético e etanol.

B. Produgcao de Cetoses e Cetoacidos

Das fermentagoes industriais empreendidas pelas bactérias
acéticas sub-oxidativas, as oxidagOes e desidrogenagoes responsa-
veis pela produgao de cetoses e cetodcidos sdao de grande importan
cia, uma vez que ésses produtos sao preparados com grandes dificul
dades por métodos puramente quimicos. Lockwood (1954) fez a revi-
sao dos principais processos de importancia industrial. Dentre

eles:

Producao de sorbose - A produgao industrial de vitamina C
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tem sido baseada na sintese de Reichstein. Neste processo D-glico
se @ quimicamente hidrogenado fornecendo D-sorbitol, que pela de-

sidrogenagao bioguimica por A. suboxydans produz a L-sorbose. Es-

ta é quimicamente oxidada a diacetona-acido-2-ceto-L-guldnico que

por hidrdlise, enolizacdao e lactonizagao dd o acido L-ascorbico.

A bioguimica da transformacao do sorbitol em sorbose foi
examinada em varios aspectos por Cheldelin e colaboradores (King
e Cheldelin, 1952; King e Cheldelin, 1954; King e Cheldelin, 1956
e Kitos e outros 1958). Os aspectos técnicos do processo de con-
versao foram revistos por Prescott e Dunn (1959) e Ward (1967) e
mais recentemente por Kulhianek (1970) gue féz revisao extensiva
dos fatores que afetam essa desidrogenagao bioldgica além das con
sideragoes sObre os novos processos de preparagao de vitamina C
a partir de aldoses e acidos aldonicos. Ainda hoje, os procedimen
tos mais utilizados em escala industrial para a produgao de sorbo

se a partir de sorbitol por A. suboxydans sao baseados nos traba-

lhos de Wells e colaboradores (1937; 1939). Na revisao feita por
Ward (1967) hd consideracdes sdbre a estatistica de produgao e re

feréncia aos métodos de anadlise quimica de sorbose.

Producdo de dihidroxiacetona -~ A preparagao industrial des-

te composto por oxidagao microbioldgica do glicerol & recente (dé
cada de 1960) mas tende a aumentar muito devido a grande utiliza-
géo em alimentos para diabéticos e também em produtos bronzeadores

da pele (Hall, 1963). Varias espécies de Acetobacter tem a capaci

dade de oxidar glicerol a dihidroxiacetona (Frateur, 1950), mas
os maiores rendimentos foram obtidos com linhagens de A. suboxy-

dans (Green, 1967).

Producao de icido 5-cetoglucdnico e acido tartarico - As

culturas sao as mesmas utilizadas para a produgao de sorbose. A
glicose é oxidada a acido glucOnico que é transformado em 5-ceto-

gluconato, precursor do acido tartarico.

Segundo Lockwood (1954), o processo de produgao de acido

tartidrico por oxidagao de adcido 5-cetogluconico em presenga de ca
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talisador de pentdxido de vanadio era pouco competitivo, pois o

dcido tartarico & um sub-produto da indistria do vinho.

Recentes pesquisas de Kotera e colaboradores (1972a), o
tratamento com N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina implicou na ob-
tencao de mutantes gue acumulavam grandes quantidades de écidotag
tarico no meio de cultura. Trabalhos posteriores de Kotera e cola
boradores (1972b) levaram a conclusao de que a concentragao hidro
geno-ionica e o acido glicdlico acumulado durante a fermentagao
& que limitavam a formagao do acido tartdrico. Essa limitagao foi
evitada pela obtencao de mutantes mais resistentes a acidez e ao
acimulo de glicolato. Kotera e colaboradores (1972c) demonstraram
que o acido pretarico € um intermediario na formagcao do acido tar
tarico a partir de dcido 2-cetoglucdnico e essa transformagao @&
acarretada por células intactas de Gluconobacter suboxydans.

Producao de acido gluconico - Os Acetobacter oxidam a gli

cose a acido glucdnico e linhagens selecionadas podem ser utiliza
das para esta fermentacao. De acdrdo com Lockwood (1954) a fermen
tagao por fungo ou a oxidacao quimica da glicose suprem o mercado
para acido glucdnico e gluconato de calcio. Grande parte da produ
géo comercial de gluconatos (Ward, 1967) €& baseada no crescimento

submerso de Aspergillus niger, em meio contendo glucose. A incon-

veniéncia da fermentacdo por Acetobacter & que o adcido gluclnico

produzido sofre a posterior conversao em acidos ceto-glucdnicos.



EVOLUGAO DA TAXONOMIA DAS ESPECIES DE ACETOBACTER

A classificagao das bactérias acéticas em dois géneros foi
feita pela primeira vez por Asai (1934 e 1935 citado por Asai,
1968) denominando-os de Acetobacter e Gluconobacter, com base nas

diferengas de propriedades fisioldgicas. Vinte anos apds os pri
meiros trabalhos de Asai, foi redescoberta a dualidade das bacté-
rias acéticas por Leifson (1954) com base na diferenciagao do ti-

po de flagelo. Foi proposto um novo género Acetomonas para linha-

gens com flagelo polar, e nao oxidavam nem acetato e nem lactato.

Era quase idéntico ao género Gluconobacter de Asai. Por isso, va-

rios pesquisadores preferem, por razoes histdricas, utilizar o no

me Gluconobacter e dentre eles De Ley (1961), mas excluindo as li

nhagens incapazes de oxidar etanol a acido acético. Na classifica
gao feita por Asai e Shoda (1958) foram incluidas vArias linha-
gens que nao oxidavam etanol a adcido acético no género Gluconoba-

cter e eram possivelmente Pseudomonas.

A literatura mostra que ha evidéncias convincentes para a

divisao das bactérias acéticas em dois grupos distintos:

(1) Linhagens com flagelo peritrico ou nao flageladas com fisiolo
gia similar, denominadas Acetobacter, como redefinidas par Leif
son (1954).

(2) Linhagens com flagelo polar ou nao flageladas com fisiologia

similar, para as gquais usa-se o nome Gluconobacter Asai, ou

Acetomonas Leifson.

No sistema de classificagao de Frateur (1950) todas as li
nhagens estao distribuidas em quatro grupos com as caracteristi-

cas apresentadas na tabela 1.

Kondo e Ameyama (1957) propuseram a classificagao das es-

pécies Acetobacter em dois grupos, de acdrdo com a capacidade de

oxidagao dos carbohidratos.



Tabela l: Resumo das propriedades dos quatro grupos de bactérias

do acido acético, de acordo com Frateur (1950)

Cetogenese (gli
Produgao de COy cerol a dihidro
a partir de aci| xiacetona; mani-
Grupo Catalase|do acético e | tol a fructose;
acido latico glucose a 5 ce
to-gluconato)

Oxidagao de
glicose a aci
do glucodnico

Peroxydans - + - ou muito fraco -
. +
- ou muito (ou - para
Oxydans + + fraco
2xycans A.ascendens)
Mesoxydans + + + +
Suboxydans + - ++ ++

Grupo I: espécies isoladas de substdncias contendo etanol
ou acido acético. Apresentam forte atividade oxidativa de alcdbois,
mas a atividade oxidativa de aglicares é fraca; oxidam a glicose,
mas nao o acido glucdnico e sdao incapazes de oxidar alcdois como

sorbitol, manitol e glicerol.

Grupo II: espécies isoladas de materiais contendo aguca-
res, como frutas ou flores. Portanto sao linhagens que apresentam
forte capacidade oxidativa de aglicares. Oxidam Aacido-glucdnico,
sorbitol e manitol; apresentam fraca atividade oxidativa para eta

nol e nao oxidam o acido acético.

A classificagao apresentada no "Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology" (Breed e outros, 1957) tem por base o sis-
tema de agrupamento de linhagens relacionadas de acordo com as
atividades bioquimicas e morfoldgicas estabelecidas por Vaughn
(1942) . Essa classificagao nao reflete a filogenia bacteriana e,
decorrente disso, existe atualmente uma intengao de reorganizagao
das bactérias acéticas segundo uma relagdo natural onde todas as
propriedades morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas,enzimiticas,

ecoldgicas, imunoldgicas e outras tenham um igual valor.
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De Ley (1961) trabalhou na classificagao de bactérias acé
ticas tendo em vista a filogenia bacteriana e propds a divisao do
género Acetobacter em dois biotipos: Gluconobacter oxydans e Ace-

tobacter aceti considerando as demais espécies existentes como

variedades desses dois tipos principais. Estudando a oxidagao de
20 carbohidratos e derivados por 45 espécies Acetobacter, chegou

a conclusao de que os grupos Peroxydans e Oxydans (segundo Frateur,

1950) tinham poderes oxidativos limitados enquanto que linhagens

dos grupos Suboxydans e Mesoxydans oxidaram grande variedade de

substratos e possuiam sistemas enzimaticos mais complexos.
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MATERIAL E METODOS

I. Microrganismos

Foram testadas linhagens de microrganismos dos grupos Pe-
roxydans, Oxydans, Mesoxydans e Suboxydans (Frateur, 1950). A ori

gem e a especificagao das linhagens utilizadas estao relaciona-

das na tabela 2.

Tabela 2: Origem e especificag&o das linhagens

_ Numero de Grupo Linhagens
Colecao linhagem segundo enviadas por:
(procedéncia do organismo) usado no Frateur
trabalho

Departamento de Agricultura e
Horticultura, Universidade de Dr. J.G.Carr
Bristol
Acetobacter suboxvdans 52 Suboxydans
Acetobacter aceti 46 Mesoxydans
Acetobacter mesoxydans 47 Mesoxydans
Acetobacter estunense 51 Mesoxydans
The National Collection of
Industrial Bacteria (NCIB), NCIB
Torry Research Station,
Aberdeen
Acetobacter peroxydans 53 Peroxvdans
Universidade Tecnoldgica ,
Delft, Holanda. Dr. J.De Ley
Acetobacter lovaniense 48 Oxydans

II. Caracterizacao das Bactérias acéticas

Os testes realizados foram os citados por Carr (1968). To
dos os meios de cultura foram esterilizados a 121°¢ por 15 minu-

tos. A incuba¢ao dos microrganismos foi feita em estufa a 30°¢.
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A- Caracterizacao em nivel do género - Feita atravées da

diferenciagao da propriedade de super-oxidagao do etanol. A compo
sigao do meio de cultura foi a sequinte:

extrato de levedura (Difco) - 3gqg
agar (Difco) - 29
solugao 2,2% debromocresol verde - 1lml

HZO destilada l100ml1

Apds a esterilizagao do meio de cultura adicionou-se eta-
nol a 20%, previamente esterilizado por filtragéo, de modo a re
sultar concentragao final de 2% de etanol. Distribuiu-se em tubos
previamente esterilizados e fez-se o inclinado de agar. Como cres
cimento das espécies Acetobacter a cor do meio passa de verde azu

lado para amarelo, mas para as superoxidativas se obtém novamente

a coloracao original do meio, apds incubégéo prolongada.

B~ Caracterizacao em nivel especifico - feita pelos se-

guintes testes:

1. Crescimento no meio de Hoyer baseado na utilizagao de

nitrogénio amoniacal, quando a unica fonte de carbono disponivel
& o etanol. A composicao do meio de cultura foi a seguinte:

(NH,) ,.S0, - 0,1g
K2HPO4 - 0,01g
KH2P04 - 0,09g
MgSo, . 7H,0 - 0,025g
FeC13.6H20 - 0,002g
HZO destilada - 100ml

Apds a esterilizagéo adicionou-se etanol a 20%, previa-
mente esterilizado por filtracao, de modo a obter a concentragao
final de 3% de etanol. Distribuiu-se o meio em tubos esterilizados.
O teste e demorado, de modo que, as vezes, necessita de 14 dias

para que ocorra crescimento.
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2. Produgao de acido de glucose. A composigao do meio de

cultura foi a seguinte:

extrato de levedura (Difco) - 3g
glicose (Difco) - 10g
CaCO3 - 3g
agar (Difco) - 2g
H,O destilada - 100ml

2

A reagéo positiva @ indicada pelo aparecimento de area
clara em torno da coldnia. As que dao reag&o negativa, geralmente

crescem, mas nao produzem halo.

3. Producao de catalase. Adicionou-se sobre as coldnias

com menos de 48 horas de incubagao no meio do teste 2, gdétas de
agua oxigenada a 3% (v/v). 2 formacao de borbulhas indicou a pre-

senca de catalase.

4. Producao de dihidroxiacetona de glicerol. A composicao

do meio de cultura foi a seguinte:

extrato de levedura (Difco) - 3g
glicerol ~ 3ml
agar (Difco) - 29
H2O destilada - 100ml

A produgao de dihidroxiacetona foi detectada cobrindo-sea
placa inoculada a menos de 48 horas com solugao de Fehling.Em tor
no das coldnias positivas houve a formagao de um halo de Sxido cu

proso.
Solugao de Fehling:

Solugao A - sulfato de cobre -~ 34,65g

HZO destilada - 500ml

Solugao B - tartarato de potassio e sddio - 173g
KOH - 125g
HZO destilada - 500ml

Misturar por¢oes iguais das solucdoes A e B, na hora de
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usar.

5. Produgao de celulose. A composigdo do meio de cultura

foi a sequinte:

extrato de levedura (Difco) - 2g
glicose (Difco) - 2g

HZO destilada = 100ml

A celulose foi detectada pela produgac de pelicula amare-
lo creme e fluido sobrenadante claro. O teste confirmatdrio foi
feito adicionando-se H SO4 a 60% e gotas de solucao de lugol. Na

2
presenca de celulose, houve formagcao de coloracgao azul intensa.

Solucao de lugol:

iddo - 1lg
iodeto de potassio - 2g
Hzo destilada - 300ml

6. Producao de pigmento marrom. A composigao do meio de

cultura foi a seguinte:

extrato de levedura (Difco) - 2g
glicose (Difco) - 2g
CaCO3 - 2g
agar (Difco) - 29
H,O destilada - 100ml

2
Fez-se a distribuicao em agar inclinado.

III. Determinacao da constante de Arrhenius

A formulagao do meio basal utilizado em todos os ensaios

foi a seguinte:

(NH4)2SO4 - 1lg
casaminoacidos (Difco) - 1g
glicose (Difco) - lg
extrato de levedura (Difco) - 1l5g
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solugcao de sais A - 5ml
solugao de sais B - 5ml

Completou-se o volume a 1000ml com Agua destilada, ajus-
tou-se a pH 6,5 e procedeu-se a esterilizagao por autoclavagem a
121°C por 15 minutos. As formulagoes das solugdes A e B foram:

Solugao estogque de sais A:

K,HPO, - 50g

KH2P04 - 50g

HZO destilada -~ 500ml

Solugao estogue de sais B:

MgS0, . 7H,0 - 20g
NacCl ‘ - 1lg
FeSO4.7H20 - 1lg
MnSO4.4H20 - 1lg
HC1l concentrado - 1lml
HZO destilada - 500ml

Nos testes de crescimento em meio contendo alcool, adicio
nou-se etanol absoluto ao meio basal estéril, de modo a se obter
concentragoes finais de 3% e 6% em etanol (v/v).

O indculo foi preparado semeando-se uma alcada da cultura
em frasco Erlenmeyer (com aletas para proporcionar maior aeracgao)
de 500ml contendo 50ml de meio de cultura e incubando-se a 30°C
por 24 horas em incubador agitador rotatdrio (New Brunswick cat.G
25) a 250 r.p.m.. ”

A semeadura nos tubos, para a determinagaoc da constante
de crescimento, foi feita transferindo-se de 0,02 a 0,1ml (depen-
dendo da especie) do indculo, para cada tubo do incubador conten-
do 10ml de meio de cultura. Nos testes de crescimento em meio con
tendo alcool usou-se 0,1lml de indculo para cada tubo. Esses tubos
especiais em forma de "L" foram usados para operar no incubador
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de temperatura gradiente da Scientific Industries Inc., New York,
N.Y.. Ajustou-se o intervalo de temperatura do incubador entre 5 e
50°C e utilizou-se 30 tubos nessa faixa de temperatura gradiente.
Antes da inoculagao os tubos foram deixados no incubador pelo me-
nos 20 minutos, para se obter o equilibrio de temperatura entre o
meio e o incubador. A variagao na temperatura dos diferentes tu-
bos do incubador gradiente foi de I O,3°C.

A incubagao foi feita sob agitacao reciproca na velocida-
de de 30 R.P.M. e o crescimento dos microrganismos foi determina-
do pelo método colorimétrico usando o espectrofotdmetro  "Bausch
and Lomb Spectronic 20" adaptado para operar com tubos de 20mm de
diametro. A leitura foi efetuada a comprimento de onda de 600mm e
em intervalos de 15 a 30 minutos, dependendo da velocidade de cres
cimento.

IV. Determinacao da Biomassa

ApOs 48 horas no incubador gradiente, foi feita a medida
do crescimento da cultura, determinando-se para cada tubo a densi
dade Optica da cultura apds a diluicdo de 10 vezes com adgua desti
lada. Estes valOres de densidade Optica foram transformados em bio
massa (mg/ml) através da curva que correlacionava massa celular
séca (mg/ml) com a densidade Sptica das diluicoes sucessivas da
suspensao do organismo (Figura 3).

A massa celular séca foi determinada por secagem diferen-~
cial do filtro de membrana Millipore HA com didmetro de poro de
Q,4§p, séco em estufa a vicuo a 65°C, antes e depois de se fazer
passar 1l0ml de meio de cultura inoculado e incubado a 30°C;rr 48
horas em incubador agitador rotatdorio (New Brunswick cat. G25 a
250 r.p.m.).

A construcao da curva de calibracgido foi feita locando-se
em grafico os valdres de densidade optica determinada para as di-
ferentes diluigoes versus ml de suspensaoc de organismos presente
em l0ml de volume.

A suspensao de organismos foi obtida pela centrifugacdode
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40ml de cultura incubada a 30°C por 48 horas i gravidade de 13000
g pelo tempo de 10 minutos em centrifuga refrigerada Internatio-
nal Modelo B-20A. ApOs a centrifugagao as células foram lavadas,
ressuspensas e novamente centrifugadas. Obteve-se a suspensao fi
nal completando-se o volume a 100ml.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

I. Caracterizacao das bactérias acéticas

Os resultados dos testes bioguimicos utilizados para a ca
racterizagao das diferentes espécies de bactédrias acéticas estao

representados na tabela 3.

Os resultados obtidos para os testes realizados foram os
esperados (dados obtidos para as cepas padrao, relatados no tra
balho de Carr, 1968) com excessao do resultado para o teste de pro
dugEo de dihidroxiacetona a partir de glicerol, gque devendo ser

positivo para as espécies A. lovaniense 48 e A. estunense 51, apre

sentou-se negativo.

Tabela 3: Resultados dos testes bioquimicos para as espécies de

Acetobacter testadas

E N t =
v o O~ e}
0 > QO + 0 ® o
i o 0 T n Y I N
Oerd 0 O 0 0o o a
T g ~ o T~ B sl 16 O
°s m Q0 o % Os o
X + £ O 0o 0 o 3 o
oo ] -~ < N T c
H © 0 T O o o 0
30T H QO -~ O ol
0 O E o s [a¥
A.peroxydans 53 + - - - - - -
A.lovaniense 48 + + + + - - -
A.aceti 46 + + + + - - o
A.mesoxydans 47 + + - + - - -
A.estunense 51 + + - + - - -
A.suboxydans 52 - + - + + - -
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II. Determinacao dos parametros de crescimento (constante de cres-

cimento e caracteristica de temperatura)

As curvas de crescimento foram obtidas locando-se em gra-
fico o logaritmo das densidades Spticas versus tempo. As constan-
tes de crescimento [k] foram determinadas das porcoes retilineas
de maximo declive nas curvas de crescimento. A figura 1 mostra 4
exemplos dessas curvas para A. mesoxydans 47 cultivado em meio ba
sal a temperaturas de 31,7; 32,9; 34,0 e 35,2°C. Os valdres de k
obtidos foram respectivamente 0,00584; 0,00513; 0,00435 e 0,00318

min 1 e foram calculados pela fSrmula:

k= 2,303 (log Xy ~ log Xl) min-l; onde xl e x2 sao as densidades

t, - t

2 1 Opticas nos tempos t, e t,, res

1
pectivamente.

A partir das constantes de crescimento [k] obtidas a dife

rentes temperaturas, foram tragados os graficos de Arrhenius para

as diversas espécies de Acetobacter (Figqura 2). A espécie que apre

sentou maiores constantes de crescimento foi A. lovaniense 48 en-

quanto gue as apresentadas por A. suboxydans 52 foram as menores.

Nao foi possivel a determinagdo do grafico de Arrhenius para A.pe
roxydans 53 devido a sua incapacidade de utilizar a fonte de car-
bono glicose. Segundo De Ley e Stouthamer (1959) (citado por Asai
1968) alinhagem A. peroxydans originou-se dos grupos Mesoxydans e

Oxydans, por mutagoes caracterizadas pela perda de catalase, qui-
nase, permeases, tal que, polissacarideos, aclcares C6 e C5 e se-
us derivativos nao podem ser introduzidos no metabolismo interme-

diario desse microrganismo.

A caracteristica de temperatura (u) & definida pela equa-
¢ao log k= u/2,303 RT + C, na qual k é a velocidade especifica de
crescimento (ou constante de crescimento), R a constante dos ga-
ses (1,986 x 10-3 kcal/g mole x OK), T a temperatura absoluta, eC
constante. O uso da caracteristica de temperatura (u) é adequada-

mente discutido no texto de Lamanna e Mallette (1965).

Os valdores das caracteristicas de temperatura (u), das di
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Figura l: Exemplos das curvas de crescimento de Acetobacter meso-
xydans 47 incubado a diferentes temperaturas.
(1) T= 31,7°C e k= 5,84 x 10> min";
(2) T= 32,9°C e k= 5,13 x 10> min~};
(3) T= 34,0°C e k= 4,35 x 10”°> min"1;
(4) T= 35,2°C e k= 3,18 x 10 > min T.
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Figura 2: Grafico de Arrhenius para as diferentes espécies de Ace
tobacter. (1) A. suboxydans 52; (2) A. estunense 51;

(3) A. aceti 46; (4) A. mesoxydans 47 e (5) A. Lovanien

se 48.
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ferentes espécies Acetobacter foram calculados dos declives das

retas que melhor ajustaram aos pontos do centro do intervalo de
temperatura onde o declive & relativamente constante.Aplicando es
te método, os valdres de u obtidos foram semelhantes para as espé
cies de Acetobacter testadas. O valor médio foi de 9,5 kcal/mol e

os valdores variaram de 8,6 kcal/mol (A. lovaniense 48) a 11,4
kcal/mol (A. suboxydans 52).

Tabela 4: Constantes (k) e temperaturas (T) de mais rapido cres-
cimento e caracteristicas de temperatura (u) de diferen

tes espécies de Acetobacter

Microrganismo Constante de ma.|Temperatura de | Caracteristica
is rapido cres- |mais rapido de temperatura
cimenfo (k) cgescimento (T) | (u) (kcal/mol)
(min™+) (TC) _

A. lovaniense 48 0,00718 32,5 8,6
A. aceti 46 0,00539 32,0 8,8
A. mesoxydans 47 0,00619 30,5 9,3
A. estunense Q} 0,00543 33,0 9,4
A. suboxydans 52 0,00306 29,5 11,4

Os valdres da caracteristica de temperatura para espécies

de Acetobacter foram inferiores aos obtidos para bactérias meso-

filas e psicrdéfilas por outros autores. Hanus e Morita (1968) ob-
tiveram valores de u variando entre 14,4 a 16,4 kcal/mol para es-
pécies de Vibrio (linhagens mesdfilas e psicrdfilas) Yokoya
(1974) trabalhando com S. aureus n? 50,obteve valdres de u na fai
xa de 14,8 a 16,1 kcal/mol em meio de cultura contendo concentra-

gOes de sal variando de 0 a 9%. Shaw (1967) que trabalhou com li-
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nhagens psicrofilas e mesdfilas de levedura, concluiu que nao era
possivel a distingao em grupos, com base na caracteristica de tem
peratura (u) que foi encontrada ser cérca de 12 kcal/mol para am-

bos os tipos.

Os resultados mostram gue o valor u embora nao sirva para
a diferenciacao de mesdfilos e psicrdofilos, pode ser considerado
como constante e caracteristico, para um determinado grupo de mi-

crorganismos, em uma dada condi¢ao do meio de cultura e aeracao.

A construgao dos craficos de biomassa (mg/ml) versus tem-—

O . - Iy - .
peratura (°C) para as diferentes espécies de Acetobacter (Figura

4) foi feita a partir dos valores obtidos da correlacao entre den
sidade Optica e massa celular séca (TFigura 3). As temperaturas de
maxima produgao de biomassa, para tddas as espécies testadas, fo-
ram inferiores as temperaturas de mais rapido crescimento, dife-

renca esta que variou entre 3,4OC para A. sunoxydans 52 e lO,ZOC

para A. estunense 51.

As diferengas nos valdres de biomassa maxima produzida fo
ram consideraveis entre as espécies analisadas (Tabela 5). Para

A. lovaniense 48 a biomassa maxima produzida foi cérca de 10 vé-

zes superior a do A. suboxydans 52. O baixo valor de biomassa pro

duzida por A. suboxydans 52 & provavelmente devido a escassez dos

metabolitos simples, sintetizados através do ciclo dos acidos tri

carpoxilicos (Greenfield e Claus, 1Y72).

Segundo Greenfield e Claus (1969) a especie A, subdxydans

€ a Unica espécie, entre as heterotrdficas aerdbias obrigatdrias,
que nao contém o ciclo funcional dos acidos tricarboxilicos.a evi
déncia da falta do ciclo dos acidos tricarboxilicos & baseada na
inabilidade, de células intactas ou extratos celulares de A. suvo
Xydans, de oxidar intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxili

Ccos.
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Figura 3: Curva utilizada na transformagao dos valdres de densida

des Opticas em massa celular seca, para cultura de A.lQ

vaniense 48.
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Figura 4: Produgao de biomassa pelas diferentes espécies de Aceto

bacter. (1) A. suboxydans 52; (2) A. estunense 51;
(3) A. aceti 46; (4) A. mesoxydans 47 e (5) A. lovanien

se 48.
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Tabela 5: Produgao mdxima de biomassa (mg/ml) em 48 horas de incu
bagao, a diferentes temperaturas, por diferentes espéci

es de Acetobacter

Microrganismo Temperatura de Maximo de bio-
maxima produgao massa produzi-
de biomassa (OC) da (mg/ml)

A. lovaniense 48 22,8 0,83
A. aceti 46 23,8 0,48
A. mesoxydans 47 26,1 0,55
A. estunense 51 22,8 0,26
A. suboxydans 52 26,1 0,08

III. Efeito do teor de &dlcool no crescimento de A. lovaniense 48

A adigao de etanol ao meio basal acarretou um aumento con
sideravel no valor da caracteristica de temperatura do A. lovani-
ense 48, passando de 8,6 kcal/mol (sem etanol) a 10,9 kcal/mol
(3% de etanol) e 15,4 kcal/mol (6% de etanol). Também a temperatu
ra de mais rapido crescimento diminuiu com o teor de etanol adicio
nado de 32,90C (sem etanol) a 28,4OC (6% de etanol).

Para um teor de 9% de etanol nao foi possivel a obtengéo
de dados para a determinagao do gréfico de Arrhenius, provavelmen
te devido as condigoes insuficientes de aeracao do incubador gra-
diente. Para essa concentragao de etanol e condigdes do experimen
to o crescimento foi extremamente lento e irregular, de modo anio

permitir a obtengao de dados reprodutiveis.
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Figura 5: Grafico de Arrhenius para A. lovaniense 48 cultivado em
meio basal com diferentes teores de etanol.
(1) meio basal com 6% de etanol (v/v);
(2) meio basal com 3% de etanol (v/v) e

(3) meio basal sem etanol.
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Tabela 6: Constantes (k) e temperaturas (T) de mais rapido cresci
mento e caracteristicas de temperatura (u) para A. lo-
vaniense 48 cultivado em meio basal contendo diferentes

porcentagens de etanol

% de etanol adi|Constante de ma|Temperatura de ma{Caracteristica &
cionado ao meiofis ripido cres|is rapido cresci-|temperatura (u)
basal (v/v) cimento (k) mento (T) (°C) (Kcal/mol)
(min”1)
0 0,00718 32,9 8,6
3 0,00675 30,6 10,9
6 0,00407 28,4 15,4

Nas condigoes de fermentacao submersa, onde a aeragdo &
adequada, foi conseguido bom desenvolvimento de bactérias acéticas
mesmo com teor elevado de etanol no meio como 9 a 11% (Beaman,
1967; Casida, 1968; Ebner, 1965 e White, 1970).

us valores da tabela 6, confirmam, para cultura de Aceto-

bacter lovaniense 48, cultivada em condigaes de laboratorio, os re

sultados para culturas mistas obtidos por Hromatka e colaboradores
em 1952 (citado por Allgeier e Hilldebrandt, 1960) em condigoes
de fermentacgao submersa (Tabela 7). O trabalho desses pesquisado-
res evidenciou que a temperatura de maxima atividade fermentativa
diminuia com oaumento da concentragao total - GK (teor de alcool

em porcentagem (v/v) mais gramas de acido acético por 100 ml).

A temperatura de mais rdpido crescimento em condigoes de
laboratdrio, 28,4OC para 6% de etanol, foi bastante inferior atem

peratura de mixima atividade fermentativa na acetificagao submer-
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sa, 35,0°C para G.K. equivalente a 5,0. (Tabela 6 e 7).

Tabela 7: Relagao de temperatura em fermentacao submersa (apos

Hromatka e colaboradores, 1952)

Concentragcao total - GK Temperatura de ma-
(volume de alcool em % xima atividade fer
mais g de acido acético mentativa. (°C)
por 100 ml)

5,0 35

7,0 34

9,0 30

11,0 28

A adigao de etanol ao meio basal, (tanto 3% como 6%), acar

retou um aumento no valor da biomassa produzida por A. lovaniense

48. Isto foi devido a uma maior disponibilidade de substrato car-
bonado. (Figura 6).

Para 6% de etanol adicionado os valdres de biomassa foram
inferiores aos obtidos para 3% de etanol, devido as condigées ad-
versas do meio de cultura (toxidez do etanol). O etanol adiciona-
do implicou na diminuigao do valor da temperatura de maxima produ

gao de biomassa (Tabela 8).



BIOMASSA (mg/mt)

Fi

g:

10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
TEMPERATURA (°C)

Produgao de biomassa por A. lovaniense 48 em:
(1) meio basal; (2) meio basal com 6% de etanol

(3) ameio basal com 3% de etanol (v/v)
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Tabela 8: Produgao mixima de biomassa (mg/ml) por A. lovaniense

48 em meio basal contendo diferentes porcentagens de eta
nol (48 horas de incubagao a diferentes temperaturas -

incubador gradiente)

% de etanol adicionado Temperatura de ma Maximo de bio-
ao meio basal (v/v) xima producao de massa produzi-
biomassa (OC) da (mg/ml)
0 25,0 0,83
3 23,8 1,49
6 22,8 1,35
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