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RESUMO

Este trabatho fol realizado com o objetivo de estudar os pardmetros que afetam a
produgido de células de Beijerinckio 7070. Esta bactéria foi isolada e identificada de solo
canavietro da regifio oeste do estado de Sdo Paulo. Sua principal importincia esta
relacionada com o fato de fixar nitrogénio atmosférico em culturas de cana-de-agicar.

Neste estudo, realizaram-se ensaios em erlenmeyers sob agitagio, variando-se as
concentragdes de ghcose e sacarose no meio de fermentagio. Escolheu-se a
concentracio de 1% de sacarose para producio de células. Em fermentadores de
bancada, foram determinadas as condicSes 0timas de temperatura, concentragdes de sais,
concentragdes de pasta de levedura ¢ melago de cana-de-acticar. O maior rendimento de
massa celular e biopolimero ocorren a 25°C. O crescimento celular foi estimulado pela
adigdo de K ;HPO,, enquanto que a produclc de biopolimero foi favorecida pelo
aumento da concentragio de Mg80,7H,0 e até a concentragio de 0,10% de NH,Cl. A
adicio de NH,NQ; inibin o crescimento celular e a produgio de polissacarideo. A
substituigio de sacarose por melago mostrou ser uma boa alternativa como fonte de
carbono, uma vez que favoreceu a produgiio de células e biopolimero. O aumento da
concentragdo de pasta de levedura ocasionou um aumento na concentragio de massa
celular.

Em escala semi-pilote, determinou-se que o valor ¢time de pH para crescimento
de Beijerinckia 7070 foi de 6,5, o qual foi mantido pela adigdo de uma solucdo alcalina
de hidréxido de sédio ou hidroxido de amémio. Posteriormente, estudou-se o processo
de batelada alimentada com vazio de almentagfo exponencial e constante. A
concentracio de sacarose da solugio de alimentagfo com vazio exponencial, variou de
10 a 75% (p/v), sendo que na concentragdo de 45% obteve-se o melhor rendimento em
termos de crescimento celular.

A fermentagio com vazdo constante de carboldrato, apresentou um bom
rendimento em termos de produgio de células, mas apresentou também um actmulo de
sacarose no caldo fermentado. O meio alternativo, composte por melago ¢ pasta de
levedura, mostrou ser um meio com menor custo para a fermentagiio de Beijerinckia

7070,

xi



SUMMARY

This study was carried out fo characterize the parameters affecting the
fermentation of Beijerinckia 7070. This bacteria was isolated and identified from soil of
sugar cane plantation of North East region of S&o Paulo State. The greatest importance
of this bacteria is to fix atmosferic nitrogen in sugar cane plantation.

In shaker, diferents concentrations of glucose and sucrose were added to the
medium, and 1% (w/v) showed to be the best for cells production. In the laboratory
fermenter, the optimal conditions of temperature, concentrations of salts, concentrations

of Brewers yeast autolyzate and molasses were defermined. The higher yield of biomass
and polymer were at 25°C. The biomass production was stimulated by addition of

KLHPO, and the biopolymer production was stimulated by addition of MgSO,7H,0 and
NH,CL but NH,NO; inhibited the growth and biopolymer production. The replacement
of sucrose by molasses increased the biopolymer production and high mitrogen
concentrations gave highest yield of biomass.

In semi-pilot escale was determined the optimum pH. The optimal growth rate by
Beijerinckia 7070 was at pH 6,50. Afterwards, the fermentations were carried out as
fed-batch process. Sucrose suplementation was added in the solution of NH,OH,
increasing cells vyields. The productivity was higher at 45% (w/v) of inicial
suplementation sucrose. The fermentation out put obtained with fed-batch process had
highest yield of biomass production. Sugar cane molasses and Brewers yeast autolyzate
were good alternative to produce cells of Beijerinckia, making the fermentation process

cheaper.
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1- INTRODUCAO

Os polissacarideos de origem microbiana, conhecidos como biopolimeros, sio
capazes de formar solucSes viscosas e géis em melo aguose mesmo em baixas
concentracles. Os biopolimeros apresentam algumas vantagens em relagdo aos
polissacarideos de origermn vegetal e animal, fais como: reprodutibilidade das
propriedades fisico-quimicas além de custo e suprimento estaveis. Devido s estas
caracteristicas, os biopolimeros tém sido objeto de intensa pesquisa, visando o seu alto

potencial de aplicacio.

Na inddstria de alimentos, os polissacarideos podem ser utilizados essencialmente
como agentes emulsificantes, espessantes e gelificantes em doces, conservas, sorvetes,
pudins de frutas, molhos, iogurtes, coberturas de bolos, creme para café ¢ outros. O seu
uso tem aumentado ano a ano, principalmente, na proporgdc em que cresce o nimero de

novos produtos desenvolvidos da linha "diet" e "light" (RINAUDQO, 1993).

Na agricultura, 0s biopolimeros s3o usados como agentes de suspenséo para
inseticidas e, somente em 1993 foram feitas referéncias ao seu uso na recuperacio do
solo do deserto do Saara, como agente retentor de agua (PAINTER, 1993). Outros
estudos foram também realizados por SARIG (1993), referente a relagio entre
polissacarideos, produzidos por microrganismos fixadores de mifrogénio, e estrutura
fisica do solo do deserto do Negev. Este autor verificou que o biopolimers presente no
solo forma complexo com metais, servindo como agente de ligagio entre as particulas

inorgénicas do solo, o que causa uma agregacio estavel do solo.

Selecionar variedades de microrganismos que produzam polissacarideos em
quantidades e com propriedades interessantes € um desafic que vem sendo enfrentado
por vérios pesquisadores em todo o mundo. Com a finalidade de selecionar bactérias
produtoras de novos exopolissacarideos, VENDRUSCOLO (1995} wlentificou uma
linhagem de Beijerinckia sp, denominando-a de 7070. Esta bactéria, além de ser

produtora de exopolissacarideo &, também, fixadora de nitrogénio.



As bactérias do género Beijerinckia sio encontradas em solos cultivados por
cana-de-agucar, sugerindo que esta cultura pode ser beneficiada significativamente do
nitrogénio proporcionado pela fixacio biolégica do mirogénio atmosférico no solo
{DOBEREINER, 1958).

Sabe-se que a cana-de-agticar ¢ uma das mais mmportantes culturas qgue influi na
economia do nosso pafs, € nos Gltimos anos, por incentivo do Proalcool, tem-se
expandido significativamentie em direcfo as areas de campo-cerrado, onde geralmente a
fertilidade dos solos € baixa (CARVALHO, 1983). Essa cultura em conjunte com o café
¢ a soja consomem mais de 50% dos adubos utilizados no Brasil, sendo que nos ultimos

anos a participagio da cana-de-aghcar tem sido cada vez maior (MALAVOLTA 1981)

A presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio no solo ¢anavieiro ja foi estudada
no Brasil sem que se correlacionasse & produgfio de biopolimeros por estas bactérias
{DOBEREINER, 1955). A presen¢a das bactérias Beijerinckia em solos de cana-de-
agtcar poderia explicar, em parte, as boas produgBes até por mats de trinta anos no

Brasil, sem uso de adubaciio (URQUIAGA, 1987).

As bactérias do género Beijerinckia prodnzem uma goma hidrossolGvel que
circunda os talos de cana-de-aglicar e, podem intervir na capacidade de agregagéio do
solo. Provavelmente, o polimero serve como ponte fisica entre o microrgamsmo fixador
de nitrogénio e a raiz da planta, assim como para conservar as células das bactérias com
um teor de umidade adequado, evitando injrias metabdlicas ou mesmo a morte

(BORZANIL 1986).

O polimero produzido pela Beijerinckia 7070, possui caracteristicas
pseudoplasticas € apresenta viscosidade muito maior do que a da goma xantana
(VENDRUSCOLO e SCAMPARINI 1993; GLICSMAN 1982), porém ¢ degradado
quando o pH é superior a 12 ou inferior a 3. Essa propriedade permite a esta goma, ©
seu uso no fraturamento hidrautico do petrdleo, pois apos ¢ seu uso na fratura da rocha

o polimero deve ser recuperado através de bombeamento da goma liquefeita.



Entretanto, estudos recentes relativos a Beijerinckia sp, conceniram-se no uso
desta bactéria em tratamentos de residuos, para oxidagio de compostos arométicos
(RESNICK e GIBSON, 1993; MURAI 1990, MAHFFEY et alu, 1988, STUCKI e
ALEXANDER, 1987) e de compostos orgdnicos sulfurosos (BLINKOVSKY e
DORDICK, 1994; LABORDE et alii, 1977).

Estudos realizados por SCAMPARINI et ali (1994), demonstraram que a
aspersdo de uma solugdic contendo Befjerinckicc 7070 em mudas de bananas, acarretou

numa melhora da qualidade das mudas em termos de massa seca.

No Brasil encontram-se diferentes linhagens de bactérias fixadoras de nitrogénio
dos géneros Azotobacter, Beijerinckia, Alcaligenes que produzem biopolimeros além de
PHB (polihidroxibutirato) como substéncias de reservas, sendo que o PHB pode ser
utilizado na produgio de plastico biodegradavel. Hoje estio sendo produzidos
comercialmente, no Reino Unido, os bioplasticos por bactérias do género Azofebacter.
Estes plasticos sio filmes biodegradaveis que podem substituir os filmes de PVC. A
demanda para o uso de plasticos degradaveis ¢ estimada, até o ano 2000, em um milhdo

e meio de toneladas por ano (PAGE, 1993).

O presente trabatho teve como objetive principal o estudo da influéncia dos
parfimetros cinéticos {(concentragiio de nutrientes, pH, temperatura, aeragiio) além do
estudo da influéneia da vazio de adiglo de sacarose e melago na produgio de células de

RBeijerinckia 7070,

O interesse pelo estudo de bactérias do género Beijerinckia se deve ac fato de
estas bactérias serem produtoras de biopelimero com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas 4 aplicagio industrial de polihidroxibutirato, que € utilizado na produgéo de
plasticos biodegradéveis, além de serem fixadoras de nitrogénic em cuituras de cana-de-

agucar.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A bactéria Azotobacter indicum foi descrita como sendo uma nova espécie
bacteriana por STARKEY e DE em 1939, a qual foi isolada em amostras de solos
asiaticos que tinham pH baixos. A tolerncia deste microrganismo a solos acido da
Malasia ja havia sido observada por ALTSON em 1936, que constatou que esta nova
espécie de Azofobacter nio era facilmente recuperada do solo pelos metos classicos
usados na época. Além do mais, notou a inibigio do crescimento desta bactéria em
presenca de carbonato de calcio. Devido as estas caracteristicas, ALTSON conseguiu
cultivar a2 nova espécie em placas de silica-gel. Este meio foi desenvolvido por
WINOGRADSKY em 1932, o qual peneirou as amostras de solo em maihas finas sobre

as placas de silica-gel, sendo incubadas a 30°C por 10 dias.

_ Em 1950, DERX durante ¢ isolamenio de microrganismos em solos da
Indonésia, encontrou a bactéria Azofohacter indicum, a qual através de caracteristicas
morfologicas e fisiologicas, foi classificada como pertencente ac género Beijerinckia. As
espécies identificadas foram classificadas como Beijerinckia indica (DERX, 1950) e

Beijerinckia mobilis (DERX, 1950a).

Segundo DERX (1953), a ocorréncia de Berjerinckia em solos tropicais, pode ser
atribuido a um fator especifico que se encontra somente nestes solos, como certos tipos

de plantas ou a0 equilibrio microbiano tipicos de tais solos.

Em 1956, TCHAN isolou e identificou uma nova espscie de Beljerinckia ¢ a
classificou como Beijerinckia derxii. Esta nova espécie produzia um pigmento verde-

amarelado, além de grande quantidade de polihidroxibutirato.

NEWTON e SAID em 1957, estudaram a correlaglo entre a ocorréneia de
Beijerinckia sp e o pH do solo. Eles observaram que a adigio de molibdénio em solos da
Indonésia, ocasionou um maior rendimento na fixagBo biologica de mnitrogénio.

Verificaram, também, que bactérias do género Beijerinckia sio encontradas



preferencialmente em sclos tropicais, sendo que nenhum sole com pH menor que 4,0 ¢

maior que 7,4 continha estas bactérias.

DOBEREINER ¢ RUSCHELL (1958) identificaram, durante o isolamento de
microrganismos fixadores de nitrogénio presentes nos solos da baixada fluminense, uma

nova espécie de bactéria Beijerinckia, classificando-a como Bejjerinckia fluminensis.

DOBEREINER ¢ LEMOS (1958) estudaram varias fontes de carbono para o
crescimento de bactérias do género Befjerinchia, ¢ verificaram que a sacarose foi a que

acarretou numa melhor taxa de crescimento deste género de bactéria.

DOBEREINER (1959) encontrou bactérias do género Beiferinckia em solos de
virios estados brasileiros: Parana, S3o Paulo, Rio de Janeiro, Minas (Gerais, Alagoas,
Pernambuce, Rio Grande do Norte e Parg, constatando que existe uma correlagio entre
o crescimento destas bactérias e plantagdes de cana-de-agucar, uma vez que todas
amostras cothidas de solo canavieiro continha bactérias do género Beijerinckia. No
mesmo ano também foi observado (DOBEREINER, 1959a), através de outros estudos,
que a maior contribuigio de fixagdo de nitrogénio por microrganismo, ocorre na
superficie radicular e na rizosfera da cana-de-aglicar. A cultura de cana € considerada
altamente extrativa em nutrientes do solo, sendo que 100 toneladas de colmo de

cana/hectare extrai em média de 120 a 180 Kg de nitrogénic do solo/hectare de solo.

Durante estudos sobre a ocorréncia de Bejjerinckiaz nos solos brasileiros em
1961, DOBEREINER constatou que 95% dos solos da area agucareira continha
Beijerinckia sp, enquanio que, em apenas 8% desta area agucaretra, foi encontrado
Azotobacter sp. Desde o descobrimento de Beijerinckia sp de forma preferencial na area
de influéneia do sistema radicular da cana-de-agiicar (DOBEREINER, 1961), diversos
autores tém sugerido que esta cultura pode ser beneficiada significativamente do
nitrogénio proporcionado pela fixagio biologica, o que poderia explicar em parte, a baixa
resposta da cana & adubagio nitrogenada no Brasil e, em muitos casos, pode ter
contribuido para garantiv boas produgdes até por mais de trinta anos, sem uso de

adubacio (ALVAREZ et alii, 1957).



BECKING (1961) conclutu que embora as bactérias do género Beijerinckia
sejam preferencialmente encontradas em solos fropicais, a temperatura ndo € um fator
limitante para sua distribuicio, tendo um bom crescimento enfre 16-30°C, e ndo

crescendo acima de 37°C. A Beijerinckia sp encontrada em regides tropicais cresce
entre 15 e 35°C, e a B. fluminensis tem o seu methor crescimento entre 26 a 33°C. Essas
bactérias sdo termosensiveis: ndo resistem a temperaturas superiores a 50°C e

apresentam boa resisténcia ao frio, sobrevivendo a -4°C por 3 2 4 meses sem que suas

células percam a viabilidade.

As bactérias do género Beijerinckia sio organismos estritamente aerébios, porém
crescem ¢ fixam nitrogénio em meios com baixo teor de oxigénio), razdo pela qual se
desenvolvem em solos encharcados. As bactérias do género Befjerinckio s3o Gram
negativas, podendo ser uni ou bicelulares, constituidas de até 35% (p/p) de globulos de
poli-B-hidroxibutirato (PHB) envoltos por uma membrana, indicando que estes podertam
ser excretados através da membrana citoplasmatica (BECKING, 1961, BORZANI et
alii, 1986).

BECKING (1961a) verificou que as bactérias do género Beijerinckia necessitam
de ferro para crescer ¢ fixar nitrogénio, e que resistem a altas concentragbes de ferro (0,2
%p/v) no meio de crescimento. Foi verificado que a maxima fixagdo de nitrogénio
ocorren entre 0,002 a 0,004 % de ferro (p/v) €, com o aumento de fosfato inorginico
houve um aumento da taxa de nitrogénio fixado, enquanto que nas mesmas condigles as
bactérias do género Azofobacter ndo tiveram nenhum crescimento, A méxima fixagdo de

nitrogénio se deu na concentracio de 0,11% de fosfato (p/v}a pH 4,5,

JONES et alii (1963) realizaram fermentagio para produgio do polissacaridec de
Azotobacter indicum. O ensaio foi realizado em um frasco de erlenmeyer de 1 litro
contendo 300 mL de meio, constituido de (% p/v): glicose, 5,0; peptona, 0,1, KoHPQy,
0,05; MgSO,7H,0, 0,02; NaCl, 0,02; Ca80, 0,01; tragos FeCl6H,0 ¢ CaCO5,2,0. A
temperatura de fermentagio fol de 25°C. O polissacarideo foi obtido atraveés de

precipitagiio com acetona, apds 38 dias de fermentagdo. O rendimento do polissacarideo



em relagfio a fonte de carbono foi de 2% apos 6 dias e de 18% apds 38 dias de

fermentacio.

PARIKH ¢ JONES (1963) realizaram ensaios em shaker, a fim de caracterizar o

polimero sintetizado por Beijerinckia indica. O meio utilizado foi o mesmo de JONES et

alii (1963), em que a fermentacio foi realizada a 2333°C. O pH inicial do meio ndo foi
ajustado. Os autores concluiram que o polissacarideo era formado por duas fragdes,
sendo o polimero acidico a maior fragdio. Com base nos resuitzidos, 08 autores
propuseram que o polissacarideo acidico tinha uma estrutura lmear, composta por

unidades repetidas de acido D-glucurdnico, D-glicose e D-glicero-manocheptose.

ANDERSON (1966) durante o isolamento de microrganismo de solos acido do
Canada, identificou coldnias de Beijerinckia sp que tinham capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico a valores baixos de pH. Entretanto, o pigmento produzido por
gsta bactéria tinha uma coloracfo laranja, diferente dos pigmentos produzidos pelas

outras bactérias desse mesmo género.

LOPEZ e BECKING (1968) produziram um biopolimero sintetizado de
Beijerinckia sp, através de fermentagio em meio contendo (% p/v): glicose, 2,0,
KoHPQ, 0,08, KHPO, 6,02; MgSO,7H;0, 0,05; FeClz6H,0, 0,0025 ¢ NapMog2HO,
0,0005. O pH foi ajustado para 7,2 e o rendimento do polimero foi de 5,4 g/l apos 5

dias de fermentacgio.

DALTON e POSTGATE (1969) verificaram que o aumento da taxa de
respiragiic das bactérias do género Azotobacter inibe a atividade da nitrogenase,
impedindo a fixagio de nitrogénio atmosférico. Testes de redugiio de acetileno,
mostraram que a reduciio ocorre parcialmente, ou totalmente sob condigdes de
anaerobiose. Fste fato explica porque os microrganismos aerdbicos, que fixam

nitrogénio, sO o fazem na auséncia total ou parcial de oxigénio.

HAUG e LARSEN (1970) determinaram que o polissacarideo extracelular

produzido por Beijerinckia indica era formado de glicose, ramnose € acido glucurdnico



na proporgdo molar de 6,6: 1.5 ¢ 1,0, respectivamente. Este polimero foir precipiado
com alcool apds 6 dias de fermentagio em meio. B. indica produz um polimero mais

resistente e elastico em pH acido do que em pH alcalino.

Ensaios realizados por BECKING (1974) a 30°C com o seguinte meio {%):
glicose, 2; KoHPQ,, 0,08, KH;PO, 0,02, MgSOH0, 0,05, FeCiH.0, 0,005,
CaChL2H,0 0,005, MnSQ2H,0, 0,0005; Zn80,6H,0, 0,0005; CuSO4SH;0, 0,0004 e
Na;MoQO.2H,0, 0,0005, pH 6,9, mostraram que a quantidade de polissacarideo
produzido aumentou até 9 dias de fermentagiio. Entretanto, apds este tempo, a bactéria
Beijerinckia continuou a crescer utilizando o polissacarideo como fonte de carbono, pois
a glicose j4 havia sido totalmente consumida, e apds 15 dias todo o polissacarideo foi
consumido. Depois do décimo segundo dia de fermentagdo, o pH que até entdo
decrescia, aumentou para 6.5. Isso foi devido ao fato de as células utilizarem juntamente
com o polissacaridec o 4cido acético produzide pela bactéria. Também em 1974
BECKING constatou que o polissacarideo tem a funglo de proteger as células de
oxigénio, inibindo assim a ago da nitrogenase. O crescimento de Beijerinckin em meio
tivre de nitrogénio é muito lento, podendo a fase lag durar de 5 a 7 dias, quando entdo as
coldnias aparecem em meio solido. Uma maneira de acelerar o crescimento, neste caso,
seria a adigdo de pequenas quantidades de polimero, o qual envolveria as células,
protegendo a célula do oxigénio e, consequentemente, haveria aumento de atividade da

enzima nitrogenase.

SPIFF ¢ ODU, em 1973, estudando a agiio da mtrogenase de Befjerinckia,
observaram que a nitrogenase tem alta atividade sob condigdes de anaerobiose. Estes
autores concluiram que a aglo da nitrogenase, nestas condigdes, poderia ocorrer,

tarmbém, no meio de fermentagéo.

COOKE e PERCIVAL (1975) realizaram diversas fermentacBes com
Beijerinckia indica em erlenmeyers sob agitago, variando as concentragBes de glicose
de 38 a 58% e proteina de 10 a 20%. O pré-indculo foi feito em meio contendo citrato
de aménio, o qual foi incubado a 26°C por 3 dias. Transferiu-se 20 mlL deste inoculo

para um meio contendo nitrato de potéassio, o qual foi incubado a 26°C por 4 dias a 200



rpm. O biopolimero foi obtido, apds centrifugaciio do meto, por precipitacdo com alcool.
O rendimento médio do polissacaridec foi de 30% em relaglo a fonte de carbono, e a
quantidade de massa celular produzida fo1 de 15 g/l.. Este polimero foi identificado

como sendo formado por 85% de uma fragfio acida e 15% de uma frag8o neutra.

McNEELY e KANG (1977) descreveram um meio tipico para producéo de
Azotobacter indicum composto por (% p/v): KoHPO,, 0,5, MgSO,7TH,0, 0,01; NHNO;,
0,09, promosoy, 0,05 e glicose, 3,0. Estes autores observaram que se o pH fosse
controlado com uma selugio alealina, a concentragio de fosfato poderia ser reduzida a
0,01 % (p/v). A concentragio minima de oxigénio dissolvido no meio deveria ser da

ordem de 0,25 V/V/M.

Segundo o Manual BERGEY'S (1984), as bactérias do género Bejjerinckia
asstmilam muito pouco ou n3o assimilam nitrato, assim como as bactérias Azomonas
agilis, enquanto que as bactérias Azotobacter vinelandii ¢ Azotobacter chroococcum
assimilam pitrato. A B. mobilis apresenta um bom crescimento celular na presenca de
sais de amdnio e nitrato (ao contrario da B. indica), porém tem sey crescimento reduzido
em meio contendo uréia, glicina ¢ tirosina. A Beijerinckia indica apresenta um pequeno
crescimento na presenca do extrato de malte e ndo cresce em meio solido com peptona.
As bactérias do género Beijerinckia produzem polissacarideos extracelular com
diferentes composigdes, dependendo da espécie. No caso de B. mobilis e B. fluminensis
o bippolimerc € mais consistente. A B, mobilis ¢ considerada uma variante de B. indica
ou Azotobacter indicum. Ela € encontrada nos solos de regifes tropicats, produzindo
quantidades menores de polissacarideo do que a B. indica, de maneira que durante a
fermentaciio hé tendéncia de formar pelicula no meio. A Befferinckia mobilis tem o seu
melhor crescimento entre pH 4-5, B. indica entre pl 4-10 ¢ a B. derxii entre pH 6-7. As
bactérias do género Beijerinckia, ao contrario das do género Azofobacter, podem

crescer em meio dcido, tendo a méaxima fixagio de nitrogénio ocorre em pH 4,5.

NAUMOV et alii (1985) estudaram o efeito de diferentes concentragBes de

peptona na producio de biopolimero por Beijerinckia sp. A bactéria foi cultivada a 28°C



em meio contendo glicose, peptona e sals minerais. A concentragfio de peptona variou de
0,01 & 0,15 % (p/v), sendo que s6 houve um aumento na blomassa celular para
concentragdes de peptona acima de 0,12% (p/v). De acordo com este estudo, a
concentragio Otima de fosfato para a produgdo de massa celular de Bedferinckia foi de

0,53% (p/v).

Culturas puras de Bejjerinckic mostraram ter baixa atividade da enzima
nitrogenase, sob condicbes de aeracio; porém, quando o teor de oxigénio dissolvido no
meio de fermentacio foi reduzido a 10%, houve um aumento na atividade enzimética da

nitrogenase { MURTY, 1985).

Segundo BORZANI (1986) as  bactérias do género Bejjerinckia estdo
intimamente relacionadas 4s do género Azorobacter. Os dados que dizem respeiio a
quantidade de nitrogénio fixado por esses microrganismos sdo bastante variaveis,
podendo-se estimar uma média de 5 a 10 kg de nitrogénio fixado por hectars/ano.
Entretanto, quando se fornece uma boa fonte de carbono e as condigdes sdo adequadas
as bactérias, o rendimenio de fixagfio de nitrogénio pode ser maior. As bactérias do
aénero Beijerinckia consomem uma série de compostos orglnicos, principalmente,
agicares, porém ndo se utilizam de 4cidos orgénicos. Ndo se conhece bem o efeito de
compostos nitrogenados, mas sabe-se que a Beijerinckia indica njo se desenvolve na
presenca de peptonas. A faixa de pH para o crescimento destas bactérias vai de 4,0 2 7,5.
O valor do pH 6timo em meio de cultura é da ordem de 6,2, devendo esse valor ser
superior a0 do pH do solo. A faixa de pH dos solos de ocorréncia destas bactérias € de
5,5 a2 5,9. O calcio ndo estimula o crescimento nem a fixagfo de nitrogénio por estas
bactérias, podendo até ter um efeito desfavoravel. Assim como para os outros
microrganismos fixadores de nitrogénio, o molibdénio em doses diminutas ¢ essencial

para as bactérias do género Beijerinckia.

BARBOSA et alii (1986) isolaram e identificaram a bactéria Befjerinckia derxif
de solo coberto por vegetagiio de cerrado. O estudo de algumas das caracteristicas
fisiologicas deste microrganismo mostrou que a bactéria nfo apresentou atividade

nitrato-nitrito redutase, além disso a incubacHo desta bactéria em meio 1sento de carbono
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organico ¢ de mitrogénio indicou que a nitrogenase permaneceu ativa durante cerca de

100 horas.

A fixaciio de nitrogénio por Beijerinckia sp (JOERGER, 1988) ¢ diminuida na
auséncia de molibdénio. Segundo este autor, quando Bejjerinckia mobilis foi cuitivada
em meio sem molibdénio, fixou de 18 a 53% do nitrogénio fixado na presenca de

molibdénio.

O crescimento de bactérias do género Beijerinckia ¢ exponencial quando se
utiliza carboidrato como fonte de carbono. Enfretanto, quando se utiliza compostos
gromaticos como fonte de carbono, o crescimento é aritmético (STUCKY e
ALEXANDER, 1987). A capacidade de utilizar compostos orginicos aromaticos e
sulfurosos como fonte de carbono, sob condigdes de anaerobiose, permitem que estas

bactérias sejam usadas em tratamentos de residuos (MALIK, 1978, LABORDE, 1977).

Existem varios estudos a respeito da utilizagiio da Befjerinckia na dessulfunizagio
de petrdleo (KLECKA, 1980; MALIK, 1978; LABORDE, 1977) em substituicdo ao
método quimico. Estes compostos sulfurosos podem ser removidos por uml processo
quimico como a hidrossulfurizag8o, porém muitos fatores limitam a utihzagio deste
método, pois na queima de componentes sulfurosos, ocorre a formago de dioxido de

enxofre, que € um grave poluente.

BALASUBRAMANYA ¢ BHATAWDEKAR (1988} utilizaram a Bejjerinckia
mobilis como biofertilizante e aspergiram em culturas de arroz, promovendo o aumento

do teor proteico na cultura inoculada.

HAYWOQOD et alii (1989) selecionaram algumas linhagens que tinham
capacidade de produzir PHB 2 partir de varias fontes de carbono, & observaram que a
Beiferinckia acumulava 20% (p/p) de PHB quando se¢ usava glicose Verificaram,
também, que a quantidade de PHB depende da fonte de carbono utilizada para o

crescimento de microrganismo.
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AMBEDKAR (1991) obteve uma variante de B. indica, através de radiagio UV,
que produzia penicilina em quantidades superiores a 100% em relagio a outros
microrganismos e a 168% quando comparado com a linhagem parental. Este mutante
apresentou-~se mais resistente ao catabdlico repressor da gheose. As condigGes utilizadas
para o crescimento deste variante fot (% p/v): extrato de levedura, 0,50; KHPOy, 0,1,
dgua de maceragdo de mitho, 3,0; glicose, 1,0. Tal experimento fot realizado a 25°C, e o

pH foi ajustado para 6-6,5.

BARBOSA e ALTERTHUM (1992) estudaram o efeito da extragio do
polissacarideo na viabilidade celular e na atividade da nitrogenase de Bejjerinckia,
quando incubados em meios contendo No ou (NH;),80s como fonte de nitrogénio Estes
autores conclufram que, apos a remogio do polissacarideo, as células incubadas em meio
com Ny apresentaram uma diminuicio da atividade da nitrogenase, além de perderem a
viabilidade. Entretanto, quando as células foram incubadas em meio contendo NH," a

atividade da nitrogenase e a viabilidade das céhulas néio foram afetadas.

VENDRUSCOLO (1995) quande produziu células da linhagem 7070 de
Beijerinckia, utilizou como fonte de carbono a sacarose na concentragio de 0,1 a 5,0%
{(p/v), observando que o melhor resuitado foi obtide com 1% de sacarose. A fase
logaritmica de crescimento celular variou de 15 a 18 horas. O melhor meio testado para
a produgiic do biopolimero tinha a seguinte composigio (% p/vy KoHPQ, 0,2;
KH,PO4 1,3; MgSO,7H;O, 027; extrato de levedura, 0,02; triptose, 0,2 e sacarose, 0,5.
As methores condigdes foram: pH inicial de 6,50, 20°C e 200 rpm por 96 horas. Dos
meios de fermentaciio estudados, ¢ que apresentou menor rendimento em termos de

produgio de goma, foi o que continha NEHNG;.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 - Equipamentos

Incubador - Agitador com Ambiente Conirclado da New Brunswick

Scientific, modelo G25 e (327

Fermentador Multigen da New Brunswick de 1,6 litros

Fermentador SF 116 da New Brunswick de 16 litros

Espectrofotdmetro marca Beckman, modelo DU-70

Banho marca Brookfield, modelo TC-500, com temperatura controlada

Estufa de Secagem e Esterilizagfio marca Fanem, modelo 315 SE

Autoclave Vertical marca Phoenix, modelo AV-75

Camara de Fluxo Laminar marca Tecnal, modelo 115

Centrifuga refrigerada marca Shimadzu

Potencidmetro marca Digimed, modelo DMPH-2

Microscopio optico binocular Olympus - CBA

Balanga Semi- analitica, Micronal modelo B-600

Balarnica Analitica A & D, modelo FR~200



Bomba peristaltica da marca MLW SP 3

3.1.2 - Material de consumo

Os reagentes utilizados (p.a) foram das marcas Merck, Ecibra, Vetec e
Sigma. Os meios de cultura utilizados foram da marca Difco. O melago contendo
61% de aglcares redutores totais fol cedido pela empresa CONTROLPAYV ¢ a pasta
de levedura (82°BRIX) pela empresa PRODESA. O aglcar cristal utiizado foi da
marca UNIAQ. E importante ressaltar que tanto o melago quanto a pasta de levedura

pertenciam a um lnico lote.
3.1.3 - Microrganismo
A cepa da bactéria utilizada neste projeto pertence ac género Beijerinckia
denominada 7070. Esta bactéria foi isolada do solo de plantagio de cana-de-aglcar
na regiio de Ribeiro Preto-SP, e identificada por VENDRUSCOLO em 1995
3.1.4 - Composi¢iio do meis de manutencio do microrganismo

0O meio de manutengdo de células utiizado tinha a seguinte composigio:

Extrato de fevedura..................... 0,3%
Extratode Malte........................ 0,3%
Peptona Bacteriologica.............. 0,5%
SHCALORE. e 1,0%
AGAr .. 2,0%
Agua Destilada............... q.8.p.
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O pH do meio foi ajustado para 6,7, utilizando-se NaOH 0,1N ou HCI 0,1N.

Este meio fot esterilizado a 121°C por 15 mimitos, em tubos de ensaios.

3.1.5 - Composicio do meio de producio de células: Meio padrio

O meio de produgio de células utilizado como padrio, foi o YM modificado,

tendo a seguinte composigio:

Extrato de fevedura..................... 0,3%
Extratode Malte......................... 6,3%
Peptona Bactertologica............... 0,5%
Sacarese. .. .o 1,0%
Agua Destilada.................... q.s.p.

O pH do meio foi ajustado para 6,7, utilizando-se NaOH C,IN ou HCI 0,1N.

Este meio fot esterilizado a 121°C por 15 minutos.

3.1.6 - Compeosicio do meio alternativo

A composicio do meie alternativo foi o seguinte:

MElAg0. ..o 1,6%
Pasta de levedura........................ 2,0%
Agua destilada........_....... q.8.p.

O pH inicial foi ajustado para 6,7. Este meio foi esteritizado a 121°C por 15

minutos.

15



3.2 - METODOS

3.2.1 - METODOS DE FERMENTACAQO

3.2.1.1 - Preparacio da cultura estogue

A cultura estoque foi preparada de uma coldnia selecionada por isolamento
em placas feito por VENDRUSCOLO (1995), e moculada através do uso de alga
niquel-cromo em tubos de ensaio, contendo o meio de manuten¢do com superficie
inclinada, os quais foram incubados a 30°C por 24 horas em estufa. A cultura estoque

foi mantida sob refrigeragiio em geladeira e a repicagem foi feita mensatmente.

3.2.1.2 - Preparagio do indculo

O inodculo preparado para as fermentagdes realizadas em erlenmeyers sob
agitagio, foi realizado em frascos de erlenmeyer de 500 mL contende 100 mL de
meio padrio. Estes frascos foram esterilizados a 121°C por 15 minutos em autoclave
e, posteriormente resfriados e inoculados com alga niquel-cromo da cultura estoque.
A incubacgio foi a 30°C e 250 rpm, por 24 horas em agitadores rotatorios G235 ou
(G27. Apos a incubagfio 10 mL do meic de cultura foi transferido para os erlenmeyers

através de pipetas estéreis, fazendo-se uso do fluxo laminar.

Para preparagio do mndeulo para os fermentadores SF 116 ¢ MULTIGEN,
foram utilizados erlenmeyers de 500 mb e 250 mL com respiro, contende 200 mb. e
50 ml de meio padric (item 3.1.5), respectivamente. Apds a esterilizagdo a 121°C
por 15 minutos em autoclave, estes frascos foram inoculados com alga niquel-cromo
da cultura estoque, e incubados em agitadores rotatérios G235 ou 27 8 30°C e 250
rpm, por 24 horas. Apos a incubagdo, o meio de cultura foi transferido para os

~ fermentadores, através de auxilio de bombas peristalticas.
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3.2.1.3 - Estudo da influéncia das condi¢des de fermentagio para a produciio de

células

3,2.1.3.1 - Estudo da influéncia da concentracdo de glicose e sacarose

QO estudo da influéncia da conceniragdo de agilicares teve o Seguinte
procedimento: 10 mL do indculo foram adicionados através de pipeta estéril em 200
ml. do meio padrdo, contidos em erlenmeyers de 500 mi, variando-se as
concentracbes de glicose e sacarose de 0.5, 1,0; 3,0; 50; 7.0 e 10% (p/v),
separadamente. A incubacgfo foi feita a 3G6°C a 250 rpm por 20 horas em agitadores

rotatérios G 27,

3.2.1.3.2 - Estudo da inflzéncia da temperatura

0 estudo da influéncia da temperatura foi feito da seguinte maneira: 50 mi de
indeulo foram adicionados, através de bomba peristaltica, a 1 litro de meio padréio em
fermentador de bancada MULTIGEN da New Brunswick. A temperatura da
fermentacgio foi controlada através do banho de alta refrigeraciio com circulagio de
dgua. As temperaturas estudadas foram: 15, 20, 25, 30 e 35°C a 450 rpm por 20

horas.
3.2.1.3.3 - Estudo da influéncia da concentraciio de sais no meio padrio
3.2.1.3.3.1 - Estudo da influéneia da concentracio de Ko HPO,
Para o estudo do efeito da concentragio de K,HPO, foram adicionados ao
fermentador de bancada MULTIGEN contendo meio padrio, solugdes de K HPO,

previamente esterilizados em erlenmeyers de 250 mlL com respiro da Millipore, em

quantidades adequadas para que se obtivesse no final 1 litro de meio, com as
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seguintes concentragdes: 0,05, 0,10; 0,50; 1,0 e 1,5% (p/v). Para a adigio das
solugdes salinas ¢ do mnoculo (50 mL) foi usada uma bomba peristaltica, O pH das

solugbes salinas foi ajustado para 6,7 com HCl 05N ou NaOH 035N, As

fermentagdes foram realizadas a 25°C, a 450 rpm por 20 horas.

3.2.1.3.3.2 - Estudo da influéncia da concentracio de MgSQ,7H,0

Para o estudo do efeito da concentragiio de MgSO,7H,;0 foram adicionados
ao fermentador de bancada MULTIGEN, solugdes de MgSO,7HLO previamente
esterilizados em erlenmeyers de 250 ml com respiro da Millipore, em quantidades
adequadas para que se obtivesse no final 1 litro de meic, com as seguintes
concentragoes: 0,05; 0,10; 0,50; 1,0 e 1,5% (p/v). Para a adigo das solugOes salinas
e do indeulo (50 mL) foi usada uma bomba peristéitica. O pH das solugfes salinas foi

ajustado para 6,7 com HCI 0,5N ou NaOH 0,5N. As fermentagfes foram realizadas a
25°C, & 450 rpm por 20 horas.

3.2.1.3.3.3 - Estudo da influéncia da concentracio de NH, L1

Para o estudo do efeito da concentraciio de NH,CI, foram adicionados ao
fermentador de bancada MULTIGEN contendo meio padriio, solugbes de NH.CI
previamente esterilizados em erfenmeyers de 250 mL com respiro da Millipore, em
quantidades adequadas para se obter no final 1 litro de meio, com as seguintes
concentragbes: 0,01, 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 1,50 ¢ 2,00% (p/v). A adicio das
solugdies salinas e do indculo (50 mL) foi feita através de uma bomba peristaltica. O

pH das solugBes salinas foi ajustado para 6,7 com HCI 0,5N ou NaOH 0,5N. As

fermentactes foram realizadas a 25°C, a 450 rpm por 20 horas.
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3.2.1.3.3.4 - Estudoe da infloéncia da concentragiio de NHNO;

Para o estudo do efeito da concentragio de NH Nk, foram adicionados ao
fermentador de bancada MULTIGEN contendo meio padriio, solugbes de NH,NO;
previamente esterilizados em erlenmevers de 250 mL com respiro da Millipore, em
quantidades adequadas para se obter no final 1 litro de meio, com as seguntes
concentragles: 0,01; 0,05; 0,10; 0,50 ¢ 1,00% (p/v). A adiglio das solugBes salinas e
do indéculo (50 mL) foi feita através de uma bomba peristaltica. O pH das solugbes

salinas foi ajustado para 6,7 com HCI 0,3N ou NaOH 0,5N. As fermentages foram

realizadas a 25°C, a 450 rpm por 20 horas.

3.2.1.3.3.5 - Estudo da influéncia da concentracio de FeCL6H 0

Para o estudo do efeite da concentra¢iio de FeCl;6H,0, foram adicionados ao
fermentador de bancada MULTIGEN contendo meio padrio, solugdes de FeCloH,0
previamente esterilizados em erlenmeyers de 250 mL com respiro da Millipore, em
quantidades adequadas para se obter no final 1 litro de meio, com as seguintes
concentragbes: 0,01; 0,05; 0,10 e 0,50% (p/v). A adigio das solucdes salinas e do
indculo (50 mL) foi feita através de uma bomba peristaltica. O pH das solugBes

salinas foi ajustado para 6,7 com HCl 0,5N ou NaOH 0,5N. As fermentagGes foram

realizadas a 25°C, a 450 rpm por 20 horas.

3.2.1.3.4 - Estudo da influéncia da concentracio do extrato de levedura

O estudo da influéncia da concentragdo do extrato de levedura teve o seguinte
procedimento: 50 mL do indculo foram adicionados ao fermentador MULTIGEN,
através de bomba peristéltica, contendoe 1 Litro de meio padrio, no qual as fontes de
nitrogénio foram substituidas pelas seguintes concentracBes de extrato de levedura:
0.3: 0.6; 1,0, 1,5 & 2,0% (p/v). As fermentagdes foram realizadas a 25°C, pH inicial
6,7, a 450 rpm por 20 horas.



3.2.1.3.5 - Estudo da influéncia da concentraciio do exirato de malte

O estudo da influéneia da concentragiio do extrato de malte teve o seguinte
procedimento: 50 mL do indeulo foram adicionados ao fermentador MULTIGEN,
através de bomba peristaltica, contendo 1 litro de meio padrio, no qual as fontes de
nitrogénio foram substituidas pelas seguintes concentragdes de extrato de malte: 0,3,
0,6; 1,6; 1,5 ¢ 2,0% (p/v). As fermentagGes foram realizadas a 25°C, pH inicial 6,7, a
430 rpm por 20 horas.

3.2.1.3.6 - Estudo da influéncia da concentracio de peptona

O estudo da influéncia da concentragio de peptona teve o seguinte
procedimento; 50 mL do indculo foram adicionados ao fermentador MULTIGEN,
através de bomba peristaltica, contendo 1 litro de meio padrio, no qual as fontes de
nitrogénio foram substituidas pelas seguintes concentragbes de peptona: 0,3; 0,6; 1,0,
1,5 e 2,0% (p/v). As fermentagdes foram realizadas a 25°C, pH inicial 6,7, a 450 rpm
por 20 horas.

3.2.1.3.7 - Estudo da influéncia da concentraciio da Pasta de Levedura

0 estudo da influéncia da concentracio da pasta de [evedura (82°BRIX) teve
o seguinte procedimento: 50 ml do méculo foram adicionados ao fermentador
MULTIGEN, através de bomba peristaltica, contendo 1 litro de meio padrio, no qual
as fontes de nitrogénio foram substituidas pelas seguintes concentragdes de pasta de
levedura: 0,3; 0,6; 1,0; 1.5 e 2,0% (p/v). As fermentagdes foram realizadas a 25°C,
pH inicial 6,7, a 450 rpm por 20 horas.

20



3.2.1.3.8 - Influéncia da concentraciio de mejago

O estudo da influéneia da concentragic de melago teve o seguinte
procedimento: 50 ml do indculo foram adicionados ao fermentador MULTIGEN,
através de bomba peristaltica, contendo 1 litro de meio padriio, no qual a sacarose foi
substituida pelas seguintes concentra¢bes de melago: 1,0; 1,50; 3,0; 4,0; 4,5 ¢ 5,0%
(p/v). Este melago continha 61% de agucares redutores totais. O pH mcial das
solugBes de melago foi ajustado para 6,7. As fermentages foram realizadas a 25°C,

450 rpm por 20 horas.

32.2.1.3,9 - Estudo da influéncia da aeracio

O estudo da influéneia da concentragiio do extrato de levedura teve o seguinte
procedimento: 50 mL do inéculo foram adicionados ao fermentador MULTIGEN,

através de bomba peristaltica, contendo 1 litro de meio padrio, o qual foi aerado a

uma taxa de 2 V/V/M. A fermentagio foi realizada a 25°C, pH inicial 6,7, a 450 rpm
por 20 horas. Para efeito de comparaco, realizou-se um ensato nas mesmas

condigBes descritas acima com taxa de aerago igual a zero.

3.2.1.3.10 - Estudo da influéncia de pH

O estudo da influéncia do pH teve o seguinte procedimento: 200 mL de
inéeulo foram adicionados a 4 litros de meio padrio em fermentador SF 116 da New
Brunswick. A fermentacfio foi feita a 25°C, a 400 rpm por 20 horas. Os valores de
pH estudados foram 35,5; 6,0, 6,5, 7,0 ¢ 7,5. Em um tipo de ensaio o pH foi mantido
constante através da adicio da solugio de hidréxido de sédio 2N, o qual foi
esterilizada por 15 minutos a 121°C em erfenmeyers de 1 litro equipado de respiro
com filtro esterilizante da Millipore. Noutro tipo de ensaio, o pH foi mantido
constante através da adigio da solugio de hidroxido de ambnio, o qual foi feita da

seguinte maneira: 83 mL de hidroxido de aménio fot adicionado a 220 mL de agua
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previamente esterilizada em erlenmeyers de 1 litro, seguindo ¢ procedimento descrito

para a solugio de hidréxido de sddio.

3.2.1.4 - Determinacio dos parimetros cinéticos de fermentaciio

3.2.1.4.1 - Fermentacdo padrio

A fim de se calcular a taxa de consumo de agtcar para o calculo da vazfo de
adiciio de substrato com fluxo constante, realizou-s¢ um ensalp com O seguinte
procedimento: 200 mL de indeulo foram adicionados a 4 litros de meio padriio estéril
contidos em fermentador SF 116, As condigdes de fermentagiio foram as seguintes:
23°C, a 400 rpm, pH 6,5 por 24 horas. O pH foi mantido constante pela adicio de

solugio de hidroxido de amdnio, preparada conforme descrita no ftem 3.2.1.3.10,

3.2.1.4.2 - Fermentacio com meio alternativo

Uma vez estudado a influéncia das concentragBes de pasta de levedura e
melaco, separadamente (itens 3.2.1.3.7 e 3.2.1.3.8, respectivamente), foi realizada
uma fermentagio com o seguinte procedimento: 200 mb. de indculo foram
adicionados a 4 litros de meio alternativo estéril contidos em fermentador SF 116, As
condicdes de fermentagio foram as seguintes: 25°C, a 400 rpm, pH 6,5 por 24 horas.
O pH foi mantido constante pela adigo de solugio de hidréxido de aménio,
preparada conforme descrita no item 3.2.3.10. O meio alternativo era composto por

melago 1,6 % (p/v) e pasta de levedura, 2,0 % (p/v).

22



3.2.1.4.3 - Fermentacio de batelada alimentada

3.2.1,4.3.1 - Fermentacio com adicio exponencial de solucGes de sacarose

O procedimento deste ensalo for o seguinte: 200 mL de indculo foram
adicionados a 4 litros de meio padrio contidos em fermentador SF 116, O pH foi
mantido constante em 6,5 pela adigo de solucBes de sacarose com hidréxido de
amdnio. Estas solugdes foram preparadas da seguinte maneira: 83 ml de hidroxido
de ambnio foram adicionados a 220 mi. de solugdes de sacarose previamente
esterilizadas, de modo que o volume final destas solugBes tivessem as seguintes
concentragdes: 10, 30, 45, 60 e 75% (p/v). Estas solugOes de sacarose da solugio de
alimentacfo foram esterilizadas em erlenmeyers de 1 litro com respiro, a3 121°C por
15 minutos, em autoclave. Entdio, estas solugBes foram acopladas ao fermentador de
escala semi-piloto SF 116, para controle de pH através do sistema de controle

automatico. As condigBes de operagiio foram: 25°C a 400 rpm por 24 horas.

3.2.1.4.3.2 -Fermentacio com adicdo da alimentaciio com fluxo constante

Através dos resultados obtidos no ensaio descrito no item (3.2.1.4.1), foram
calculados os pardmetros cindticos (ftem 3.2.3) para se obter um fluxo constante de
alimentacio da solugio de sacarose com hidroxido de amdnio. O procedimento desta
fermentacio foi o seguinte: 200 ml de inoculo foram adicionados a 4 fitros de meto
padrio estéril contidos no fermentador SF 116. O pH foi mantido constante em 6,5
pela adico da solugiio de alimentagio formada por 45% de sacarose (p/v) e
hidroxido de amdnio, a uma vazio constante de 60 mE/h. Esta soluggo foi adicionada
ao fermentador através de uma bomba peristatica, previamente calibrada para esta

vaziio. Os ensaios foram mantidos a 258°C a 400 rpm por 24 horas.
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3.2.1.4.3.3 -Fermentaciio com adi¢io exponencial de melaco em meio padrio

Para estudar o efeito da adicio de melago na solucio de alimentagio, foi
realizado ensaio da seguinte maneira: 200 mL de indculo foram adicionados a 4 litros
de meio padrio estérii contidos no fermentados SF 116, O pH foi mantido
automaticamnente constante em 6,5 pela adigdo de uma solugdo contendo de melago
e hidréxido de aménio. Esta solucio de alimentacfo foi preparada do seguinte modo:
83 ml. de solugdo de hidréxido de amdnio foram adicionados a 220 mL de solugdes
de melago contendo 61% (p/v) de aglcares redutores totais, previamente
esterilizadas, de modo que no volume final desta solugio tivesse a concentragio de
45% (p/v) de aglicares totais. Esta soluglo de alimentaciio fol esterilizada em
erlenmeyver de 1 litro com respiro, a 121°C por 15 minutos em autoclave. A

fermentacdo foi mantida a 25°C, 400 rpm por 20 horas.

3.2.1.4.3.4 - Fermentacio com adicio exponencial de melaco em meio

alternativo

Esta fermentacdo seguiu como o procedimento descrito no ftem 3.2.1.4.3.3,

no qual o meio padrio foi substituido pelo meio alternativo (item 3.1.6) estéril,
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3.2.2 - METODOS ANALITICOS

3.2.2.1 - Métodos para determinacio do crescimento celular

3.2.2.1.1 - Método direto

As céiulas foram obtidas apos o término da fermentacfo, através de
centrifugacio de 1 hitro do caldo fermentado a 16.000xg a 5°C por 20 minutos. A
guantidade de massa celular produzida, foi determinada atraves da secagem destas

células em estufa a 55°C até peso constante.

3.2.2.1.2 - Método mdireto

O crescimente dos microrganismos, durante os ensaios da fermentacGes em
escala semi-piloto (fermentador SF 116), foi determinado através da leitura da
absorbancia a 630 nm em espectrofotdmetro Beckman DU-70.

Durante as fermentagOes, foram retiradas aliquotas de 10 ml do caldo
fermentado e centrifitgadas a 16.000xg por 20 minutos a 5°C. O sobrenadante foi
armazenado a -15°C para posterior andlise de aglcares redutores totais, e as células
foram ressuspendidas trés vezes em 10 mL de agua destilada estéril e centrifigadas
nas condicBes usadas para a separagdo destas células. A massa celular obtida da
ultima lavagem foi ressuspendida em 10 mb de Agua destilada A medida de
absorbéncia a 650 nm em espectrofotémetro BECKMAN DU 70, foi feita apds a
diluigio de 1:10 desta suspensdo cehdar com 4gua destilada. Para a determinagfo da
massa celular foi construida uma curva padriio da absorbincia em fungfio da massa

celular.



3.2.2.2 - Determinacio da quantidade de biopolimero

Apds o término da fermentagdo, o caldo fermentado foi centrifugado a
16.000xg a 5°C, por 20 minutos, sendo que 10 mL do sobrenadante foi reservado

para fazer analise de agicares redutores totais.

O biopolimero foi precipitado pela adi¢io de etanol 96% ao sobrenadante na
proporgio respectiva de 3:1. O precipitado foi recuperado através de filtragio em

peneiras e a secagem foi feita 8 55°C em estufa até peso constante.

3.2.2.3 -~ Determinacio de Aciicares Redutores Totais

A quantidade de agucares redutores fotais foi deterninada segundo o método
de DNS (MILLER, 1959) apés hidrolise acida da amostra. Para conversdo do
substrato em aglcares redutores, adicionou-se 2 mL de HCl 2N 2 2 mL do
sobrenadante do caldo fermentado, sende que esta mistura fol aquecida a ebuligdo
por 5 minutos. Apos o resfriamento da mistura em banho de gelo, adicienou-se 2 mL
de solugiio de NaOH 2N para neutralizar a amostra. Apos esta hidrolise, retirou-se 1

ml para fazer o teste de DNS.

O teste de DNS comnsiste em misturar 1 mL da amostra dituida com 1 mL do
reagente de DNS e aquecer esta mistura, em banho maria, a 100°C por 5 minutos.
Resfria-se a mistura imediatamente em banho de gelo e adiciona-se 16 mL de solugio
de tartarato de sodio e potéssio (11,25 g/L). O branco ¢ feite substituindo-se a
amostra por 1 mL de dgua destilada. A leitura da absorbdncia de cada amostra ¢ ferta

a 540 nm.

O valor obtido da absorbancia foi convertido em agcares redutores totais,
através do uso de uma curva padrio de aghcares redutores totais em funglio da

absorbincia, previamente estabelecida.
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3.2.3 - CALCULOS DOS PARAMETROS CINETICOS

Os pardmetros cinéticos foram determinados na fase exponencial de
crescimento cehilar de acordo com as formulas descritas abaixo, através dos dados

obtidos nos graficos de concentragio celular e de substrato em fungio do tempo.

3.2.3.1 - Velocidade de consumo de substrato {gs):

,L[ ffé.}
T= 5\

gs = velocidade de consumo de substrato (sacarose) (g/g.h)
X= rnassa celular seca no tempo t (g/L)

§ = concentragio de substrato (g/L)

3.2.3.2 - Taxa especifica de crescimento (p):

‘(_‘ii)
=

X = massa celular no tempao t (g/L)

(= taxa especifica de crescimento (1/h)

3.2.3.3 - Massa celular no tempo {;
X = X{)eﬁmﬁ

X = massa celular seca no tempo t (g/L.)
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Xo = massa celular seca inicial (g/L)

Lmex = taxa especifica maxima de crescimento (1/h)

3.2.3.4 - Coeficiente de rendimento:

LX)
%= ATe %)
i _(Bfm_BD) .
T

X, = massa celular seca micial (g/L)

X = massa celular seca final (g/L.)

B; = massa de biopolimero seco final (g/L)

By = massa de biopolimero seco inicial (g/1.)

ATe = teor de agtcar redutor total consumido (g/L)

Yys = coeficiente de rendimento de massa celular em relagio ao agucar

consumido

Yus = coeficiente de rendimento de biopolimerc em relagio ao aghcar

consumido

3.2.3.5 - Determinaciio do volume da solucfio de alimentaciio adicionada,

nas fermentacdes de batelada alimeniada

O volume da solugfio de alimentagio adicionado foi estimado, dividindo-se a
massa obtida pela pesagem continua do frasco contendo a solugiio de alimentagfo
(descontando-se a massa do frasco}, em balanga semi-analitica, pela densidade da

solugdo. A densidade da solugfo foi medida por densimetro a temperatura de 25°C.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

4,1 - Estudo da influéncia das condicbes de fermentacio para a produgio de

células

4.1.1 - Estudo da influéncia da concentraciio de glicose e sacaross

Considerando que a fonte de carbono desempenha um papel importante no
crescimento de microrganismos, ¢ que as prncipais fontes de carbono para ©
crescimento celular de Beijerinckia sp sdo glicose, sacarose e frutose (BECKING,
1974), foram testadas concentragdes de glicose e sacarose variando-se de 0,5 a 10%
(p/v), para o crescimento da linhagem 7070 de Befjerinckia. A temperatura utilizada
nestes ensaios foi de 30°C, conforme usado em ensaios realizados por HAUG et ahi,

197G,

As Figuras 01 e 02 mostram os resultados obtidos no estudo da variagio da
concentragio de glicose e sacarose sobre a produgio de massa celular, o consumo de
agUcar, a variagio de pH final a e produglo de biopolimero. Através da Figura 01
observou-se que a quantidade de massa celular produzida aumentou de 1,75 g/l para
4,80 g/L, quando aumentou as concentragdes de 0,5% para 10,0% de glicose. O pH final
diminuiu de 5,00 para 4,50 com o aumento da concentrago de glicose, enquanto que a
produgio de biopolimero teve a sua produgio méxima de 1,8 g/l quando a concentracio
de glicose foi de 3%. A diminuigio do pH final do caldo de fermentagio provavelmente
foi devido 4 formacio de acidos organicos, principalmente o acido acético, segundo
BECKING (1974). Na Figura 02 observou-se, também, que o aumento da concentragdo
de sacarose de 0,5 até 7,0%, resulfou em um aumento na produgio de células de 2,1 g/l
a 3,75 g/L, e acima de 7% de sacarose houve uma estabilizacio no crescimento celular.
O pH diminuiu de 4,95 para 4,40 com o aumento da concentraciio de sacarose de 0,5
para 10%, sendo que a produgiio de biopolimero méxima se deu na concentragio de 3%

de sacarpse.
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Os resultados demonstram que a sacarose e glicose foram boas fontes de carbono
para o crescimento celular da linhagem 7070 de Beijerinckin, sendo que a sacarose foi
methor fonte que a glicose até a concentracfio de 7%. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos de DOBEREINER (1961}, que concluiu que a sacarose € melhor fonte
de carbono para o crescimento de Beijerinckia. Provavelmente, a sacarose que €
exudada pela cana-de-agiicar, é o fator responsavel pela presenca desta bactéria em solos

canavieiros.

Estes resultados mostraram que para a produgfo de biopolimero a sacarose foi
methor do que a glicose, sendo que o mesmo fato foi observado por CRUZ (1983}, que
estudando o uso de diferentes concentragbes de sacarose e glicose no meto de
fermentagio para a produgfio de goma xantana por Xanthomonas campestris, constatou
que a methor concentraglio de sacarose para produgio deste biopolimero foi de 4%
(p/v). Também, SOUW e DEMAIN (1979) obtiveram rendimentos maiores de massa
celular de Xanthomonas campestris, quando utiizaram sacarose ac invés de glicose

como fonte de carbono, para produgio da goma xantana.

Levando-se em conta que o teor de aglcar residual tanto para a glicose quanto
para a sacarose aumentou com o aumento da concentragiio destes aglicares no meio de
fermentaciio, que a quantidade de massa celular produzida foi maior com o uso de
sacarose do que glicose, guando usou-se uma concentragio de até 7% de agicar; que no
Brasil o custo da sacarose é menor do que o da glicose; que os ensaios realizados por
VENDRUSCOLO (1995) mostraram que a methor concentragiio de sacarose para a
producio de células foi de 1% e que nos proximos ensaios de fermentagéo seria feita a
adi¢do gradual de sacarose, entdo fixou-se¢ a concentragao de 1% de sacarose para a

produgio de células nos ensaios de fermentagio deste trabatho.

4.1.2 - Estudo da influéneia da temperatura

Uma vez que a temperatura exerce um papel fundamental na producio de células

e biopolimero, foi estudado o efeito da temperatura no crescimento de Beijerinckia
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7070, As temperaturas estudadas foram 15, 20, 25, 30 e 35°C em fermentador de

bancada contendo 1 litro de meio padrio como descrito no ftem 3.1.5.

Na Figura 03 estio apresentados os resultados do efeito da temperatura no
crescimento celular, na quantidade de aglcar consumido, na produgio de biopolimero ¢
no pH final do caldo fermentado. Obsevou-se que a temperatura de crescimento da
linhagem 7070 de Beijerinckia estd em torno de 25°C, além de que esta temperatura fot
a methor para a produgio de biopolimero (0,35 g/l.), assim como foi nesta temperatura
que houve maior consume de aglicares, O pH final variou 5,0 para 4,7, E interessante
notar que nas temperaturas de 15 e 20°C, houve um acimulo de agtcar residual no meio

fermentado, mostrando que a fonte de carbono ndo foi devidamente aproveitada.

Estudos realizados por VENDRUSCOLO (1995} indicaram que a temperatura
influenciou a producio de células e biopolimero da cepa 7070 de Beijerinckia, em meio
contendo glicose ou sacarose na concentragdo de 6% {p/v) apés 96 horas de
fermentagio e a pH inicial a 6,5. Neste experimento verificou-se que o maior rendimento
de biopolimero obtide foi de 12,0 g/L entre 20 e 25°C, enquanto que a maior produgio
celular obtida foi de 0,80 g/L entre 25 e 30°C. O rendimento de biopolimeros de 5,4 g/l
foi superior ao citado por LOPEZ e BECKING (1968), utilizando Beijerinckia indica

Hawai 2.

A temperatura Gtima para o crescimento celular esta de acordo com 4 citada na
literatura. Segundo BERGEY'S (1984), as bactérias do género Beljerinckia se
desenvolvem bem entre 10 e 35°C, sendo que a temperatura 6tima se encontra na faixa
de 20 a 30°C. Também a temperatura o6tima para a produgio de biopolimero esta de
acordo com a literatura, j4 que JONES et alii (1963} ¢ AMBEDKAR et alii (1991)
usaram a temperatura de 25°C para produgdo do biopolimero por Beijerinckia indica,
apesar de SPIFF et alii (1973) utilizarem a temperatura de 30°C para o crescimento desta

bactéria.
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4.1.3 - Estudo da influéncia da concentracio de sais no meio padrio
4,1.3.1 - Estudo da influéncia da concentraciio de K;HPO,

A Tabela 01 mostra os resultados do efeito da concentragio de K ;HPO, de 0,05
a 1,50%, nos parimetros cinéticos da fermentagio de Beijerinckia 7070, em fermentador
de bancada contendo meio padrio, a 25°C, pH inicial 6,7 a 450 rpm por 20 horas. Com
o aumento da concentracio de 0,05 para 1,5% de K,HPO,, o coeficiente de rendimento
celular em relagiio a fonte de carbono (Yxs) aumentou de 0,213 para 0,292 Estes
resultados indicam claramente que a adigio de fosfato inorgdnico no meio de
fermentaciio, ocasiona um aumento no crescimento cefular. Do mesmo modo, verificou-
se que a adigdo deste sal ocasionou um aumento na produgio de biopolimeros, ja que o
coeficiente de rendimento de biopolimero em relagiio a fonte de carbono (Yys)
aumentou de 0,069 para 0,148, quando a concentragio de K,HPO, aumentou de 0,05

para 1,5%.

A Figura 04 mostra os resultados das curvas de crescimento celular, de produgio
de biopolimero, de variagiio de pH e de teor de aglicar residual em fungdo da variagio da
concentragio de K,HPOQy a 25°C, pH inicial de 6,7, apds 20 horas de fermentagéio de
Rejjerinckia 7070 em fermentador de bancada contendo meio padrdo. O pH final
aumentou de 4,50 para 5,80 com o aumento da concentragdo deste sal; o que
provavelmente se deve ao seu efeito tamponante. A massa celular aumentou de 1,9 a 2,2
o/L e a producio de biopolimero de 0,6 a 1,2 g/L, com o aumento da concentragdo de
K,;HPO; de 0,05 para 1,5% (p/v). Este resultado mostra que apesar do aumento da
massa celular e da produgio de biopolimero, o alto teor de agtcar residual no meio
indica wm melhor aproveitamento da fonte de carbono utilizada, com o aumento da
concentragio de fosfato. A produgio de biopolimero aumentou cerca de 50%, quando

aumentou-se a concertracio de fosfato de 1,00 (0,80 g/L) para 1,50 % (1,20 g/L).

De acordo com o estudo realizado por NAUMOV et alii {1985) a concentrago

de K,HPO,, para a produgio de massa celular de Beijerinckia foi de 0,53% (p/v). Os
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dados da Figura 04 mostram que a maior taxa de crescimento celular se deu na faixa de

concentracdo de 0,1 a 0,5% (p/v) de KoHPO,,

Estudos realizados por CRUZ {1983) mostraram que producfo de goma xantana
foi prejudicada por conceniracBes superiores a 0,43% (p/v) de KoHPQ,, por

Xanthomonas campestris, quando fermentado a 30°C.

4.1.3.2 - Estudo da influéncia da concentragio de MgSO,7H,0

A Tabela 02 apresenta os resultados do efeito do aumento da concentragiio de
MgS0,7H,0 de 0,05 para 1,5% (p/v) nos pardmetros cinéticos da fermentagho de
Beijerinckia 7070 em fermentador de bancada, contendo meto padrio a 25°C, 450 rpm,
pH inicial de 6,7 por 20 horas. O aumento da concentragio de Mg na forma de
MgS0,7H,0 praticamente ndo afetou o crescimento, ja que o coeficiente de rendimento
de massa celular diminuin insignificativamente de 0,233 para 0,223, Entretanto, ©
coeficiente de rendimento de biopolimero aumentou de 0,076 para 0,330, indicando que
o aumento da concentracio de MgSO.7H,O resulta em uma maior produgfo de

biopolimero.

A Figura 05 mostra que o aumento da concentragio do sal MgSO,7H0 de 0,05
para 1,50% (p/v) no meio de fermenta¢fio, ocasionou um aumento na quantidade de
biopolimero de 0,60 para 3,50 g/L. A produgio de massa celular e o pH final no
sofreram variagio significativa com o aumento da concentragio de sulfato de magnésio.
Entretanto, o teor de agcar residual no meio de fermentaglio teve o seu menory valor de

0,90 g/L na concentragio de 0,1% (p/v) de MgSO,THO.
Provavelmente este estudo explica o fato de VENDRUSCOLO (1995) ter obtido

maior produgio de biopolimero da linhagem 7070 de Beijerinckia no meic o qual

continha MgSO,7H,0 em sua composi¢o.
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Entretanto, em outros estudos relativos a adiglo de sais de MgSO,7H-0 para a
produciio de biopolimero, ROSEIRO et alii {1993) observaram que a redugio da
concentragio de MgSO,7H,0 de 0,59% para 0,49%, ocastonou uma diminuighio na
produgdo de biopolimero de 10,0 g/L para 6,0 g/L. e um aumento na produgdo de massa
celular de 0,037 para 0,091 g/Lh, quando realizaram uma fermentagio de Xanthomonas

Campestris.

4,1.3.3 - Estudo da influéncia da concentraciio de NH,CI

Devido ao fato da Beijerinckic mobilis apresentar um bom crescimento na
utilizagio de sais de amdnio como fonte de nitrogénio, diferentemente da B. indica que
gresce pouco ou nio cresce na presenga destes sais (BERGEY’S, 1984), foi testado
neste trabalho a influéneia de sais de ambnio no crescimento da bactéria Befjerinckia

7070.

Na Tabela 03 estdo apresentados os resultados do efeito da concentragdo de
NH,Cl nos parfimetros cinéticos da fermentacdo, em fermentador de bancada contendo
meto padrio, pH inicial 6,7, a 25°C, 450 rpm por 20 horas. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 03, o aumento da concentragio de NH,Cl de 0,01 até 2,0% n&o
afeton de modo significativo o coeficiente de rendimento de massa celular (Yis),
mostrando que a adigio deste sal ndo afeta o crescimento celular. Com o aumento da
concentracio de NH,Cl acima de 0,10%, houve wma diminuigiio na produgdo de
biopolimero, que pode ser observado através do coeficiente de rendimento de

biopolimero {Yns), que diminuiu de 0,080 para 0,012.

A Figura 06 mostra os resultados do teor residual de agicar, variagio de pH,
producio de massa celular e produgiio de biopolimero em fungdo da concentragio
NH,Cl. Observou-se que na concentragio de 0,10 % (p/v) de NHLCl obteve-se a maior
quantidade de biopolimero (0,62 g/L), sendo que acima desta concentragio a produgio
de biopolimero decresceu para 0,18 g/L. A massa celular teve um aumento de 1,92 g/

para 2.05 g/L e teve um valor maximo de 2,25 g/L., quando a concentracio de NH,Cl foi
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de 0,01%. O pH final permaneceu praticamente constante entre 4,71 a 4,90, ¢ com o
aumento da concentragio de NH,Cl o teor de agiicar residual permaneceu praticamente

constante em torne de 1,85 g/l

4.1.3.4 - Estudo da influéncia da concentragio de NH,NO;

A Tabela 04 apresenta os resultados do efeito do aumento da conceniracio de
0,01 para 1,0 % de NH;NO; nos parmetros cinéticos da fermentagio de Bejjerinckia
7070, em fermentador de bancada contendo meio padrio a 25°C, 450 rpm, pH inicial de
6,7 por 20 horas. Com o aumento da concentragio de NHaNG;, o ¢rescimento celular e a
produgdo de biopolimero diminuniram. O coeficiente de rendimento de massa celular
{(Yyws) decrescen de 0,253 para 0,202, enquanto que ¢ coeficiente de rendimento de
biopolimero (Yys) decresceu de 0,032 para 0,015, quando a concentragio de NHNOs
aumentou de 0,01 e 1,0%. Estes resultados indicam claramente que a adigio de NHL4NGs

inibiu o crescimento ¢ a produgHio de biopolimero pela bacténia Beijerinckia 7070,

Através da Figura 07, observou-se que concentragBes acima de 0,01% (p/v) de
NH,NQ; promoveram um efeito negativo na produgdo de massa celular e de
biopolimero. A massa celular dirinuiu de 1,94 para 0,91 g/, enquanto que a producio
de biopolimero diminuin de 0,25 para 0,07 g/L, quando a concentragio de NH;NO;
aumentou de 0,01 para 1,0%. O pH final aumentou de 4,90 para 5,57 quando a
concentragio de NHNQO; sumentou de 0,01 para 0,1%. Em concentragdes acima de
0,1%, o pH final permaneceu em torno de 5,5. O agucar no meio de fermentagdo
acumuiou com o aumento da concentragio de NHNO; mostrande que o substrato ndo
foi utilizado para a produgio de massa celular e para a produgio de biopolimero.
Segundo BERGEY'S (1984), as bactérias do género BSejjerinckia  assimilam muito
pouco ou nFo assimilam nitrato, assim como as bactérias Azomonas agilis e
diferentemente das bactérias Azotobacter vinelandii e Azotobacier chroococcum. Este
fato pode ser explicade pela quantidade de G + C do DNA de Beijerinckia e Azomonas
serem iguais, diferindo da quantidade de G + C de Azofobacter (DE LEY e PARK,
1966).
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Os resultados obtidos por VENDRUSCOLQ (1995) mostraram que dentre os
metos de fermentagdo testados, o que apresentou menor rendimento para a produgio de
biopolimero, fot o que continha NH,NO;, o qual era constiuido por (g/L): ghcose, 30;
K,HPOy, 5,0, Mg80,7H0, 0,1; NH4NO;, 6,9 e promosoy, 0,5.

Entretanto, CRUZ {1983) estudando o efeito da adigio de nitrato de amdnio no
meio de fermentagio para producglo de biopelimero por Xanthomonas campestris pv
manihotis, concluiu que o aumento da concentragfo de nitrato de am&nio ocasionou um
aumento na massa celular e uma diminuigdo na produgiio de biopolimero, sendo que
concentracdes até 0,96% (p/v) ocasionaram um aumento na massa celular e,

concentracdes superiores a 0,16% (p/v) diminuiram a produgfo de goma xantana.

4.1.3.5 - Estudo da influéncia da concentracio de FeCL6HLO

A Tabela 05 mostra os resultados do efeito da concentragiio de FeCl6H;0, o
qual variou de 0,001 a 0,50%, nos parimetros cinéticos da fermentacio de Beiferinckia
7070, em fermentador de bancada contendo meio padrio a 25°C, pH inicial de 6,7 a 450
rpm por 20 horas. Com o aumento da concentragio de FeCl;6H,0 de 0,001 para 6,50%,
o coeficiente de rendimento de massa celular (Yxs) aumentou de 0,247 para 0,256 _Estes
resultados indicam que a adicBo de ions ferro no meio de fermentagio, nfo afeta
significativamente o crescimento celular. Do mesmo modo, verificou-se que o coeficiente
de rendimento de biopolimero (Yrs) ndo teve variaglio significativa, quando aumentou-

se a concentracio de FeCli6H;O de 0,05 para 0,50%, aumentando de 0,012 para 0,014.

Através da Figura 08 observa-se que a variagio da concentragio de FeCl,6H,0
nio influenciou o crescimento de Befferinckia 7070. O crescimento celular e o teor de
agnear residual nfo sofreram variagio significativa com o aumento da concentragio do
fon de ferro. A quantidade de biopolimero produzida foi menor do que nas fermentagdes
realizadas com o meio padrio sem adigfio de sais. O pH final apresentou uma gueda no

seu valor de 4,80 para 4,56, quando houve um aumento na concentragio de FeCL6H,0.
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4.1.4 - Estudo da influéncia da concentraciio de extrato de levedura, extrato de

malte e peptona

A fim de se verificar o grau de influéncia das fontes de nitrogénio presentes no
meio padrio no metabolismo bacteriano, foram realizados ensaios conforme descrito nos
itens 3.2.1.3.4, 32.1.3.5 ¢3.2.1.3.6. Os resultados estdo na Figura 09 ¢ mostram que a
Beijerinckia 7070 utiliza todas as fontes de nitrogénio do meio padrio. Porém, observa-
s€ que a peptona ocasiona um menor crescimento celular, quando comparado com o
extrato de levedura e o extrato de malte. A fonte de nitrogénio que promoveu maior

crescimento celular nas concentrages estudadas (0,3 a 2,0%), foi o extrato de levedura.

Segundo o manual BERGEY'S (1984), Bejjerinckia indica apresenta um
pequeno crescimento na presenca do extrato de malte € ndo cresce em melo sélido com
peptona, enguanto que B. mobilis cresce em meio sélido com extrato de malte e ndo ha

relatos, na literatura, sobre o seu crescimento em meio contendo peptona.

4.1,5 - Efeito da concentraciio da pasta de levedura

Como o custo da pasta de levedura € muito inferior ao do extrato de levedura,
chegando até ser vinte vezes menor, como no momento atual, foram realizados ensaios
com objetivo de estudar a influéneia da concentrag@es de 0,3; 0,6; 1,0; 1,5 ¢ 2,0% de
pasta de levedura no crescimento celular. A pasta de levedura ¢ obtida pela autdlise das

leveduras de cervejaria, quando as endoproteases sdo ativadas pela temperatura de 50 a

GO°C. Apos autdlise, todo material celular € separado por centrifugagio ¢ o caldo

proteico é concentrado até 82°BRIX, formando a pasta de levedura (DZIMBA, 1993).
Na Tabela 06 estio apresentados os resultados do efeito da concentragio de
pasta de levedura nos pardmetros cinéticos da fermentagfio de Beijerinckia 7070, em

fermentador de bancada contendo meio padrio sem as fontes de nitrogémo, pH imicial

37



6,7, a 25°C, 450 rpm por 20 horas. De acordo com os resultados, o aumento da
concentragio de pasta de levedura ocasionou um aumento dos valores dos coeficientes
de rendimento de massa celular (Yxg) de 0,121 para 0,208, indicando que o aumento da
concentracio da pasta de levedura favorece o crescimento de Beijerinckia 7070, Quando
a concentracido de pasta de levedura aumentou acima de 1,0%, houve diminuigic na
produgdo de biopolimero, que pode ser observada através dos coeficientes de
rendimento em biopolimero (Yps), que aumentaram de 0,026 para 0,060, quando a
concentraglo de pasta de levedura aumentou de 0,3 para 1,06% e diminuiu de 0,06 para

(0,055 quando a concentragio de pasta de levedura aumentou de 1,0 para 2,0%.

Através da Figura 10, verificou-se que o aumento da concentragio da pasta de
levedura de 0,3 para 2,0%, ocasionou um aumento na produgdo da massa celular de 0,93
para 1,96 g/L, e um aumento do pH de 4,57 para 5,36, Talvez o aumento de pH esta
relacionado a presen¢a de aminodcidos e peptidios com poder tamponante (AMAYA-
FARFAN, 1990). A maior produgio de biopolimero (0,57 g/L) foi nz concentragio de
1% de pasta de levedura. Observou-se que a quantidade de massa celular obtida com a
concentracio de 2% de pasta de levedura ¢ igual aquela que foi obtida com o meio
padrio a 25°C (Figura 03). Verificou-se também que ha um aumento na produgdo de
biopolimero, com o aumento da concentragio da pasta de levedura até 1,0%, com
consequente reduglo do teor de aglcar residual. Levando-se em conta os resultados
descritos anteriormente, podemos propor que as fontes de nitrogénio do meio padrio
podem ser substituidas pela pasta de levedura, diminumdo consideravelmente o custo
relativo da fermentacgio, j& que a pasta de levedura tem custo menor do que o extrato de

levedura, extrato de malte ¢ peptona.

A influéncia da concentragio de nitrogénio do meio de fermentagio na produgio
de biopolimero por microrganismos, j& foram estudados por outros autores que
verificaram que o aumento da concentrag3o de nitrogénio aumenta a produgio celular
{(MORAINE e ROGOVIN, 1973} e a produglio de biopolimero (KENNEDY et
alii, 1980).
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Na Figura 11 pode-se observar a comparagdo da variagio da concentragiio entre
pasta ¢ extrato de levedura na produgio celular, quando incubados nas mesmas
condigties: 25°C, 450 rpm por 20 horas. Pode-se notar que a partir da concentragio de
5%, a produgio da massa celular foi maior para a pasta de levedura do que para o
extrato de levedura. Isto mostra que a pasta de levedura promove methores resultados
no crescimento de Befjerinckia 7070, tendo um custo inferior ao do extrato de levedura.
Uma explicagdo para o fato do crescimento de Beifjerinckia 7070 ser maior na presenca
da pasta de levedura, pode ser que durante o processo de secagem do extrato de
levedura, haja uma desnaturagfio das proteinas de modo irreversivel, e assim como a
também da reagio de Maillard, impedindo a metabolizagio destas proteinas pelo

MICTOTZANISING,

4.1.6 - Estudo da infiuéncia da concentracio de melaco

Na Tabela 07 estdo apresentados os resultados do efetto das concentra¢Bes de
1,0; 2,0, 3,0; 40 e 5,0% de melago nos pardmetros cinéticos da fermentacio de
Beijerinckia 7070 contendo meio padrdo sem sacarose com pH inicial 6,7, a 25°C, 450
rpin por 20 horas, conforme descrito no item 3.2.1.3.8. Com o aumento da concentragio
de melago de 1,0 a 5,0%, o coeficiente de rendimento celular (Yxs) aumentou de 0,175
para 0,766 Estes resultados indicam, que 0 uso de melago de cana-de-agticar, € uma boa
alternativa como fonte de carbono para as fermentagdes de Beijerinckia. Do mesmo
modo, verificou-se que o aumento da concentragdic de melago de 1,0 para 5,0%,
ocasionou um aumento nos valores dos coeficientes de rendimento de biopolimero (Ygss)

de 0,049 para 1,102, com consequente aumento na produgfo de biopolimero.

A Figura 12 mostra a influéncia da concentragio do melago nos pardmetros de
fermentagio de Beijerinckia 7070, Pode-se observar que o aumento da concentragdo de
melaco de 1,0 para 5,0%, aumentou a produgfio de biopolimerc de 0,45 para 4,33 ¢/L e
massa celular de 1,62 a 3,01 /L. Comparando-se 0 uso de melago com o de sacarose
f1as mesmas concentragtes de aglicares redutores totas (Figura 02), observa-se que o

uso de melaco acarretou uma maior produgio de biopolimero. Provavelmente, este
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aumento pode ser explicado pela presenga de ions de magnésio no melago, que podem

influenciar no metabolismo da bactéria, aumentando a produgiio de biopolimero.

VASCONCELOS (1985) estudando a composi¢io de melago, verificou que os

principais macronutrientes identificados foram; CaO, Mg0O, N e P,0s enquanto que os

micronutrientes principais identificados foram o Fe seguido de M.nM, Zn e Cu.
Também, ndo se pode descartar a hipStese de que outros sais, que nfio foram estudados
neste trabalho, possam ter efeito benéfico na produgio de biopolimeros. O pH final teve
uma diminuicio de 5,35 para 4,89, com o aumento da concentragio de melago de 1,0
para 3,0%. Porém, comparando-se com a fermentaciio que continha meio padrio com
diferentes concentragles de sacarose, o pH final deste experimento apresentou valores
maiores quando as concentragdes de melago e sacarose foram iguais, mostrando ter um
efeito tamponante. Segundo OLBRICH (1974), esta aciio tamponante do melago
depende da sua composicio quimica, sendo que 08 principais componerntes desta agio
estabilisadora s#o os acidos carboxilicos e os aminodcidos. Este mesmo comportamento,
a respeito do pH, foi também verificado por JEREZ (1993}, quando estudava o efeito

do melago na produgio de alcool por Zymomonas mobilis.

A composicio do melago varia, tornando dificil manter padrio de qualidade desta
matéria-prima. Esta variagio € devida A varios fatores, tals como: variedade, idade, grau
de maturacio, condicBes climaticas dentre outros para cana-de-agucar. Dependem,
também, do processo de extragio e clarificagio do caldo de cana-de-aglicar e tipo de
agticar produzido. OLBRICH (1974} analisando os componentes do melago de cana-de-

agiicar, observou que 72% do melaco corresponde a matéria organica, 20% a agua e 8%

et

+ ++ e + ++ bt et -
a constituintes inorgnicos ( K ,Ca , Mg , Na, Fe , P | Al |, Ci, COs). Dos

constituintes orglnicos, cerca de 60% corresponde aos aglicares totais.
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4.1.7 - Ffeito da aeracio

Aeragiio € um fator importante para fermentagio de microrganismos aerdbicos,
ocasionando um aumento na producgdo de massa microbiana. A Figura 13 apresenta os
dados obtidos em fermentacOes realizadas, com e sem aeragfo, em fermentador de
bancada contendo meio padrdo a 25°C, 450 rpm por 20 horas. Na fermentagio com
aeragdo houve um aumento muito significativo na produgio de biopolimero, mostrando
gue o valor do coeficiente de biopolimero foi de 39% (Yys = 0,39). Este rendimento foi
muito maior do que o rendimento maximo obtido por VENDRUSCOLO em 1995, que
for de 11% (Ypis = 0,11). A aeraco teve uma grande influéncia no aumenio da massa
celular, 0 que ja era esperado, uma vez que a Bejjerinckia ¢ um organismo aerdbio.
Apesar da maior produgic de células e de biopolimero no processo com aeragio, o teor
de agtcar residual foi duas vezes maior que no processo sem aeracio, mostrando que

houve methor aproveitamento da fonte de carbono.

Segundo BECKING (1961), o polissacarideo tem a fungfo de proteger a célula
do oxigénio, auxiliando a atividade da nitrogenase. O crescimento de Beijerinckia em
meio livre de nitrogénio é muito lento, podendo a fase lag durar de 5 a 7 dias. Uma
maneira de acelerar o processo de crescimento celular € adicionar pequenas quantidades

de polissacarideo ao meio, com a funglo de proteger a célula do oxigénio.

Estudos realizados por MORAINE e ROGOVIN (1973) mostraram que ©
aumento da taxa de aeracio na produciio de gema por Xanthomonas campestris, nio
influenciou o rendimento da produgiio de goma xantana. Entretanto, CADMUS et al,
{(1976) verificaram que o aumento da aeragdo de 0,25 para 1,5 V/V/M na fermentagio
de Xanthomonas campestris, promoveu a formagfio de xanfana com alfo teor de
piruvato, o que acarretou um acréscimo no rendimento na producdo de biopolimero em

ate 10%.
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4,1.8 ~ Determinacio do pH étimo de crescimento celular

Para determinagio do pH otimo de crescimento celular, adicionou-se uma
soluglio de hidroxido de amdnio, usando o sistema de controle automadtico de pH, do
fermentador SF 116. A fermentaglio foi realizada, seguindo ¢ mesmo procedimento

descrito no item anterior, quando nfio se fez o controle de pH.

Através da Figura 14, observou-se que a maior quantidade de massa celular ¢ de
biopolimero, foram obtidas no pH de 6,5, sendo que neste pH obteve-se o maior
consumo de acgtacar. Quando o pH foi controlado com hidréxide de ambmio, o
rendimento em relaciio a massa celular foi maior do que quando se adiciona hidréxido de

sédio (Figura 15).

Em estudo realizado por VENDRUSCOLO (1995), foi feita referéncia quanto ao
methor pH inicial na fermentagiio de Beijerinckia 7070. Neste trabalho, os melhores

resultados para a producio de goma foram obtidos a pH inicial de 6,5.

De acordo com BECKING (1961), Beijerinckia sp cresce na faixa de pH de 4 2
10, sendo que a B. mobilis tem seu melhor crescimento entre pH 4-5 ¢ B. derxii entre pH

0-7.

Estudos realizados por TSUCHIYA et alii (1952) constataram que fermentagSes
realizadas com pH controlados, apresentaram maior rendimento na produciio de goma.
O controle de pH em processos fermentativos vem sendo usado mundialmente,

alterando-se apenas a solug#o alcalina adicionada e sua concentragdo.
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4.2 - Determinacio dos parimetros cinéticos de fermentacio

4.2.1 - Fermentacio sem controle de pH

A Figura 16 mostra as curvas tipicas de agucares residuais, pH e massa celular da
linhagem 7070 de Beijerinckia, em ensaios realizados em fermentador SF 116 contendo
4 hitros de meio padrdo, pH inicial de 6,7, a2 25°C, 400 rpm por 25 horas. E interessante
notar que o pH diminut significativamente nas primeiras 5 horas de fermentagio de 6,7
para 5,0, chegando a 4,7 no final do ensaio. Este comportamento indica que esta bacténa
produz metabolitos acidos durante o seu crescimento, sem que estes metabolifos mibam
o crescimento da bactéria. Segundo BERGEY”S (1984), Beijerinckia sp é acidéfila,
suportando bem condicSes com pH baixo. Os teores de aglicares residuais permanecem
ao final do experimento, em niveis de 2,0 g/L, sendo que o maior consumo de agticar
acontece nas primeiras 8 horas de fermentago. A maxima quantidade de células de 2,25

g/L foi ¢btida em torno de 17 horas.

4.2.2 - Fermentacio padrio

Foi realizada uma fermentacio padriio com pH controlado em 6,5, a fim de se
obter dados para calcular a vazio da solugio de alimentaglio, quando adicionada
separada da solugio alcalina de controle de pH. Os resuitados estdo representados na

Figura 17.

Observa-se na Figura 17 que a fermentacio em batelada simples com controle de
pH a 6,5 atinge a fase estacionaria ap6és 15 horas. A malor parte do substrato ¢
praticamente consumida até 9 horas de fermentagdo, sendo que a partir deste momento,
hi uma diminuicio da taxa de consumo. A producio de biopolimerc ocorrre na fase
estacionaria, portanto a sua produgio é muito reduzida na fase logaritima. A quantidade
de massa celular obtida foi de 2,20 g/L. apds 15 horas de experimento, quando néo houve

controle de pH (Figura 16), enquanto que no caso do pH controlado este valor foi
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atingido em torno de 10 horas (Figura 17). Isto revela que o controle de pH pode reduzir

o tempo de fermentacio para producio de células.

Os resultados apresentados na Tabela 08, mostram a comparacic entre os
parametros dos ensatos realizados com meio padriio com e sem controle de pH, durante
o tempo de fermentacio. Estes dados revelam que a taxa de crescimento {jlw.) foi de
0,41 na fermentagio com controle de pH e de 0,39 na fermentagio sem controle € que os

coeficientes de rendimento de massa celular foram iguais.

4.2.3 - Fermentacio com meio alternativo

Baseando-se nos resultados obtidos com uso de melago e pasta de levedura,
isoladamente, nos ensaios em fermentadores de bancada, realizou-se uma fermentacio
utilizando 1,6 % (p/v) de melago e 2,0 % (p/v) de pasta de levedura (meio alternativo).

A fermentacfo foi feita a 25°C, 400 rpm por 24 horas.

A Tabela 08 mostra os resultados da fermentacfio com meio alternative com pH
controlado em 6,5 A taxa especifica de crescimento foi de 0,37, enquantc que na
fermentagio padriio com pH de 6,5 foi de 0,41, O coeficiente de rendimento de massa
celular aumentou no meio alternativo (Yxs = 0,48) em relagio a fermentagfo padrio
(Yxn = 0,294). Estes resuitados indicam que o meio alternativo pode substituir com
vantagens o meto padriio para a produgio celular de Beijerinckia 7070, diminuindo o

custo do processo fermentativo.

A Figura 18 mostra os resultados indicadores de consumo de aghcares redutores
totais no meio de fermentagio. O agicar foi consumido rapidamente até as 9 primeiras
horas de ensaio, e depois permaneceu praticamente constante. A curva de crescimento
celular atingiu o inicio da fase estacionaria apds 16 horas de fermentagio com

concentragio de 2.8 ¢/L.
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O uso de pasta de levedura como fonte de nitrogénio ja foi estudado por outros
autores com o objetivo de diminuir o custo de processos de fermentagio. CURRALERO
(1993) estudou meios alternativos para a produgiio de dextrana-sacarase, sendo que a
pasta de levedura foi a que apresentou melhores resultados em termos de atividade

enzimatica,

4.2.4 - Fermentacio em processo de batelada alimentada

4.2.4.1 - Adicdo exponencial da solucio de alimentacio

Fol adicionada uma solugiio de alimentacfio, vanando-se a concentragio de
sacarose de 10, 30, 45, 60 e 75 % (p/v). Esta soluciio foi adicionada juntamente com
hidréxido de amonio para controle de pH. Verificou-se que o consumo desta solucéio foi
exponencial durante o crescimento do microrganismo. Os ensaios foram conduzidos em
fermentador SF 116, contendo 4 litros de meio padrido com pH 6,5, a 400 rpm por 24

horas ¢ 25°C. Qs dados estdio apresentados na Figura 19,

Quanto ao efeito do aumento da concentragiio de aclcar de 10 para 75% na
solugdo de alimentacio, os resultados da Tabela 09 mostram que ha uma diminuigdo na
taxa especifica de crescimento de 0,428 para 0,405. Apesar da taxa de crescimento
diminuir com o aumento da concentragiic de agucar da soluglo de alimentago, o

rendimento em relacio a massa celular aumentou em até 45% em relacfio a fermentagfio

padrdo.

Através da Figura 19, observou-se que a quantidade de massa celular aumentou
com © aumento da concentragio de sacarose na solugiio de alimentagdo, atingindo a

méxima quantidade quando a concentragio de sacarose foi de 60%.
As Figuras 20, 21, 22, 23 e 24 mostram o efeito da concentragio de sacarose das

soluctes de alimentacio na massa celular, no teor de agicar residual. Verificou-se que

com ¢ aumento da concentracio de sacarose na solugBo de alimentagdo de 10 para 60%,
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ocorreu um aumento na massa celslar de 2,80 para 3,60 g/L., assim como resuitou nam
aumento do teor residual de acglicares redutores totais de 10,2 para 14,8 g/L.
Comparando-se os resultados da fermentago em batelada alimentada exponencialmente
com os da fermentaco padrio, nota-se que a producgiio de massa celular foi superior na
fermentacio de batelada alimentada. Na fermentagiio que usou concentragio de 60% de
sacarose (p/v), a massa celular for 45% mator do que aquela obtida na fermentagio
padrdo, no mesmo tempo de ensaio. Notou-se que, nestas condigdes, a produgio de
biopolimero no foi influenciada pelo aumento da concentragio de sacarose ne meio,

durante 2 fase de crescimento do microrganismo,

4.2.4.2 - Adicio com vazio linear da seluciio de alimentacio

Da Tabela 10, observa-se que o coeficienie de rendumento de massa celular
{(Yx/s) diminuiu, enquanto que a taxa de crescimenio maxima (ims) fOi de 0,47 e,
portanto, maior que o da fermentagio com alimentag@io exponencial contendo de 45% de
sacarose (p/v) a qual foi de 0,41. O rendimento celular foir 68% mator em relagio ao
rendimento da fermentagio padrio. O baixo coeficiente de rendmmento de massa celular
foi devido ac actmulo de sacarose no meio durante a fermentagfo, indicando que nfo

houve um bom aproveitamento da fonte de carbono,

A Figura 25 mostra as curvas de crescimento celular, de agacar redutor total
adicionado e de agticar redutor total consumido. Pode-se notar que o crescimento celular
teve um comportamento similar aquele obtido no processo de batelada alimentada
exponencialmente, ou seja, a massa celular aumentou durante a fermentagio, Observa-se
que com a adigio de agicar da solugio de alimentacfo, houve um actmulo de agucar no
meio. Este fato indica que a velocidade de consumo fol menor do que a velocidade de

adicio de agticar.
Comparando-se as fermentacdes com alimentagdio linear e com alimentaco

exponencial, observou-se que na fermentagBo com alimentagdo linear ha uma melhor

produtividade em relagfo a massa celular, entretanto a concentracdo final de substrato
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teve valores maiores do que na fermentagio com alimentagio exponencial, indicando

uma perda de substrato e, portanto, um desperdicio da fonte de carbono utilizada.

QUEIROZ et alit (1989) estudando a otimizagic da produgfo de dextrana-
sacarase de Leuconostoc mesentroides, conclutu que no processo de batelada alimentada
com alimentagfio exponencial, ocorria um actimulo menor do teor de agucar no meio, do
que com alimentacio linear, Contudo, o processo de batelada alimentada mostrou-se

superior 20 processo de batelada simples com ganho de 30% de produtividade.

4.2.4.3 - Adicdo exponencial de melaco 45% (p/v) de aciicares totais, em meio

padrio

Com a finalidade de verificar o efeito do melago adicionado no meio de
fermentaclio, realizou-se um ensaio onde a concentracgiio de agiicares redutores totais era
de 45% (p/v). Através da Figura 26, ¢ interessante notar que a massa celular atinge o
valor de 5,30 g/l apds 20 horas de ensaio. O substrato tem o seu malor CONSUMO nas

primeiras 7 horas de fermentagZo, quando a taxa especifica de crescimento € maior.

A fermentagiio que usou adigio exponencial de solugfo de amdnio e melago
contendo 45% (p/v) de agicares redutores totais, produziu maior quantidade de massa
celular daquela que usou a adigBo exponencial de solugiio de sacarose 45% (p/v), no

mesmo tempo de fermentagfo.

4.2.4.4 - Adiciio exponencial de melago 45% (p/v) de acicares totais, em meio

alternativo

A Figura 27 mostra que a substituigiio do meio padriio pelo meio alternativo, néo
ocasionou uma perda de produtividade de massa celular. Apos 15 horas de fermentagio,
o crescimento celular atingiu o valor de 5,0 g/L. O aglcar total acumulou-se no meio de

fermentacio até 9 horas de ensaio, € a partir deste tempo fol sendo consumido.
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O processo de batelada alimentada mostrou ser superior ag processo simples de
fermentagio, embora haja acimulo de agGear no meio durante os ensaios. A substituigio,
no processo de batelada alimentada de sacarose por melago e do meio padrio pelo
alternativo, aumentou o rendimento celular em relagio ac aglucar residual, tornando

menor o custo do processo.

Na fermentagio com adigio exponencial de sacarose, a quantidade maxima de
massa celular (3,45 /L) foi atingida apds 16 horas de fermentagio (Figura 22), enquanto
que na fermentagio com adigiio de melago apos 15 horas de fermentacfio, a quantidade

de massa celalar foi de 5,0 g/L..
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5. CONCLUSOES

1 - A temperatura Otima para o crescimento celular da linhagem 7070 de
Betjerinckia fo1 25°C, nos ensaios em fermentadores de bancada MULTIGEN contendo

meto padrio.

2 - A adigio de K;HPO; nas fermentagSes em fermentader de bancada
MULTIGEN contendo meio padrdo a pH inicial de 6,7, 25°C a 450 rpm, aumentou o
crescimento celular enquanto que a adigio de NHyNO; diminuiu o crescimento celular

nas mesmas condi¢des.

3 - A adi¢io de KoHPOQ,, MgS80,7THLO nas fermentagdes contendo meio padréo,
em fermentador de bancada MULTIGEN, a pH inictal 6,7, 25°C a 450 rpm aumentou a
produgio de biopolimero enquanto que a adigdo de NHyCl {em concentra¢Bes acima de

0,10 %) e NH;NQ; diminufram a produgaoe de biopolimeros nas mesmas condigdes.

4 - A adi¢do de MgSOTH,O e NILCI nas fermentacBes em fermentador de
bancada MULTIGEN, contendo o meio padrfio a pH inicial de 6,7, 25°C a 450 ypm, ndo
afetou © crescimento . celular, enquanto que a adicio de FeChoH,0O, nas mesmas

condigdes, nfio afetou o crescimento celular bem como a produgio de biopolimero.

5 - O aumento da concentracio de pasta de levedura aumentou o crescimento
celular, enquanto que a produgio maxima de biopolimero ocorreu quando a
concentracdo de pasta de levedura foi de 1% nos ensaios em fermentador de bancada
MULTIGEN, contendo o meio padrio sem fontes de nitrogénic a pH imicial 6,7, 25°C a

450 rpm.

6 - O aumento da concentracio de melago aumentou o crescimento celular e 2
produgio de biopolimero nas fermentagSes em fermentador de bancada MULTIGEN,

contendo meto padrio sem sacarose, pH inicial a 6,7, 25°C a 450 rpm. A producio de
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células e de biopolimero foi maior em meio contendo melaco do que em meio contendo

sacarose, considerando-se a mesma concentragio de aglicares redutores totais.

7 - O uso de aeracdo nas fermentagbes em fermentadores de bancada
MULTIGEN contendo meio padrio a pH inicial 6,7, 25°C a 450 rpm, aumentou de

modo significativo o crescimento celular € a produgdo de biopolimero,

8 - O rendimento de células da linhagem 7070 de Beijerinckia for mator em meio
padrio, quando realizada em fermentador SF 116 a 25°C, 400 rpm com adigio de
solugfo de hidréxido de amdnio para controle de pH. O pH Otimo para o crescimento e

produgio de biopolimero foi de 6,5.

9 - O controle de pH da fermentagiio conduzida em fermentador SF 116,
contendo 4 litros de meio padriio a 25°C e 400 rpm, reduziu 0 tempo necessar:o para a

obtengiio da quantidade maxima de células da linhagem 7070 de Beijerinckia.

10 - O coeficiente de rendimento de massa celular em relagfio a fonte de carbono,
foi maior no ensaio realizado em fermentador SF 116 contendo meio alternativo do que

quando se utilizou meio padrio nas mesmas condigdes.

11 - A produgiio da biomassa celular de Beijerinckia 7070, foi maior na
fermentacio contendo 4 litros de meio padiio com alimentagio fnear, do que na
fermentagiio com alimentagfio exponencial, quando realizada nas mesmas condigdes.
Entretanto, o acimulo de agiicar no caldo fermentado fol maior quando se usou adig3o

linear de alimentag&o.
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TABELA 01: Parmetros cinéticos obtidos da variagio de KoHPO, por Beijerinckia 7070, em
meio padrdo a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentragio de K;HPO4 %(p/v)
de
Fermentagio 0,05 0,1 0,5 1,0 1,3
Yy 0,213 0,212 (0,245 0,284 0,292
Yo 0,069 0,066 3,074 0,108 0,148

Y= Coeficiente de rendimento cefular em relagfo ao agticar consumido

Yy = Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagio ao aglicar consurmdo
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TABELA 02: Pardmetros cinéticos obtidos da vaniagio de MgSO.7H,0 por Beijerinckia 7070,

em meio padrio a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Paradmetros Concentragfio de MgSO,TH,O Ys(p/v)
de
Fermentacio 0,05 0,1 0,5 1,0 1,5
Yxss 0,233 0,235 0,227 0,225 0,223
Yas 0,094 6,117 0,187 0,240 0,367

Yy = Coeficiente de rendimento celular em refacio ao agicar consumido

Yuis = Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagdo ao aglear consumido
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TABELA 03: Pardmetros cinéticos obtidos da variacio de NH.Cl por Beijerinckia 7070, em
meio padrio a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentragio de NH.Cl %(p/v)
de
Fermentagio 0,01 0.05 0,01 0,5 1.0 2.0
Yos 0,242 0,247 0,239 0,237 0,243 0,250
Yrurs 0,040 0,058 0,080 0,050 0,024 0,012

Yy = Coeficiente de rendimento celular em relag@o ao agicar consumido

Y = Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagdo ao agicar consumido
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TABELA 04: Par@metros cinéticos obtidos da variagio de NH,NO; por Beijerinckia 7070, em
melo padrdo a 25°C, pH imcial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentracio de NH.NG; %{p/v}
de
Fermentacio 0,01 0,08 0,1 0,5 1,0
Yas 0,253 0,231 0,194 0,204 0,202
Yais 0,032 0,026 0,020 0,018 0,015

Yy = Coeficiente de rendimento celular em relag@o ao a¢ucar consumido

Yrs= Coeficiente de rendimento de biopolimere em relagdo ao agiicar consumido
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TABELA 05: Pardmetros cinéticos obtidos da variagio de FeCl6H0 por Beijerinckia 7070,
em meto padrdo a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Parametros Concentragdo de FeCLoHO %o(p/v)
de
Fermentagdo 0,05 0,10 0,5 1,0 1,5
Yxs 0,247 (0,251 0,251 0,253 0,256
Yis 0,012 0,013 0,014 0,013 0,015

Y xs = Coeficiente de rendimento celular em relagio ao agicar consumido

Yiis = Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagdo ao aglicar consumido
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TABELA 06: Parimetros cinéticos obtidos da variagdo de pasta de levedura por Beijerinckia

7070, em meio padrdo a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentragiio de Pasta de Levedura %(p/v)
de
Fermentagio 0,3 0,6 1,0 1,5 2.0
Yxss 0,121 0,143 0,164 0,186 0,208
Yo 0,026 0,043 0,060 0,057 0,055

Yy = Coeficiente de rendimento celular em relagfio ao agfcar consumido

Yy = Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagéo ac agncar consumido
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TABELA 07: Parimetros cinéticos obtidos da variagio de melago por Beijerinckia 7070, em

meio padric sem sacarose a 25°C, pH inicial 6,7, 450 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentragio de Melago %o(p/v)
de
Fermentagdo 1,0 1,5 3,0 4.0 5,0
Yxis 0,175 0,228 0,296 0,450 0,766
Yo 0,049 0,228 0,419 0,638 1,102

Y= Coeficiente de rendimento celular em relagiio ao agicar consamido

Yas= Coeficiente de rendimento de biopolimero em relagdo ao agiicar consumido
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TABELA 08: Comparagdo entre os pardmetros cinéticos das fermentag3es padrio com & sem

controle de pH ¢ com meio alternativo, mcubados a 25°C, 400 rpm por 24 horas.

Fermentagio com | Fermentagiio padrdo| Fermentagdo com meio
Parmetros meto padrio sem com pH controlado alternativo e pH
controle de pH em 6,5 controlado em 6,5
- 0,390 0410 0,370
Y wis 0,260 0,294 0,48

imsx = Taxa especifico de crescimento

Yy = Coeficiente de rendimento celular em relagdo ao agicar consumido
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TABELA 09: Parimetros das fermentacdes em processo de batelada com adigio exponencial,

com meio padrio a 25°C, pH 6,5, 400 rpm por 20 horas.

Pardmetros Concentragio inicial de sacarose (% p/v)
de
Fermentacdo
10 30 45 60 75
[T 0,428 0,413 0,413 0,408 0,405
Vs 0,300 0,270 0,280 0,240 0,180
R (%) 11,20 28,00 36,00 60,00 36,00

tasx = Taxa especifico de crescimento {1/h)
v,.= Coeficiente de rendimento de massa celular em relacfic a0 agicar consumido

R = Rendimento em relagiio a massa celular obtida na fermentacio padrio (%)
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TABELA 10: Valores dos parmetros cinéticos determinados & partir das fermentagdes em

fermentador SF 116, através de processo de batelada com adig#o linear de sacarose, contendo

meio padrio a 25°C, pH 6,5, 400 rpm por 20 horas,

Pardmetros de fermentacio Fermentaciio com adigo linear de
Sacarose
Lsmax 0,47
Yus 0,074
R (%) 68

e = Taxa especifico de crescimento (1/h)
Y..= Coeficiente de rendimento de massa celular em relagio ao agucar consumido

R = Rendimento em relacio a massa cefular obtida na fermentagio padréo (%)
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FIGURA 01 Estudo do efeito da concentragdo de glicose em meio padrdo na

produgio de massa celular, no consumo de agucares, na varia¢do de pH e na

produgdo de biopolimero. Condigdes de fermentagdo: 30°C, 200 rpm por 20 horas.
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MS= Massa cellular (g/L)

300 — 800 — 400 — 6.00 — AT= Aclicares redutores totais (g/L)

6.00 — 300 —
2,00 =t 400 —

4400 4 200 — -

1.00 — 1 | 200 —

200 —| 1.00 —
0.00 — 000 — 000 — 000 | | | T 1

0.00 . 400 o 800 1000
Concentragdo de sacarose% (p/v)

FIGURA 02: Estudo do efeito da concentragdo de sacarose em meio padrdo na
produgdo de massa celular, no consumo de agucares, na variagdo de pH e na

producio de biopolimero. Condi¢des de fermentacao: 30°C, 200 rpm por 20 horas.
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FIGURA 03 Estudo do efeito da temperatura no crescimento celular de Beijerinckia
7070, no pH, no consumo de aglicares e na produgio de biopolimero, em meio

padrdo. Condigdes de fermentagdo: pH inicial 6,7 a 450 rpm.
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FIGURA 04 Influéncia da concentracio de K;HPQ,4 na massa celular, consumo de

agucares, variagio de pH e produgio de biopolimero, em meio padrao. Condiges de

fermentagdo: 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 05- Influéncia da concentragdo de MgS0,7H,0 na massa celular, no

consumo de agucares, na variagdo de pH e na produgao de biopolimero, em meio

padrdo. Condigdes de fermentagao: 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 06 Influéncia da concnetracdo de NH,4Cl na massa celular, no consumo de
aglicares, na variagdo de pH e na produgio de biopolimero, em meio padrao.

Condigdes de fermentagdo: 25°C, 450 rpm por 20 horas.

T



Bl) AT(@l) MSl) pH B= Biopolimero (g/L)
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FIGURA 07: Influéncia da concentra¢ao de NH4;NO; na massa celular, no consumo
de agucares, na variagdo de pH e na produgao de biopolimero, em meio padrao.

Condigdes de fermentagdo: 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 08: Influéncia da concentragao de FeCl;6H,0 no crescimento celular, no

consumo de agucares, no pH e na produgio de biopolimero, em meio padrao.

Condi¢des de fermentagdo: 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 09: Comparagdo da concentragdo entre extrato de levedura, extrato de
malte e peptona na produgéo celular, em fermetador de bancada, a 25°C, 450 rpm

por 20 horas.
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FIGURA 10: Influéncia da concentragao de pasta de levedura com sacarose a

1%(p/v) na massa celular, no consumo de agucares, na variagdao de pH e na produgao

de biopolimero. Condigdes de fermentagdo: 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 11: Comparagio entre pasta e extrato de levedura no crescimento de

Beijerinckia 7070, incubados a 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 12: Estudo do efeito da concentragdo de melago na massa celular, no

consumo de agucares, na variagio de pH e na produgao de biopolimero, em meio

padrdo sem sacarose. Condigdes de fermentagdo: 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 13: Efeito da aeracdo no crescimento celular, no consumo de agucares, na
variagdo de pH e na produgdo de biopolimero em meio padrdo. Condigbes de

fermentagdo 25°C, 450 rpm por 20 horas.
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FIGURA 14: Efeito da variagdo do pH no crescimento celular, no consumo de
agucares e na produgdo de biopolimero, em meio padrao, a 25°C, 400 rpm, em

fermentador SF 116, através da adigao de NH;OH 2N.
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FIGURA 15: Comparagio entre as bases de NaOH 2N e NH,OH 2N no crescimento
de Beijerinckia 7070, em meio padrao. Condigoes de fermentagdo: 25°C, 400 rpm

por 20 horas.
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FIGURA 16 Cinética de crescimento celular em fermentador SF 116, contendo 4

litros de meio padrdo, pH inicial de 6,7, a 25°C, 400 rpm por 24 horas.
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FIGURA 17: Cinética da fermentagio padrio, em fermentador SF 116, contendo
meio padrdo, pH 6,5, 400 rpm a 25°C.
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FIGURA 18: Fermentagdo com meio alternativo ( pasta de levedura e melago) com

pH a 6,5, incubados a 25°C, 400 rpm por 24 horas.
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FIGURA 19: Cinética do crescimento celular em fungdo da concentragio de
sacarose na solugdo de alimentagdo, com vazio exponencial, em meio padrao.

Condigdes de fermentagao: 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 20: Comportamento da cultura com adigdo exponencial de solug@o de

sacarose a 10% (p/v) em meio padrdo incubado a 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 21: Comportamento da cultura com adigao exponencial de solugéo de

sacarose a 30% (p/v) em meio padrio incubado a 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 22: Comportamento da cultura com adigao exponencial de solugio de

sacarose a 45% (p/v) em meio padrdo incubado a 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 23: Comportamento da cultura com adigdo exponencial de solugdo de

sacarose a 60% (p/v) em meio padrio incubado a 25°C, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 24: Comportamento da cultura com adigao exponencial de solugao de

sacarose a 75% (p/v) em meio padréo incubado a 25°C, 400 rpm por 20 horas.

95

25.00



Va (mlL) AT (glL) MS (g/L) Va = Volume adicionado da solugéo de alimentacao (ml.)
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FIGURA 25: Comportamento da cultura com adigdo linear de solugao de sacarose a

45% (p/v) em meio padréo, pH a 6,5, 400 rpm por 20 horas.
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FIGURA 26: Comportamento da cultura com adigdo exponencial de melago a 45%
(p/v) de agtcares totais, em meio padrao. Condigoes de fermentagdo: 25°C, 400 rpm

por 24 horas.
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FIGURA 27: Comportamento da cultura com adigdo de exponencial de melago 45%

(p/v) em meio alternativo. Condi¢des de fermentagdo: 25°C, 400 rpm por 24 horas.
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