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RESUMEO

A ljnhégem de Zymomonac mob<lis NRRL B-806
cpresentou a maior atividade da enzima hidrolizante da sacarose
(E.11.S.) em um melo contendo frutose, quando foi comparada com as
outras linhagens testadas. Essa enzima extracelular hidrolizou 12
{finose ¢ sacarose mas nao hidrolizou melezitose, asscmelhando-se
% uma R-D-frutofuranosideo frutohidrolase (E.C. 3.2.1.26).

A linhagem de Z.mobilZs NRRL B-1402z2 ¢ ca
paz de crescer bem em um meio contendo sacarose e produzir a enzi
ma hidrolizante da sacarose. Essa linhagem fermentou sacarose a
etanol mais rapidamente do que as outras linhagens testadas e foi,
portanto, selecionada para o estudo comparativo da fermentagao de
glicose e sacarose.

Para esse estudo comparativo, empregou-se
clicose e sacarose nas respectivas concentracoes de 100 a 200 g/L
¢ temperaturas de incubagao de 30 e 35°C. Os parametros cineticos

qp, Yp/s e Yx/s foram calculados. Verificou-se que essa linha
gem fermentou a glicose a etanol mais eficientemente do que a sSa
carose. O melhor rendimento de etanol a partir de glicose foi ob
+ido com a concentracao do substrato de 200 g/L e temperatura de
30°C. Nas fermentagoes realizadas com sacarose, O melhor rendimen
to de etanol foi obtido com a concentracao inicial de sacarose de
100 g/L e temperatura de 35°C. Os valores das taxas especfficasde
crescimentc. u _ , para as {ermentagoes de alicose sao menores

max

gquando comparados com agueles obtidos das fermentagoes COm sacaro

se.

Durante a fermentagao da sacarose a 30°C



por esse microrganismo, observou-se & producao de levano. A forma
gao de levano foi inibida quandoc a fermentagao foi rcali
~aAda - ~c 6

zada a 35°C.

A concentracao de agucares rcsiduails no {1
nal das fermentacgoes com sacarose, a temperatura de 30°C, foi mais
elevada em comparagao com as fermentagoes de glicose. Mo CusoO das
fermentacoes de sacarose a 35°C, @ concentracao de aglcares resi
duais {fci ligeiramente menor em relagao a fermentacao a 50°C. b

. = : zc 0 -5 et
nas {ermentacoes de glicose a 35°C, a concentragao de¢ agucdres re
siduais foi bastante elevada em comparacao com a fermentacao a

30°C.
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SUMMARY

2 mobilie NRRL B-806 produced more sucrose
hidrolysing cnzyme (S.H.E.) on medium containing fructose thuhl
other tested strains. This extracelular enzyme hvdrolysed sucrosc
and raffinose, but did not hydrolyse melczitose resembling @
B—D—fructofuranoside {ructohydrolase (E.C. 3.2.1.26).

7 mobiliis NRRL B-14022 is able to grow in a
medium containing sucrose and produces the sucrose hidrolysing
enzyme. This straln rapidly utilized sucrose tO ethanol as
compared to other tested strains. Therefore this strain was usec
for comparison of fermentation of glucose and sucrose.

Comparative fermentation of glucose and
sucrose was studied by fermentating respective glucose and sucrose
concentration'IOONZOO g/L at 30 and 35°C by this microorganism.
Kinectic parameters u, q_, Y and Y_ were estimated. The

p’ p/s x/s
results demonstrated that yields of ethanol from glucose were
higher than sucrose fermentation. Highest ethanol yield of glucose
was obtained when concentration of substrate 200 g/L was fermented
at 30°C. In the case of sucrose fermentation, highest yield was
obtained when sucrose concentration 100 g/L was fermented at 35°C.
Values of maximum specific growth rate, Mogx for glucose
fermentations were lower than sucrose fermentations.

Sucrose fermentation by this microorganism,
produced levan at 30°C, whereas formation of levan was inhibited

°C.

(9]

at 3
Concentrations of residual sugars after

fermentation of sucrose at 30°C, were higher than when glucose
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was used. In the case of fermentation of sucrose at 35°C, the
concentrations of residual sugars were slightly decreased as
compared with 30°C. In fermentation of glucose at 35°C the
concentrations of residual sugars werc increased markedly 1in

comparison with 30°C.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

0 grande interesse atual pela utilizacgao de
ilcool como combustivel tem estimulado muitas pesquisas sobre va
rios aspectos dos processos fermentativos. Algumas modificacoes
nas técnicas ja existentes, tals como O aprimoramento dos proces
sos de fermentacao tradicional com leveduras e O estudo de fontes
naturais e renovaveis, cuja conversao a etanol scja viavel econo
micamente, tem sido avaliadas.

Qutra consideragao importante esta relaciona
da ao microrganismo produtor de etanol. A bactéria Z.mobilie tem-
-se revelado um microrganismo pPromissor para a produgao de eta
nol, pois apresenta algumas vantagens sobre a fermentagao tradi
cional com leveduras, tais como: taxas especificas de consumo de
substrato e de producao de etanol mais elevados e melhores Trendi
mentos.

Para a producdo industrial de alcool e neces
cario também que o microrganismo apresente algumas propriedades
para diminuir o custo das fermentacgbes, como por exemplo a capaci
dade de crescer a altas concentracoes de acucar e ter elevada to
lerancia ao etanol.

Tem surgido alguns trabalhos pesquisando a
produgao de etanol a partir dos substratos fermentaveis pelo Z.mo
ie — glicose, frutose e sacarosc. Nao se tem conhecimento, no
entanto, de estudos comparativos entre as fermentacgoes realizadas

em glicose e sacarose.

Como o Brasil & um grande produtor de sacaro



se, a produgao de etanol a partir desse substrato tem grande sig
nificacao, sendo, portanto, o objetivo deste trabalho comparar a
fermentagao de glicose e sacarose pOTr uma linhagem de Z.mobilzis se

lecionada.
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CAPITULO 11

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A identificacdo representativa de Zymomonas
foi atribuida a Lindner em 1924, mas BARKER e HILLIER (1911) f{o
ram 0s primeiros a estudar uma bactéria que era responsavel pela
deterioragdo do sabor e flavour de bebidas fermentadas, sendo a
eles atribuida a real descoberta desse genero. LINDNER (1928) decu
o nome de Termobacterium mobile a seu isolado.

A bactéria foi posteriormente denominada
Pseudomonas lindneri por KLUYVER e HOPPENBROUWERS (1931). A par
tir de 1936, a bactéria foi fixada no genero Zymomonas (KLUYVER e
VAN NIEL, 1936) e Kluyver inseriu o genero na 7a. edigao do Ber
gey's Manual (1957), propondo duas espécies: Zymomonas mobilis €
Zymomonas anaerobia.

Na 8a. edicao do Bergey's Manual (1974), o
genero Zymomonas ficou dividido em: Z.mobilis (Lindner)XKluyver e
Van Niel: Z.anaerchbia (Shimwell)Kluyver; Z.anaercbia var. cnasrobic
(Shimwell)Carr: Z.anaerobia var.immobiltis (Shimwell)Carr; Z.anae-
robic var.pomaceae (Millis). O genero esta inserido na Parte 8 do
Bergey's Manual, como genero de afiliagao incerta.

SWINGS e DE LEY (1975) e DE LEY e SWINGS (1976)
reexaminaram muitas caracteristicas de um grande numero de linha
gens de Zymomonas, utilizando métodos mais modernos e propuseram
nova classificagao taxonomica para Zymomonas (Swings e De Ley,
1976): Z.mobilis subsp.mobilis (Kluyver e Van Niel)De Leye Swings,

1976; Z.mobilie subsp.pomaceae (Millis)De Ley e Swings, 1976.



2.1 - Caracteristicas fisiologicas

Zymomonas sao bastonetes gram—negativos, com
2 a 6 um de comprimento porT 1 a 1,4 ym de largura, geralmente 0COT
rendo aos pares e nao formam e€sporos. Se moteis, tem de um a quatro
flagelos polares ¢ a motilidade pode ser perdida espontaneamente.
Shio organismos anaerobios., mas que toleram algum oxigenio. Nao e
observado o crescimento em agar nutriente ou caldo nutriente. As
células requerem pantotenato € biotina para o crescimento. Crescem
e fermentam glicose e frutose com produgdo de quantidades equimolares de cta
nol e CO,, sendo que algumas linhagens utilizam a sacarose. Pouco
acido lactico e tragos de acetilmetilcarbinol sao formados. Muitas

linhagens toleram altas concentracoes de glicose, na proporcao de

209 até 40%: sao tolerantes tambem ao etanol na concentragao de
7,7 a 10% de etanol. Zymomonas também pode crescer a balxos valo
res de pH; entretanto, O pH otimo para o crescimento € 7,3, € o
pH final depois de 3 dias a 30° em um meio padrao € 4,8 a 5,2. A

temperatura na qual as células de Zymomonas podem crescer e de 25

a 30°C (SWINGS e DE LEY, 1977).

o)

2.2 - Metabolismo dos carboidratos

A fermentacao quase quantitativa de glicose
e frutose a etanol e dioxido de carbono € considerada uma caracte
ristica importante do genero Zymomonas. GIBBS e DeMOSS (1951, 1954)
demonstraram que essa bacteria utiliza, para o catabolismo anaero
bico desses carboidratos, uma modificagao do mecanismo de Entner-
-Duodoroff, podendo produzir mais do que 1,9 mol de etanol por mol

de glicose fermentada e pequena quantidade de lactato, de acordo



com a seguinte equagao:
1 glicose =~ 1,93 etanol + 1,8 CO2 + 0,053 lactato
(GIBBS e DeMOSS, 1954)

Ja o balanco molar da fermentagao estudado

por KLUYVER e HOPPENBROUWERS (1931) € o seguinte:
1 glicose -~ 1,8 etanol + 1,9 CO, + 0,15 acido lactico

A descoberta do mecanismo de Entner- Duodoroff
em Zymomonas foi surpreendente, pols fol o primeiro exemplo (e ain
da e um dos poucds) de uma bactéria anaerobica utilizando uma Vvia
que ocorre principalmente em bactérias estritamente aerobias (KERS
TERS e DE LEY, 1968).

BAUCHOP e ELSDEN (1960), estudando o crescl
mento do microrganismo em relagao ao seu suprimento de energia,cal
cularam o rendimento molar de crescimento e sugeriram que somente
um mol de ATP era produzido por mol de glicose fermentada pelo 2.
mobilie, 1sto €, a fermentagao pela via de Entner-Duodoroff rende
metade da energia obtida pela glicolise.

Como foi citado, Zymomonas precisa de um agu

car fermentavel no meio de cultura para o crescimento, podendo ser

glicose ou frutose ou ainda, para algumas linhagens, sacarose. A
caracteristica de utilizar ou nao a sacarose foi descrita por vé
rios autores (KLUYVER e HOPPENBROUWERS, 1931; DADDS e col., 1973;

RICHARD e CORBEY, 1974; SHIMWELL, 1950) como um fenomeno indutivel
especifico de uma linhagem e sem valor taxonomico. O primelro pas
so da quebra da sacarose deve inevitavelmente render glicose e fru
tose ou ambos. DAWES e col. (1966.a) e RIBBONS e col. (1962) estuda
ram importantes aspectos do mecanismo enzimatico de québra da saca

rose e observaram: (a) que durante o crescimento do microrganismo
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no meio de sacarose ocorre a formagac de levano, um polissacari
deo contendo somente unidades de frutose; (b) que o coeficiente
de rendimento de crescimento de Z.mobilis no meio contendo sacaro
se € apreciavelmente menor do que O mesmo coeficiente obtido em
meios contendo concentracoes equivalentes de glicose, frutose ou
glicose mais frutose; (c¢) que esse baixo coeficiente obtido no
meio contendo sacarose ocorre devido a formagao de levano durante
o crescimento; (d) e que Zymomonas produz levano de sacarose, mas
nao de glicose ou frutose ou uma mistura de ambos.

Os mesmos autores, em 1966.a,sugeriram entao
tentativamente que uma levano-sacarose pode ser a responsavel tan
to pela formagao de levano como pela hidrolise da sacarose a gli
cose e frutose.

Anteriormente, MORTATTI e col. (1983) estu
daram varias linhagens de Z.mobilis para comparar a capacidade de
utilizar a sacarose e descrever algumas caracteristicas da enzima
hidrolizante de sacarose. Dentre as 6 linhagens estudadas, descre
veram que a linhagem NRRL B-14022 € capaz de crescer e utilizar a
sacarose mais rapidamente e que a atividade da enzima extracelu
lar hidrolizante da sacarose & bastante elevada. Essa enzima e es
pecifica para grupos g-frutosil, assemelhando-se a uma R-D-fruto-
furanosideo frutohidrolase (E.C. 3.2.1.26).

Uma importante caracteristica do metabolis
mo dos carboidratos em Zymomonas € que,quando cultivada em meio
complexo contendo grandes quantidades de peptona e extrato de 1e
vedura, 98% da glicose consumida ¢ convertida em etanol, COZ’ ATP
e calor, e somente 2% & usado para material celular (SWINGS e DE
LEY, 1977). No entanto, BELAICH e SENEZ (1965) demonstraram que
metade do carbono celular é derivado dos 2% da glicose 1incorpora

da pelo Z.mobilis e que OS amino-acidos e/ou os varios constituin
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tes organicos da peptona ou do extrato de levedura nao sao utili
zados como fonte de energia para crescimento, mas como blocos cons

trutivos para bicssintese.

g
o3
1
tom
T
©
©

‘oe de cultura para crescimento

0 meio l1iquido padrao citado por SWINGS e
DE LEY (1977) contém 0,5% de extrato de levedura e 2% de glicose;
para o meio s6lido adiciona-se 2% de agar. KLUYVER e HOPPENBROUWERS
(1931) recomendaram a adigao de 2% de CaCO3 a esse me1o.

SHIMWELL (1937) propos o uso de um melo con
tendo cerveja mais 2% de glicose. Outros meios contendo caldo de
peptona mais 2% de glicose e caldo nutriente ou agar nutriente mais
2% de glicose também suportam bom crescimento (SWINGS e DE LEY,
1977).

O meio MYPG (WICKERHAM, 1951) contém 0,3% de
extrato de malte, 0,3% de extrato de levedura, 0,5% de peptona, 2%
de glicose e 2% de agar.

KLUYVER e HOPPENBROUWERS (1931) propuseram
um meio sintetico minimo contendo 2% de glicose, 0,1% de KZHPOA‘

0,1% de (NH4)ZSO e 0,05% de MgSO4.7H 0.

2
GIBBS e DeMOSS (1954) propuseram 0 meio con

4

tendo 1% de glicose, 1% de tryptona, 1% de extrato de levedura,

0,5% de KH,PO, em 98 ml + 2 ml de solugao de sais com 0,8% de

MgSO4.7H70, 0,16% de MnSO4.4H20, 0,04% de NaCl e 0,04% deI%SO4JM20.
2.4 - Fermentagao - efeito do pH, temperatura e substratos

0 grande interesse pela bactéria  Z.mobilis
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como produtor em potencial de dlcool tem levado muitos pesquisado
res a estudar a fermentacido dos diferentes substratos, sob diver
sas condigoes, com a finalidade de aumentar a produtividade. Tem
sido utilizadas técnicas tais como: fermentacoes em culturas des
continuas, em culturas continuas, reciclagem de células, destila
¢ao a vacuo (CYSEWSKI e WILKE, 1977 e RAMALINGHAM e FINN, 1977),
¢ tambem diferentes pH, temperaturas ¢ concentra¢oes de substrato.

LEE e col. (1979) e ROGERS e col. (1979, 1980)
cstabeleceram que Z.mobilie pode produzir etanol a taxas conside-
ravelmente mais elevadas que as das leveduras e observaram produ
tividades extremamente elevadas em culturas continuas com recicla
gem de celulas.

Com o substrato glicose, varios pesquisado
res (LEE e col., 1979, 1980.a: ROGERS e col., 1979, 1980 ; SKOTNICKI
e col.. 1980: DOELLE e LYNESS, 1980) tem investigado 2 cinetica
de producdo de alcool pelo Z.mobilie, pois esta bacteria pode con
verter glicose a etanol rapida e eficientemente, com maiores ta
xas especificas de consumo do acucar e de producgao de etanol e
com altos rendimentos e elevadas produtividades de etanol, em Tg¢
lacao as leveduras usadas industrialmente.

0 efeito da concentracao inicial de glicosec
nos parametros cinéticos da fermentacao foi investigado por ROGERS
e col. (1979), LEE e col. (1979) e CROMIE e DOELLE (1981) e rTeve
lou que aumentos na concentracao de glicose de 100 para 200 g/%
resultam em significante diminuigao na taxa especifica de cresci
mento, no rendimento celular e rendimento de etanol. Elevadas con
centracoes de glicose (20 a 25%) conduzem a fermentagoes muito
longas e incompletas em culturas descontinuas (ROGERS e col., 1979)
e culturas continuas (LEE e col., 1979). O efeito dessas elevadas

concentracoes de glicose na utilizagao da mesma deve-se a limita
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cao na atividade catabolica sob essas condicoes (CROMIE e DOELLE,
1980), apesar de ter sido relatado que Z.mobilis pode tolerar con
centracoes iniciais de glicose mais elevadas que as leveduras
(SWINGS e DE LEY, 1977).

KING e HOSSAIN (1982) observaram que a con
centracao inicial de glicose Gtima & de 100 g/L e que a taxa esbg
cifica de crescimento e o rendimento de etanol serao menores ele
vando-se a concentragao acima dessa citada.

OHTA e col. (1981) estudaram a fermentagao
de Z.mobilis em meio sintetico, a concentracoes iniciais de glico
se de 5 a 30% (w/v). Descreveram que a fermentacao era rapildamen
te completada quando a concentracao inicial de glicose era de 5%
(w/v) e que um aumento na concentracao inicial resultou em atraso
na fermentagao e em uma diminuigao na concentracao de etanol Ppro
duzido.

Como descrito por Gibbs e DeMoss, Z.mobilie
pode fermentar glicose, frutose ou sacarose e, diante das varias
pesquisas realizadas, essa bactéria parece ter um potencial consi
deravel para a producgao de etanol em larga escala. Entretanto, e
evidente que a glicose como matéria prima tem um custo muito ele
vado para fermentacoes industriais, tornando-se assim importante
investigar a produgao de etanol por Zymomonas a partir de substra
tos baratos e disponiveis em grandes quantidades. Varias pesqui
sas foram desenvolvidas com o substrato sacarose, seja em meios
de laboratorio ou com fontes naturais.

LYNESS e DOELLE (1981.a) estudaram a fermenta
cao descontinua da sacarose com duas linhagens de Z.mobilis e Ob
servaram que um aumento na concentracao de sacarose afeta a velo
cidade especifica de crescimento na linhagem 210 bem como a ativi

dade hidrolizante da sacarose para & linhagem 27, mas nao influen
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cia significativamente a formacao de biomassa. Demonstraram que a
hidrolise da sacarose pode ser independente da utilizagao da gli
cose; que, de acordo com a linhagem usada, a hidrolise da sacaro
se pode levar a acumulacgao significante de glicose no meio; € que
a velocidade de produgao de etanol e o tempo de fermentagao depen
dem da velocidade de catabolismo dos produtos de hidrolise da sa
carose.

LEE e col. (1981.a) testaram uma linhagem
de 7.mobilis com relacdo a fermentagao em meio contendo 100 e 150
g/L de sacarose em cultura continua e descreveram uma redugao no
rendimento de etanol — devido a formagao de levano — e uma COncen
tracao final de etanol mais baixa. A inibicao pelo etanol, no me
tabolismo da sacarose, tambem foi observada e essa inibigao ocor
re a uma concentracao de etanol relativamente baixa, se comparada
aquela concentragao que inibe o metabolismo da glicose.

LYNESS e DOELLE (1981.b) estudaram uma 1i
nhagem de z.mobilis — L.M., — capaz de fermentar de 100 a 200 g/L
de sacarose no caldo de cana a etanol, sem adigao de cofatores ou
sais minerais.

VAN VUUREN e MEYER (1982) pesquisaram linha
gens de Z.mobilis, comparando-as entre si e com uma linhagem de

Sgecharomyces cerevisae COmM relacao a capacidade de produzir eta

nol de melago de cana em fermentagoes descontinuas. Constataram
uma forte inibicao na produgao de alcool por Z.mobilis @ altas
concentracgoes de aglcar, sendo melhor o desempenho da levedura

sob essas condigoes.

Outros autores (RIBBONS e col., 1962 ; DAWES
e col.,19wia; McGILL e DAWES, 1971; LEE e col., 1981.a) tem discu
tido algumas caracteristicas do crescimento de Z.mobilig em saca

rose e frutose. LEE e col. (1981.a) testaram uma linhagem de Z.M.
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com relacao a fermentacdao em meio contendo 250 g/L de frutose e
verificaram uma reducdo significativa na taxa de crescimento e no
rendimento celular. DAWES e col. (1966.a) e McGILL e DAWES (1971)
tambem observaram, no meio contendo frutose, um rendimento de mas
sa celular relativamente baixo e um crescimento lento. No meio
contendo sacarose, a reducao observada no rendimento de massa cg
lular comparando-se ao crescimento em glicose tem sido atribuida
3 formacao de levano (RIBBONS e col., 1962 e LEE e col., 1981.a).

A temperatura provavelmente desempenha um
papel importante no controle da fermentacgao de etanol, particular
mente quando se trabalha com reciclagem de células, sacarificagao/
fermentacao simultaneas ou operagao a vacuo (STOKES, 1970; KROWELL
e BRABER, 1979 e LEE e col., 1980.b).

A influéncia da temperatura de fermentagao
sobre o crescimento de varias linhagens de Z.M. em meio contendo
glicose foi descrita por SWINGS e DE LEY (1977). Esses autores ob
servaram que, a temperatura de 30°C, ocorria 100% de crescimento;
elevando-se a temperatura diminul a porcentagem de linhagens que
cresciam; e, a 40°C, raramente havia crescimento.

0 efeito da temperatura na cinetica de pro

duczo de etanol foi estudado por LEE e col. (1981.b) para duas 11

nhagens de Z.M., @ temperatura entre 25 e 40°C. Os parametros M,
q. © qp nao foram afetados nessa faixa de temperatura. A tempera
turas elevadas, no entanto, ha um decréscimo da viabilidade das

células, do rendimento de biomassa, do rendimento de etanol e da
concentracao final de etanol, havendo evidencias de um aumento da
inibig¢ao pelo etanol.

KING e HOSSAIN (1982) avaliaram o efeito de
temperaturas entre 30 e 40°C sobre os parametros cinéticos de uma

fermentacao descontinua de Z.M., utilizando glicose como substra
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to e observaram que o rendimento final de etanol € maximo e quase
constante entre 30 e 37°C, mas cal marcadamente entre 37 e 40°C,
enquanto que todos 0s outros parametros atingem O maximo a 34°C,
diminuindo mais a temperaturas malores. Concluiram que a tempera
tura de 34°C & Stima e que 37°C pode ser considerada a temperatu
ra maxima de fermentacao.

LAUDRIN e GOMA (1982) estudaram o comporta
mento cinético de Z.M. fermentando glicose, em temperaturas entre
27 e 34.5°C e descreveram que aumentos na temperatura tem um efel
to negativo no rendimento de etanol, principalmente por aumentar
o coeficiente de manutengao das celulas.

0 efeito do pH durante a fermentagao de gli
cose em Processo descontinuo foi avaliado por KING e HOSSAIN (1982)
para uma linhagem de Z.M.. Os parametros V., Yp/s e qp sao relati
vamente constantes na faixa de pH entre 5,0 a 7,0 e decrescem com
o aumento do pH acima de 7,5.

OHTA e col. (1981), estudando a fermentagao
de Z.M. a 30°C em meio sintético, com diferentes valores de pH, cb
servaram que com pH inicial de 4.0 a fermentagao era muito lenta;
com pH inicial de 5,0 e 6,0 a fermentagao foi rapida; e com  pH
inicial de 7.0 foi obtida amelhor concentracao de etanol. Com 2
desenvolvimento da fermentagao o pH cai entre 3,8 a 4,5.

Para a producdo industrial de etanol sao im
portantes tambem varias propriedades do organismo fermentador, Vi
sando a minimizar os custos envolvidos. Para tanto, O organismo
deve ser capaz de crescer a altas concentracoes de substrato e
ter alta tolerancia ao etanol. Visando a seleclonar uma linhagem
com elevada produtividade de etanol para futuras manipulagoes ge
néticas, SKOTNICKI e col. (1981) fizeram uma comparagao das taxas

de crescimento e produgao de etanol para 11 diferentes linhagens
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de Z.M.. Encontraram, entao, uma larga faixa de caracteristicas
com algumas linhagens sendo mais tolerantes do que outras a altas
concentracgoes de agﬁcar ou concentracao de etanol e a altas tempe
raturas de incubagao. Algumas linhagens sao incapazes de =~ utili
zar sacarose; outras produzem grandes quantidades de levano e ou

tras ainda crescem bem no meio de sacarose, mas nao produzem leva

no.



CAPITULO I11

MATERIAIS E METODOS

5.1.1 - Microrganismos

Foram utilizadas linhagens de CZymomonas mo

hilie rTecebidas liofilizadas da ATCC - American Type Culture Col

lection, NRRL - Northern Regional Research Laboratories, Pecorila

1)

ILL. USA e da Universidade Federal de Pernambuco.

NN

.mobZilis - NRRL B-14022

.mobilis - NRRL B-14023

[NN]

.mobilis - NRRL B-806

™

.mcbilis - ATCC-10988

3

QN

.mobilis - CP3 (IA-UFPE 198)

=3

.mob<1lt CP, (IA-UFPE 202)

ta
0
|

4

5.1.2 - Reagentes e equipamentos utilizados

Os reagentes utilizados foram obtidos das
firmas Carlo Erba, Merck e Sigma. Da Merck, obteve-se ainda gli
cose, frutose e sacarose, enquanto que peptona, extrato de 1leve
dura e agar para formulagao de meios de cultura foram adquiridos
da Difco.

Todas as pesagens envolvidas no presente
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trabalho foram executadas em balanca analitica ou semi-analitica
SAUTER; as operacoes de centrifugacdo em centrifuga BECKMAN, mode
lo J-21B. Para as diversas determinacgoes de pH e preparagoes de
tampoes foi empregado um pHmetro HORIBA H-5. Os meios de cultura
foram csterilizados em autoclave SOC. FABLE LTDA., enquanto a fer
mentagao desenvolveu-se em estufa bacteriologica FANEN. Na deter
minacao do crescimento microbiano e nas leituras colorimétricas

emprcgou-se um espectrofotometro COLEMAN 295-E.

3.2.1 - Meio de conservagao do micCrorganismo

Para conservacao dos microrganismos foi em
pregado o meio de dgar-nutriente + 2% de glicose (DAWES e col.,
1966.b) em tubos de ensaio que foram esterilizados a 121°C por 15
minutos, esfriados e inclinados para posterior inoculagao das di
ferentes linhagens de Z.mobilis. Os tubos foram incubados a 30°C

por 72 horas, apos o que foram mantidos sob refrigeracao a 4°C.

3.2.2 - Preparo dos meios de fermentagao

Os meios de cultura empregados para a fer
mentacao foram formulados de modo a apresentar 1,0% de extrato de
levedura e 1,0% de bacto-peptona. Glicose ou sacarose foram adl
cionadas nas concentragoes desejadas e o pH final foi 6,0 (DAWES

e col., 1966.b).

O meio de cultura foi distribuido em fras
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cos Erlenmeyer de 500 mbL e esterilizados a 121°C por 15 minutos.
As solugoes de agﬁcar, glicose ou sacarose foram esterilizadas se
paradamente e adicionadas ao meio contido nos frascos, de forma a
obter as concentragoes de carboidratos desejados e o volume fi

nal de 200 mlL.

.3 - Preparo do inoculo

Em frascos Erlenmeyer de 250 mlL, foram dis
tribuidos 40 ml do meio de cultura citado no item 3.2.2 e autocla
vados a 121°9C por 15 minutos. As solucoes de agucar, glicose ou
sacarose foram esterilizadas separadamente e 10 mL das respecti
vas solucoes foram adicionadas assepticamente ao melo, para obter
2 concentracao de 2% do carboidrato.

Os meios foram inoculados com uma alcada da

cultura-estoque e incubados a temperatura de 30°C por 72 horas.

%.2.4 - Estudo da inducgao e producao d& enzima hidrolizante da sa

carcse (E.H.S.)

Frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 40
mlL do meio de cultura citado no item 3.2.2, foram esterilizados a
121°C por 15 minutos. As solucgoes de acucar foram esterilizadas
separadumente e 10 ml adicionados assepticamente ao melo para ob

ter

o

S T

[¢7]

spectivas concentracoes dos carboidratos 2% glicose, 2%
frutose, 2% sacarosc, 1% sacarose * 19 glicose e 1% sacarose * 1%
{frutose.

Os frascos foram inoculados com uma alcada
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da cultura-estoque e incubados estaticamente a 30°C; apos 3 dias,
o meio de cultura era centrifugado. As células precipitadas foram
lavadas com agua destilada e centrifugadas novamente. Apos 3 lava
gens, as células foram suspendidas em agua destilada. O sobrena-
dante fol dializado contra agua destilada, durante uma noite; a
atividade da enzima hidrolizante da sacarose foi determinada na

suspensao de células (enzima hidrolizante da sacarose ligada a cé

lula) e no sobrenadante (extracelular), de acordo com ¢ item
3.2.15.
3.2.5 - Fermentagao alcoolica

A fermentagao descontinua foi desenvolvida
em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 m; do meio de cultu
ra preparado de acordo com o item 3.2.2 mais 5% (v/v) do respectl
vo inoculo preparado de acordo com o item 3.2.3.

Os frascos foram fechados com uma rolha de
borracha que possui um dispositivo de vidro em forma de "U", onde
¢ colocado acido sulflrico concentrado. Este sistema permite que
0 C02 liberado pela fermentagao do carboidrato possa ser expelido
retendo vapor d'agua e outras substancias. OS frascos foram incu-
bados estaticamente, sendc pesados periodicamente para acompanhar
a fermentagao, pois a perda de peso do conteido representa a for-
magao de CC, (UEDA e col., 1981) e, consequentemente de etanol,
sendo a concentragao deste calculada de acordo com o item 3.2.10.

O término da fermentacao foi determinado
quando 3 pesagens sucessivas nao apresentavam variacgao de peso e

o pH final foi determinado.
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3.2.6 - Selecgao da melhor linhagem para fermentacao da sacarose

Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
do meio de cultura descrito em 3.2.2 e sacarose na concentragao de
100 g/L foram inoculados com 5% (v/v) do indculo preparado de acordo
com o item 3.2.3. O procedimento para a fermentagdo alcodlica esta
descrito no item 3.2.5 e os frascos foram incubados a temperatura

de 30°C.

3.2.7 - Efeito da temperatura e concentracao dos carboidratos -

glicose e sacarose — sobre a fermentacao alcodlica de Zy-o

vonae moblite NRRL B-14022

Para a fermentacao alcodolica foi utilizado o
procedimento descrito em 3.2.5 e Os carboidratos glicose e sacaro
se foram empregados nas respectivas concentragoes de 100 g/L, 150
/L e 200 g/L. Os frascos foram incubados as temperaturas de 30°C
e 35°C.

Em todas as concentracgoes e em ambas as temp

|

.

+

nd

o

turas testaca

"
o

os frascos foram preparadcs em duplicata, s

48]
@

que um dos frascos foi tulizado para acompanhar a fermentagao atra
vés da formagao de CO, e do outro foram retiradas aliquotas de 10
ml, a determinados intervalos de tempo, para a realizagao das ana
lises. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm a 5°C por 10
minutos e o sobrenadante foi utilizado para a determinagao dos agu
cares residuais de acordo com o item 3.2.9, para a analise quanti
tativa da formacao de levano, de acordo com o item 3.2.11, e para
a determinacdao da concentragao de alcool etilico, de acordo com ©

item 3.2.10. O precipitado foi utilizado para a determinagao do
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crescimento microbiano de acordo com o item 3.2.8.

3.2.8 - Determinacio do crescimento microbilano

O crescimento do microrganismo fol determi-
nado espectrofotometricamente, através da leitura da absorbancia
a 660 nm, contra branco agua destilada. O precipitado obtido da
centrifugacdo de 10 mL da amostra fol submetido a 3 lavagens e
centrifugagoes sucessivas, com agua destilada, scndo entao ressus
pendido em 10 mL de agua destilada e, quando necessario, cram fel
tas diluigbes convenientes para se obter a leitura na faixa de 11

nearidade do método.

3.2.9 - Determinacao dos agucares residuais

A analise dos agucares residuais foi feita
pelo Método de SOMOGYI (1945) e expresso como hexose. No meio con
tendo sacarose, efetuou-se uma hidrolise acida com uma  allquota
de amestra - 40 mL de H,S50, 2.0 N + 32 mL de agua destilada, du-

rante 45 minutos, sob bico de Bunsen.

3.2.10 - Determinagido da concentracdo de alcool etilico

Inicialmente estimou-se a quantidade de eta
nol pelo Método enzimatico da Alcool-desidrogenase para estabele-
cer-se a real correlagdo entre a rcacdo estequiométrica geral e
os dados obtidos da fermentacao com Z. mobilis. A concentragao de
etanol foi estimada através da quantidade de €O, produzido duran-

te o processo fermentativo utilizando-se para isso os conhecimen-



tos da estequiometria de formagao de produto a partir de glicose

€ sSacarose.

- Método da Alcool-desidrogenase

A concentracgao de etanol foi estimada pcla
medida da absorbancia a 340 nm, depois da incubagdo de uma aliquo
ta do sobrenadante com NAD e alcool desidrogenase (ADH), por 70
minutos a 25°C (BOEHRINGER MANNHEIM, 1980). |

. AoH .
Etanol + NAD 7 acetaldeido + NADH + H

3.2.11 - Determinagao quantitativa de levano

A formagao de levano foi determinada como
descrito por HESTRIN e col. (1943) e DAWES e col. (1966.a). Al mlL
do sobrenadante livre de células contido em um tubo de centrifuga
foram adicionados 3 mL de alcool etilico e uma gota de CaCl2 a 1%.
Fssa mistura foi agitada para promover a floculagao do levano. A
suspensao foli centrifugada e o levano precipitado e livre de agt-
cares redutores e residuos de sacarose foi ressuspendido em agua
destilada, por aquecimento em banho-maria, e precipitado novamen-
te com etanol; esse tratamento € repetido por 3 vezes.

0 sedimento final {foi ressuspendido em 3 mbL
de acido oxalico 0,5% e a hidrolise completa foi efetuada por a-
quecimento em agua em ebuli¢dao, por 1 hora. O hidrolizado obtido
& neutralizado com NaOH 2,0 N e completado ao volume 1inicial com
agua destilada. A quantidade de frutose no hidrolizado foil deter-
minado pelo Método da cistelina-carbazol (DISCHE E BORENFREUND, 1951)

e pelo Método de SOMOGYI-NELSON (1944).



5.2.12 - Calculo dos parametros cin€ticos
Os dados experimentals - concentragao de
etanol e concentragao de massa celular — foram plotados contra

tempo e os parametros, taxa especifica de produgao de etanol(qp )
e taxa especifica de crescimento (u) foram calculados pelo Método
gcométrico de LeDUY e ZAKIC (1973) empregando-se um microcomputa-
dor modclo TK-82C, da Microdigital. Para o calculo da taxa especi
fica dc crescimento maxima e a duracao da fase logaritmica {foram
empregados grafices de 1In x contra tempo de fermentagao. Outros
parametros foram calculados de acordo com PIRT (1975). O rendimen

to de ctanol — Y — expresso em g de etanol/g de substrato, foi

p/s
calculado dividindo-se a quantidade de etanol produzido no final
da fermentacgao pela quantidade de substrato metabolizado, ¢ o ren
dinmento de massa celular — Yx/s — foi calculado 'dividindo-se a
quantidade de biomassa formada pela quantidade de substrato consu
mido, ambos baseando-se no final da fermentagdao. O rendimento teo

rico de etanol foi calculado em porcentagem, dividindo-se o valor

de etanol produzido pelo rendimento de etancl teoricamente possi

-

v¢l a partir da quantidade de substrato presente inicilalmente no

meice. Os valores das constantes de inibigao pelo etanol produzi-

B .
de (K.) durante o processo fermentativo foram calculados de acor-

. 1\1:
do com NOVAK e col. (1981), e o método para determinagao desses

parametros esta exemplificado na figura 18.

3.2.13 - Determinacao da atividade da enzima hidroliczante da saca

Irose

Uma mistura de 4,5 mL de solugao 8,0% de sa

carose em tampao fosfato pH 6,0 foi incubada com 0,5 mL de amos-
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tra da suspensdao de c€lulas lavadas ou do sobrenadante do meio de
cultura a 40°C durante 15 minutos. (As amostras foram obtidas da
forma descrita no item 3.2.4.). Depois da incubagao, a glicose 11
berada foi determinada pelo Método de SOMOGYI-NELSON (1944). Uma
unidade de atividade da enzima foi definida como a formagao de 1

umol de glicose/minuto/mL de enzima sob essas condigOes.

3.2.14 - Purificacdo da enzima hidrolizante da sacarose (E.H.S.)

A E.H.S. foi produzida de acordo com o 1tem
3.2.4 e o meio de cultura continha 2% de frutose. Apdos 5 dias, o
meio de cultura foi centrifugado; as células precipitadas foram

desprezadas e o sobrenadante usado para a purificagao.

- Fracionamento com (NHg) 2S04

A 800 mL do sobrenadante obtido, foram adi-

cionados 448 g de (NH4)7804 - 80% de saturacao, sob fraca e cons-

/

(<)

ouso de 24 horas a 5°C, o precipitado foi

m

tante agltagao. ApOs re

g

submetido a centrifugac¢ao a 10.000 rpm, por 10 minutos, € O mate-
rial sedimentado foi redissolvido em agua deionizada. Tal solugao
foi entao dializada contra agua deionizada por 24 horas e depois
contra tampdo McIlvaine pH 5,0, sendo em seguida submetida a cro-

matografia em coluna DEAE-celulose.

- Cromatografia em coluna de DEAE-celulose

Para a cromatografia em coluna de DEAE-celu
lose, 40 g de resina foram misturados com NaOH 1 N e em seguida

lavados com agua deionizada, apos o que foram misturados com HCI
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1 N e em seguida novamente lavados com agua deionizada, sendo fi-
nalmente equilibrados com tampdo McIlvaine pH 5,0. O material foi
cmpacotado em uma coluna de 37,5x2,7 cm. A enzima foi aplicada e
cluida da coluna com concentragoes crescentes de NaCl (0,1 M a

0,8 M) no mesmo tampao e com um fluxo de 10 mL/30 minutos.

3.2.15 - Efeito do pH na atividade da enzima hidrolizante da saca

rose

Para a determinagado do pH otimo da enzima.a

w

atividade enzimatica foi estimada de acordo com o item 5.2.13, a-

pos incubacgio dos sistemas de reagao em tampao McIlvaine 0,05M na

~J

ab'

faixa de pH 2,5 a

53.2.16 - Efeito da témperatura na atividade e estabilidade da en-

zima hidrolizante da sacarose

Para a determinagao da temperatura otima da
¢uiime. a atividade enzimatica foi estimada de acordo com o item
5.2.13, apOs incubagao dos sistemas de reagao em tampdo McIlvaine
U,05 M, pH 5,0 na faixa de temperatura entre 30 a 55°C.

A estabilidade da enzima em funcgao da tempe
ratura fol determinada medindo-se a atividade residual sobre a sa
carose, ap0s incubagao de amostras da enzima a temperaturas de 35
45 ¢ 50°C. Aliquotas foram rctiradas a intervalos determinados e

a atividade residual foi determinada de acordo com o item 3.2.13,
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3.2.17 - Cromatografia descendente em papel

B

A especificidade da enzima hidrolizante da
sacarose foil testada incubando—se'a enzima com sacarose, rafinose
e melezitose. Foi utilizado papel Whatman n°® 1 e neste papel fo-
ram aplicadas amostras das misturas citadas acima. O sistema de
solvente utilizado para a cromatografia descendente ¢l n-butanol:
piridina:agua na proporgio de 6:4:3 (v/v, respectivamcate). O tem
po de desenvolvimento do cromatograma foi de 15 horas a tempere-
tura ambiente e, para revelacao do mesmo, fol utilizada a mistura

de difenilamina-anilina-fosfato.

5.2.18 - Utilizacao de glicose e frutose durante a fermentagao al

coolica da sacarose pelo 2. mob<l<e NRRL B-14922

Para a determinagao qualitativa dos produ-
tos de hidrélise da sacarose durante o curso de uma fermentagao,
foi empregada a cromatografia descendente em papel. Utilizou-se
papel Whatman n® 1 e nesse papel foram aplicadas amostras do so-
brenadante do meio de cultura, livre de células, colhidas em dife
rentes intervalos de tempo. O cromatograma fol desenvolvido de

i

acordo com o descrito no item 3.2.1



CAPITULO 1V

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Letudo da produgac e indugao da enzima hidrolizanze da caca

3

S S O R < R N A
rose TE.E.S.) pelc . mobilis

O estudo da indugao e produgao da E.H.S. {foi
feito de acordo com o item 3.2.4 e os resultados sao mostrados na
TABELA 1.

~Como pode ser verificado nessa tabela, a 1i
nhagem de Z. mopilic NRRL B-806 produz, no meio contendo frutose,
uma en:zima extracelular hidrolizante da sacarose, que apresenta
malor atividade (3,39 umol/min/mL) do que as outras linhagens tes
tadas. A linhagem NRRL B-14022 € a unica capaz de crescer bem em
um meio contendo somente sacarose e produzir a enzima extracelu-
lar (1,94 umol/min/ml). As linhagens de Z. mobil7ie NRRL B-14023 |

CP-. e (P, apresentaram bailxas atividades da enzima extracelular em
]

qualquer um dos meles testados e as linhagens CP. e CF4'Umbém moSs

3
traram um crescimento multo lento e pequeno nesse meio de cultura
empregado. lesta forma, as linhagens NRLL B-14022, NRLL B-14023 |
NRRL B—BOC e ATCC 10988 foram selecionadas para testar a capacida
de de fermentar a sacarose.

Como mostrado na TABELA 1, a atividade da
enzima hidrolizante da sacarose foi encontrada no meio de cultura
independentemente da fonte de carbono usada, sendo que no meio
contendo frutose (ou sacarose + frutose) a E.H.S. € indu:zida em

maior quantidade do que nos meios de glicose ou sacarose + glico-

Se.
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A enzima extracelular hidrolizante da saca-
Tose obtida da linhagem NRRL B-806 foi purificada de acordo
com o item 3.2.14; o pH otimo foi caracterizado de acordo com 0
item 3.2.15 e a temperatura Otima e a temperatura de estabilidade
foram caracterizadas de acordo com o item 53.2.16.

Como pode ser verificado nas figuras 1 ¢ 2,
a atividade maxima da enzima ocorreu na faixa de pH entre 4,7 a
5,6 ¢ a temperatura de 50°C respectivamente. Quando a enzima foi
mantida por 12 horas as temperéturas de 35, 45 e 50°C, a ativida-
de enzimatica obtida foi de 90%, 82% e 0616 respectivamente.

A especificidade da enzima hidrolizante da
sacarose foi testada incubando-se a enzima com OS trissacarideos
rafinose (O—u—D—galactopiranosil-(1+6)—O-u-D—glicopiranosil—(1+2)
-0-8-D-frutofuranosideo) e melezitose (O-u-D-glicopiranosil-(1~3)
_0-8-D-frutofuranosil-(2-1)-0-a-D-glicopiranosideo). Os produtos
da hidrdlise enzimatica foram analisados através da cromatografia
descendente em papel, de acordo com o procedimento descrito no
item 3.2.17.

A figuraz 3 mostra que a E.H.S. hidrolisa a
sacarose, e as figuras 4 e 5 ilustram respectivamente que essa ¢
-ima hidrolisa a rafinose em meliblose e frutose, mas nao hidroli
sa a melezitose.

Esses resultados mostram que a enzima hidro
lizante da sacarose & especifica para os grupos g-frutosil, e as-

semelha-se a uma R-D-frutofuranosideo frutohidrolase (E.C. 3.2.1.26).

4.2 - Sclecao da linhagem para Fermentagcao cicoclica da cacarose

Para verificacao da capacidade de fermentar



a sacarose foram utilizadas as linhagens selecionadas no item an-
terior.

A fermentacao foil reglizada de acordo com o
item 3.2.6., empregando-se como substrato a sacarose na concentra
cao de 100 g/L. A variagao da concentragao de etanol produzido du
rante o curso das fermentagOes € mostrada na figura 0.

Podemcs observar por essa flgura que quando
a fermentacdo € rcalizada com a linhagem de Z. mobilic NRRL
B-14022 a formacio de etanol € bastante rapida quando comparada
com as outras linhagens testadas. A fermentagac da sacarose pelo
mok7l7¢ NRRL B-806 € mails lenta, mas mesmo assim a curva de
formacdo de etanol assemelha-se a da linhagem NRRL BE-14022, sendo
que para ambas as linhagens a partir de 10 horas de fermentacao
inicia-se uma fase de maxima producao de etanol. Ja nas fermenta-
¢bes realizadas com as linhagens NRRL B-140Z23 e ATCC 10988 a for-
magio de etanol € muito lenta, e a fase de maxima produgao ini-
cia-se com aproximadamente 20 horas de fermentacgao.

Pode -se observar que nas condigoes emprega-

@«

NRRL B-14022 apresentou a melhor ca

A
o

AR}

das, a linhagem de Z. rmobz
pacidade de utilizar a sacarese, apesar de ser observadié uma  nie-
nor atividade da enzima hidrolizante da sacarose do gue a apresen
tada pela linhagem NRRL B-§06. Portantc a linhagem de 2. =mzbiite

NRRL B-14022 foi selecionada para os estudes da fermentagao alcoo

lica com os substratos glicose e sacarose.
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4.3,1 - Efeito da temperatura e diferentes concentragoes iniclails

(Sg) de glicose sobre a fermentagdo alcoolica
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Para se avaliar o efeilto da temperatura e
da concentracao inicial de glicose sobre a fermentagao alcodlica
da linhagem NRRL B-14022, foram utilizadas as concentragoes de
100, 150 ¢ 200 g/L do substrato e as temperaturas de 30 e 35°C. O
procedimento empregado para a fermentagao fol descrito no item
3.2.7. 0s resultados do curso das fermentagdes — produgao dec eta-
nol e formag¢Zo de biomassa — sao mostrados na figura 7 (a,b,c). A
concentragio de aglicares residuais (g/L), concentragao {inal dé
massa celular (g/lL) e de etanol (g/L) e o rendimento de etanol (%
do valor teorico) sao mostrados na TABELA II.

A partir de 60 horaé de fermentagao, a for-

macdo de produto foi muitc pequena, excetuando-se somente o0 Caso

W)

da concentracdo inicial de glicose de 200 g/L, quando a fermenta-
¢ao ainda prosseguiu.

Como pode ser observado pela figura 7, a du
racio da fase de laténcia no meio contendo glicose € grande, veri
ficando-se um grande intervalo de tempo épés inoculagao para o ml
crorganismo iniciar a fase legaritmica.

Nas fermentacgbes realizadas com glicosc como

suhstrato. o temperaturas de 50 e 35°C, observa-se pela TABELA 11

wn

que a concentragao final de massa celulaf (g/L) e a concentragdo
final de etanol (g/L) aumentam quando ha um aumento na concentra-
¢ao inicial do substrato (So) até as concentragoes testadas. A
formacdo de biomassa diminui quando a temperatura de fermentagao
é elcvada para 35°C, em todas as concentragoes estudadas.

A temperatura de 30°C, a fermentagao € rapi
damente completada com a concentragao iniclal de glicose de 100
g/L, como pode ser visto pela figura 7, € um aumento na concentra

cao inicial de glicose resulta em uma fermentagao mais prolongada

e maior quantidade de glicose nao utilizada no fermentador, sendo



que os mesmos resultados também foram citados por ROGERS e col.
(1979) e LYNESS e DOELLE (1981.a). Esse aumento de SO, no entan-

to, ndo afeta a concentracao final de etanol (g/L) e nem o rendi-

)
mento de etanol (% do valor tedorico) (TABELA II).

Quando a temperatura € elevada para 35°C,
observa-se que a fermentagao inicia-se mais rapidamente que a
30°C em todas as concentracoes do substrato estudadas, mas a con-
centracgao final de etanol (g/L) e, conscquentemente, O rendimento
de etanol (% do valor teodrico) sao afetados, diminulndo acentua-
damente com o aumento na concentracgao inicial de glicose para 150
¢ 200 g/L. A quantidade de aglicares residuais tambcm € malor e

relacdo a fermentagdo realizada a 30°C, tendo aumentado marcada-

mente com o aumento de SO (TABELA 11j.

4.3.2 - Efeito da temperatura e diferentes concentragbes iniciais

(So) de sacarose sobre a fermentagdo alcoodlica

Para se avaliar o efeito da temperatura e

i

(@]

d

, concentracao inicial de sacarose sobre a fermentagao alco0li

2

o
n
(o9

I
<

da linhagem NRRL B-14022, foram utilizadas as concentrago

0 e 35°C. O

'

100, 150 e 200 g/L do substrato e as temperaturas de

procedimento empregado fei descrito nc 1tem 5...7 € OS resultados

do curso da fermentagao — produgao de etanol e formagao de biomas

-

sa — sao mostrados na figura 8 (a,b,c). A concentragao de aguca

T iduais (g/L), concentragao final de¢ massa celular (g/L) ¢

0

S T

g
n

de etanol (g/l) ¢ o rendimento de etanol (% do valor tedrico) sao
mostrados na TABELA II.

Pela figura 8 pode-se observar que nas {er-
mentagdes realizadas com sacarose a duragao da fase de laténcia €

pequena.
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Nas fermentagoes realizadas com sacarose cO
mo substrato, a temperatura de 30 e 35°C, observa-se pela TABELA
I1 que a concentragao final de massa celular (g/L) e a concentra-
¢do [final de etanol (g/L) aumentam, quando ha um aumento na con-
centragdo inicial do substrato (S)) até as concentragoes estuda-
das. Cuundo a temperatura de fermentagio & elevada para 35°C  ha
um aumento na concentragao de massa celular.

A fermentacao no caso da sacarosc também €
rapidamente completada com a concentragdo inicial de 100 g/L, €
um aumento na concentracao inicial resultou em uma fermentagdo in
completa, como pode ser visto pela TABELA II, e mais demorada, co
mo pode ser visto pela figura 8.

A formacido de levano — polissacarideo forma
do por unidades de frutose — foi observada durante a fermentacgao
da sacarose a 30°C, mas nao ocorre a formagao de levano quando a
fermentagio & realizada a 35°C. Como pode ser observado pela TABE
LA 11, a quantidade de aglicares residuais depois de terminada a
fermentacic a 30°C € bastante elevada. Nas fermentagoes realiza-

B
1

270, observa-se que a quantidade de aglcares residuals €

wn
¢

lisciramente menor quando a concentragao inicial de sacarcse  era
de 100 e 150 g/L e aumentou de maneira significativa na concentra
¢ao de 200 g/L.

Nas fermentagoes rcalizadas a temperatura de
35°C,as concentracdes finais de etanol e os rendimentos de etanol
(% do valor tedrico) foram ligeiramente mais elevados quando as
concentragoes iniciais de sacarose foram de 100 e 150 g/L, compa-

as a 30°C. Ocorreu, porém,

(& ¥

rando-se com as fermentagdes rcalliza

wn

uma diminuic3o nos citados parametros quando a fermentagao foi
rcalizada com a concentracao inicial do substrato de 200 g/L e a

temperatura de 35°C.
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Durante o curso de uma fermentagao com saca
rosc, fol realizada a cfomatografia em papel dos produtos de hi-
drolise da sacarose, como descrito no item 3.2.18, e os resulta-
dos sioc mostrados na figura 9. Como pode ser observado por essa
figura, ap6s a hidrolise da sacarose cm frutosc e glicose, csta
Gltima ¢ utilizada rapida e¢ totalmente nas primeiras horas dc fer

mentacao, seguindo-se a lenta utilizagao da {rutose.

4.3.3 - Estudo dos parametros cinéticos da fermentagao d¢ .. .ot

7ie NRRL B-14022, em meio de glicose

Para avaliar é influencia das diferentes tem
peraturas e concentragOes inicials de glicose sobre a cinetica de
fermentagao dessa linhagem, utilizou-se os resultados das curvas
apresentados na figura 7, e 0S parametros cinéticos (v, qp, Yp/s

e Yx/Q) foram calculados de acordo com o item 3.2.12.
/ -

Os graficos, demonstrando a variagac da ta-
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cimento (u) e da taxa especifica de formagao
de produto (q_) contra tempc de fermentagio as  temperaturas de
50°C e 35°C. sdo mostrados respectivamente nas figuras 10U (a,b) €

12 (a,b). Os valores de uw_=_, q - Yp’ e Yxfe sao mnostradoes
i \ A A ¢ RS

Pela figura 10 observa-se que quando as fer

mentacdes sao realizadas com glicose tanto a temperatura de 30 co
Y & —_—

-

C, a taxa especifica de crescimento atinge scu valor ma-

-

0S 11

f.
SV
s

Xximo algumas horas ap oculag¢do do meio, quando empregou-se
a concentracdo inicial de substrato de 100 g/L; aumentando-se So,
o intervalo de tempo necessario para o microrganismo atinglr a
gk aumenté. Observa-se também que o valor de p diminuil rapida-

mente apos a fase de crescimento exponencial, e continua decres-



cendo até o final da fermentacgao.

Pe¢la figura 11 observa-se que a taxa cspeci
fica de formacao de produto passa por um valor maximo e decresce
rapidamente a baixos valores até o final da fermentagao. O inter-
valo de tempo neccssario para que o maximo valor de qp scja atin-
cido € pequeno quando SO ¢ de 100 g/L e esse intervalo de tempo

aumenta quando ha um aumento de So. Na temperatura de 35°C a dimi

nuicio de q. & um pouco mais acentuada em relagdo 2 30°C.

p
Observa-se pelas figuras antecriores e tam-

bcm pela figura 12 (a,b), que quando as fermentagoes sidc realilza

Cas com glicose, tanto a temperatura de 30°C como de 35°C, a taxa

k4
cspecifica maxima de crescimento (pméx) e a taxa especifica maxi-

ma de producao de etanol (q $ao maliores com a concentragao

- )
p max’
inicial de 100 g/L e diminuem significativamente quando a concen

tragao do substrato € aumentada para 150 ¢ 200 g/L.

bt

Pode-se notar também pela TABELA I que ©

crescimento ¢ a formagao de produto ocorrem a taxas consideravel

mente mails elevadas a temperatura de 35°C e esses resultados suge

vom um melhor desempenho das células nesta temperatura. Anterior-

cpte. KiING e HOSSAIN (1982 conclulram que a temperatura 1decal
para . =.l<l7¢ era 34°C e que 37°C pode ser considerada a tempe-

ratura de fermentag¢do maxima.
Pela figura 13 (a,b) e também pela TABELA
11, pode-se observar que, quando a fermentagio & realizada a tem-

peratura de 30°C, o rendimento de ctanol (Y ) pode ser conside-

p/s
rado cficicnte e nio ocorre uma diferenca significantc neste parad
meiro com o aumento na concentragido inicial do substrato. Aumentan
do-se a tcmperatura para 35°C, observa-se que o rendimento de cta
nol (Yp/s] nao & afetado quando a concentragao inicial de glicose

&€ de 100 e 150 g/L e ocorre uma ligeira diminuigao quando a con-

centracido € aumentada para 200 g/L. O rendimento de massa celular



(Y ) nao € afetado significativamente pelo aumento de SO em am

x/s

bas as temperaturas estudadas.

4.3.4 - Estudo dos parametros cinéticos da fermentagao de Z. mokbt

7is NRRL B-14022, em meio de sacarose

Para avaliar a influéncia das diferentes
temperaturas e concentragodes iniciais de sacarose sobre a cineti-
ca de fermentacao dessa linhagem, utilizou-se os resultados das
curvas apresentados na figura 8 e oS parametros cinéticos (u, qp,
Y ,. e Y_, ) foram calculados de acordo com o item 3.2.12.

p/s x/s

Os graficos, demonstrando a variagao da ta-
xa especifica de crescimento (u) e da taxa especifica de formagao
de produto (qp) contra tempo de fermentagdo as temperaturas de 30

e 35°C, sdo mostrados respectivamente nas figuras 14 (a,b) e 15

(a,b). Os valores de Vg q - Y

, R e Y sao mostrados na
X p max x/s

TABELA I1.

Pela figura 14 observa-se que quando as fer

o
(@)

mentagbes sao realizadas com sacarose tanto a temperatura de 30
como de 35°C, a taxa especifica de crescimento atingc seu valor
maximo praticamente na primeira hora ap0s a inoculagao do meio
quando empregou-se concentragdes iniciais de substrato de 100 e
150 g/L; aumentando-se SO para 200 g/L, o tempo necessario para o
microrganismo atingir MG aumenta. Observa-se que o valor de 5
diminui rapidamente apds a fase de crescimento exponencial e man
tém-se em um valor baixo até o final da fermentagao.

Pela figura 15 observa-se que a taxa especl
fica de formacdo de produto passa por um valor maximo e decresce
32 baixos valores até o final da {fermentagao, sendo que na tempera

tura de 35°C a diminuigao de qp ¢ mais acentuada em relagdo a 30°C.
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Observa-se pelas figuras anteriores e também
pele figura 16, que quando as fermentagoes sao realizadas com saca
ross. tanto a temperatura de 30°C como de 35°C, as taxas especifi-

cas —aximas de crescimento s3o maiores com a concentragao 1inicial

de 2 4 g/L e diminuem quando SO € aumentada para 150 e 200 g/L. A
terrzratura de 30°C, a taxa especifica maxima de formagao de produ
to . méx) no caso da fermentacao da sacarose aumenta quandc a
conczntracao inicial do substrato € aumentada de 100 g/L para 200

g/L. 5a na fermentagdo a 35°C, a q € maxima para a concentra-

p max
cac Zz 100 g/L de sacarose e diminui com o aumento da concentragao
inicial para 150 e 200 g/L, sendo que nestas duas ultimas concen-
traces nao ha diferenga significativa neste parametro.

Como foi observado para a fermentagao em gli

coss . neste caso também o crescimento e a produgao de etanol ocor
rer. = taxas consideravelmente mais elevadas a temperatura de 35°C.

Pela figura 17 (a,b) e também pela TABELA
11, -ode-se observar que, quando a fermentagao &€ realizada com sa-
carczz, o rendimento de etanol (Yp/s) € baixo em ambas as tempera-

: estudadas, comparando-se com a fermentagao realizada com gli

Quando a fermentacdo € realizada a 30°C. observa-se que com
um -.mento na concentracao de sacarose de 100 para 200 g/L nao ocor
re ciferenca significante nesse parametro. A temperatura de 35°C ,
€ irzesressante notar que o rendimento de etanol € ligeiramente
maicr quando as concentragoes iniclais sao de 100 e de 150 g/L e
dimizul quando S0 € 200 g/L, comparando-se com a fermentagao a
30°C. 0 rendimento de massa celular € maximo quando a concentragao
de z-zarose & de 100 g/L em ambas as temperaturas estudadas. Com o

aumsnio de So’ o rendimento de massa celular diminui.
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4.4 - Estudo comparativo dos parametros cinéticos das fermentagoes

ac Z.mobtlie KNRRL B-14022 em meios de glicose e sacarose

Apos o estudo das fermentagoes desenvolvidas
em sacarose ¢ glicose, como descrito anteriormente pelos itens 4.
3.1, 4.3.2, 4.3.3 e 4.3.4, ¢ possivel agora comparar alguns aspec
tos cinéticos da fermentacao descontinua desta linhagem.

Os parametros cinéticos das fermentagoes de
L.wziilic realizadas em meio de glicose e sacarose as temperaturas de
30 e 35°C sao resumidos na TABELA IT.

Pelos resultados apresentados nas figuras 7
e 8. observa-se que a fermentacao desenvolvida no meio contendo sa
carose inicia-se rapidamente e no meio contendo glicose € mais len
ta.

Pela TABELA II, pode-se observar que os valo
Tes de Hoax sao mais elevados quando a fermentagao € realizada
com sacarose do que quando a glicose esta presente no meio de cul
tura. Tambem se nota que os valores de M sac mals elevados a
baixas concentracoes iniciais (100 g/L) de ambos os substratos, tan
to 3 temperatura de 30 como de 35°C.

Quando a fermentagao e realizada a 35°C, o
parametro qp max ¢ muito mais afetado pelo aumento na concentragao
inicial de glicose do que com o aumento na concentragao inicial de
sacarose (figuras 12 e 16).

Nas fermentacgoes realizadas com glicose e sa
carose a temperatura de 30°C, os rendimentos de etanol (Yp/s) nao
apresentam uma variacao significativa com o aumento da concentra
cao inicial de ambos os substratos. A concentragao maxima final de

etanol foili obtida quando empregou-se SO=200 g/L, tanto no meio con

tendo glicose como no meio de sacarose, sendo respectivamente 96,0
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g/L e 73,0 g/L. Observa-se que o rendimento de etanol € maior no
meio contendo glicose do que no meio de sacarose. Tambem o rendi
mento teorico de etanol (%), no caso da fermentagao realizada com
glicose a temperatura dé 30°C, é praticamente igual em todas as

concentracgoes iniciais testadas (93,0%, 94 .,6% e 94,0% para as res

pectivas So de 100, 150 e 200 g/L), enquanto que, nas fermenta
coes de sacarose a essa temperatura, O maior rendimento teoTrico
de etanol (76,7%) foi obtido para a concentragao inicial de 100

g/L, sendo de 75,6% para S =150 g/l e de 71,4% para S =200 g/L.

No caso das fermentacgoes realizadas a 35°C,
gquando a glicose & usada como substrato, o rendimento de etanol
(Yp/s) diminui ligeiramente quando aconcentragao inicial e de 200
¢/L , comparando-se a SO de 100 e 150 g/L . No caso da sacarose ser
usada como substrato, observa-se que, aumentando a concentragao i
nicial de 106 para 150 g/L, ha uma ligeira diminuicao no rendimen
to de etanol (Yp/s) e uma queda mais marcante no rendimento € no
tada quando a concentragao inicial € aumentada para 200 g/L. Tam
bém nessa temperatura, a CONCentragao maxima de etanol (g/L) au
menta com a elevacao da concentracao inicial de ambos os substra
tos.

°C, o rTrendimento

Também a temperatura de 35
tedrico de etanol (%), no caso da fermentagao realizada com glico
se, foi maior a SO=100 g/L (92,0%), sendo 82,2% e 68,5% para SO de
150 e 200 g/L respectivamente, enquanto que, na fermentagao reali
zada com sacarose, & concentragao inicial de 100 g/L.orendimento teo

20
-0

rico de etanol foi de 82.2%, sendo este o melhor rendimento obser
vado para a fermentagao da sacarose a essa temperaturad. E ainda,
na fermentacao de sacarose a 35°C, os rendimentos tedricos de eta
nol sio mais elevados nas concentragoes iniciais de 100 e 150 g/L

(82,2% e 77,6% respectivamente), comparando-se com as fermenta

oo



-]

(3}

¢oes realizadas a 30°C (76,7% e 75,6%) nas respectivas concentra-
goes iniciais.

A formagao de levano somente pdde ser obser
vada quando a fermentacdao foi realizada em meio de sacarose e a
temperatura de 30°C, ndo ocorrendo a formacdo do polissacarideo
no meio contendo glicose, ou quando a fermentacao da sacarose €
rcalizada a 35°C.

No caso da fermentagao com sacarose realiza
da a temperatura de 30°C, a quantidade de aglcares residuais no
final da fermentagao € mais elevada quando comparada com a fermen
tagao realizada com glicose. Ja a temperatﬁra de 35°C, a quantida

de de aglcares residuais € elevada nas fermentacdes realizadascom

ambos 0s agucares.

4.4.1 - Efeito de inibigao pelo substrato e produto formado

Nas fermentagoes realizadas com sacarose,o
aumento de SO de 100 para 200 g/L tem apenas um efelto pequeno so

tanto nas fermentagbes realizadas a temperatu-

bre .. e
mas

oA

X % maxc
ra dc 30°C como de 35°C. Esses resultados sugerem que ocorre uma
ligeira inibicao pelo substrato quando o mesmo € sacarose. Obser-
va-se também, uma apreciavel inibig¢do pelo etanol, ilustrada pe-
los valores de Ké (TABELA I11I) e evidenciada pelos baixos rendi-
mentos e concentragoes finais de etanol obtidos em qualquer uma
das concentracoes estudadas.

Com um incremento na temperatura de fermen-
tagio de 30°C para 35°C, a performance das células € melhorada ,
mas um efeito inibitdrio mais significativo pode ser observado pe
I

los valores de K_.. A 35°C nao ocorre a formacao de levano e 0s

rendimentos e concentragoes finais de etanol sao ligeiramente mais
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elcvados quando a concentragdo inicial do substrato € baixa. A
elevadas concentragoes dé sacarose, o efeito sinérgico da concen
tracido do substrato-concentragao do produto sugere a responsabill
dade pela diminuicado ainda maior no rendimento de etanol.

O elevado efeito de inibigao pelo etanol so
bre o metabolismo da sacarose também foi observado por LEE ¢ col.
(1981.a).

Nas fermentacoes realilzadas com glicosc,
tanto a temperatura de 30°C como de 35°C, o aumentc de SO de 100
para 200 g/L afeta os parametros q causando uma dimi

- -
“max p max’

nuicio acentuada dos mesmos. Esses resultados sugerem sensivel i-
nibicio pelo excesso de substrato, no caso da glicose.

Uma elevacao da temperatura de fermentagao
de 30°C para 35°C melhora a performance das c€lulas e observam-se

g - mais elevados. A temperatura de 35°C, au

valores de L _-_ €
max p max

menta o efeito de inibicao pelo etanol, como ilustrado pelos valc
res de K;. Observam-se também concentragoes finais de etanol e
rendimentos de etanol reduzidos, e esta <¢iminuigao € mals marcante
com © aumentc de So’ indicando, neste caso, tambfém um sinergisme

de 1nibigdc pelo substrato-produtc.

O efeito do etanol claramente aumentado com
a elevagio da temperatura também foi observado por outros pesqui-
sadores trabalhando com linhagens de Z. mo2<iZs (LEE e col. 1981.b
e LAUDRIN e GOMA, 1982) e com linhagens de leveduras (NAVARRO e
DURAND, 1978, NAGODAWITHANA e col., 1974 e 1976).

Pode-se dizer, portanto, que, guando a gli-
cose ¢ utili-zada como substrato, & fermentagao apresinta melhores
rendimentos a 30°C e nas concentracdes iniciais de 150 e 200 g/L.
E

k4

nas fermentacgoes realizadas a 35°C, € mals interessante utili-

zar-sc a concentragdo de 100 g/L desse substrato. Quando a sacaro



[92]
o

se & utilizada como substrato, a fermentagao por esta linhagem de

7. mobilis apresenta melhores rendimentos a 35°C e S de 100 g/L.
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TABELA 1 - Inducdo da enzima hidrolizante da sacarose em varios acucares

Massa Celular Atividade Enzimatica Aglcar no
Microrganismo mg/mL u/mol/min/mL meio de
Extrace]u]ar'Intracelular cultura

0.09 0

C.mobilis 0.85 2.62 0.90

ATCC 10988 0.96 2.03 0.99 G
1.03 2.39 2.03 S+F
1.15 1.54 0.5 S+G
0.04 0 0 S

Z.mobilis 0.86 5.39 1.31 g

NRRL B-806 1.00 2.49 1.04 G
1.00 2.93 2.75 S+F
1.12 1.89 0.77 S+G
0.96 1.94 1.58

C.rmobilte 0.73 0.18 0.09 F

NRRL B-14022 0.95 0.59 0.105 G
0.95 1.08 1.04 S+F
1.06 0.57 0.49 S+G
0.08 0 0

Tomobilie 0.66 0.02

NRKL B-14025 1.00 0 G
1.00 0.27 0.14 S+F
0.99 0.18 0.18 S+G
0.06 6 0

Z.mobiils 0.52 0 0

IA-UFPE 198 0.87 08 0.02
0.64 .06 0 S+F
0.90 0.08 0 S+G
0.05 € 0 S

C.mobilis 0.64 0.05 0

IA-UFPE 202 0.96 0.07 0.02 G
0.96 0.43 0.25 S+F
0.99 0.32 0.13 S+G

S =

e -a

10% sacarose;

0 [ f ol e o~ o

F = 10% frutose; G = 10% glicose

Cir e OO0 mmpemrrmens 4 50 1 c-~Acoe
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FIGURA 1 - Efeito dc pH na atividade do en-ima

hidrolizante

da

S5acarcse
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FIGURA 2 - Efeito da temperatura na atividade

da enzima hidrolizante da sacarocse



43

FIGURA 3 - Cromatografia em papel - hidrolise da
sacarcse pela E.H.S. de 2. mobilzs.

1 - tempo - Oh

2 - tempo - 4h
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FIGURA 4 - Cromatografia em papel - hidrdolise da

rafinose pela E.H.S. de 2. mebilis.

1 - tempo - 0Oh

2 - tempo - 4h
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FIGURA 5 - Cromatografia em papel - hidrolise da

melezttose pela E.H.S. de Z. mobilzs.

1 - tempo - 0Oh
2 - tempo - 4h
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T=30°C

(g/t)

ETANOL

LE M ¥ M |

10 20 30 40 50 60
TEMPO DE FERMENTACAO (hr)

FIGURA 6 - Selegao da melhor linhagem para fer
mentacao alcoolica da sacarose (SO=100 g/ )

A4 7.mobilis NRRL B-14022
t—\ Z.mobilie NRRL B-806
O0—o Z.mobilis ATCC 10988
®—® 7 nobilis NRRL B-14023
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FIGURA 7(a) - Efeito da temperatura sobre a fermen

tacao alcodlica da glicose pelo Z.
mobi1is NRRL B-14022, utilizando

s, = 100 g/L
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- Efeito da temperatura sobre a fermen-
tagao alcodlica da glicose pelo Z.mo-
b717s NRRL B-14022, utilizando SO=150

g/L

——0—— blomassa

e—— etanol

(g/bL)

BIOMASSA



(g/L)

ETANOL

49

1007

$,=200 g/L

30

2.0

- 1.C

1 L]

L ) 4 T M 1 .
10 20 30 40 50 60
TEMPO DE FERMENTAGAO (hr)

FIGURA 7(c) - Efeito da temperatura sobre a fermen-
tagdo alcodlica da glicose pelo Z.mo-
bilis NRRL B-14022, utilizando SO=200

g/L.
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FIGURA 8(b) - Efeito da temperatura sobre a fermenta

cdo alcoolica da sacarose pelo Z.mobi-

77is NRRL B-14022, utilizando SO=150 g/L.

— —0—— bilomassa

— -—e— etanol

(g/L)

BIOMASSA



(gll)

ETANOL

1007 5 -200gIL
80 -
60 -
- .30
404 [
120
204
L 10
1 1] T T ¥ B R L ] L LS ¥
10 20 30 23 50 60

TEMPO DE FERMENTAGAO (hr)
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TABELA 111 - Valores das constantes de inibigao pelo etanol
produzido durante a fermentagao pelo Z. mobilis

NRRL B-14022.

SACAROSE GL1COSE
TEMPERATURA
30°C 359C 30°¢ 359¢C
S,(g/L)
100 1,24 0,68 3,81 3,25
150 2.36 1.93 7.18 5,07
200 4,94 3.0 §.36 0,01
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FIGURA 9 - Cromatografia em papel do substrato

sacarose, durante a fermentagao pe-

lo Z. mobilis NRRL B-1402Z.
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1007 para a parte linear ¢

valida a seguinte equagao- 1//J i} 1/}Jm3’x +P. 1/"’1‘3’)("(9

{ hr.)

T=30°C

sacarose

10 20 30 40 50 60

PRODUTO (glL)

FIGURA 18 - Exemplo da determinagd@o das ''constantes de
inibigao pelo etanol produzido”(K;) duran-
te as fermentacdes pelo 2. mobilis . NRRL
B-14022.

—e—— 100 g/L
—x—— 150 g/L

— o—— 200 g/L



CAPITULO V

CONCLUSOES

- A linhagem de 2. mobilis NRRL B-806 apre
senta maior atividade da enzima extracelular hidrolizante da saca

rose que as outras linhagens testadas.

- A enzima extracelular hidrolizante da sa-
carose & semelhante a uma f-D-frutofuranosideo frutohidrolase (E.

C. 3.2.1.26).

- Entre as linhagens de Z. mobilis testadas

a linhagem NRRL B-14022 fermenta a sacarose mais rapidamente.

- Essa mesma linhagem fermenta a glicose
mais eficientemente do que a sacarose, produzindo maior quantida- .

de de etanol.

- 0 melhor rendimento de etanol a partir de
glicose pelo Z. mobilis NRRL B-14022 foi obtido sob as seguintes
condic¢oes: quando a temperatura de incubacio era 30°C e a concen-
tracdo inicial 200 g/L, e quando a temperatura de incubacgao era

35°C ¢ a concentracgao inicial 100 g/L.

- Nas fermentacgdes realizadas com sacarose,
pelo z. mobiiis NRRL B-14022, o melhor rendimento de etanol € ob-
servado quando a temperatura de incubacao é 35°C e a concentragao

inicial do substrato € mantida em 100 g/L.
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