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ABREVIATURAS UTILIZADAS

[A] - concentragdo de xilose (mM)

AC - concentragdo de acido acético observado (mM)
AC’ - concentragéb de 4cido acético esperado (mM)
AcDH - acetaldeido desidrogenase

AcK - acetato quinase

ADH - Alcool desidrogenase

Bppy = drea do padrdo interno na solugidoc padrao
A - drea do produto na solugdo padrio

A

2pi = drea do padrdo interno na amostra

Iﬁp— drea do produto na amostra

[B] - concentragdo dos agentes que reagem com a xilose (mM)
C, - concentragdo do produto na amostra

D - vazdo especifica ou taxa de diluigdo (h™)

D, - taxa de diluigdo critica (h™)

d_ - taxa de decaimento (h™}

D, - valor de D no qual a produgdo de células é maxima (h™)
E - energla de ativag@o (kJ mol™)

EDTA - acido etiléno—diamino—tetra—acético

EMP - via Embden-Meyerhof-Parnas

ET - etanol {mM)

F -~ vazdo de alimentagéo do meio (1.h™)

Fl,6BP - frutose-1,6~difosfato

FAD - flavina-adenina-dinucleotideo

FDH - formato desidrogenase

FDH, - formato desidrogenase de membrana

FDH

s — formato desidrogenase solivel

FR - fumarato redutase .



F - concentragdo de 4cido férmico observado (mM)
F,' - concentragdo de &cido férmico esperado (mM)

H+

representa o &nio hidrido, ou seja, um préton com um par de
elétron que estd envolvido na redugdoc do NAD ou NADP

taxa especifica de lise (h™)

I

Jy - taxa especifica de morte celular sem lise (h™)

k - taxa constante de reagido

K, - fator pré-exponencial

K, - taxa especifica de morte (h™)

K, — constante de Michaelis (M)

K, - constante de saturagé@o de substrato (M)

Ky - taxa de diluigdo necesséria para se atingir 1/2 Y, ou taxa
especifica de manutencdo (h™)

LDH - lactato desidrogenase

m - coeficiente de manutengdo (mmol(g,.h)™)

MDH - malato desidrogenase

NAD - nicotinamida-adenina-dinucleotideo

NADP - fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotideo

9, - tempo de geragdo (min.)

p - concentragdo de produto no reator (mM)

PCK - fosfoenolpirivico carboxiquinase
PDC - piruvato descarboxilase

PDH - piruvato desidrdgenase

PFL - piruvato formato liase

PFL, - via da piruvato formato liase modificada
p; - produto inibidor

PS - peso seco (g.l4)

PTA - fosfato transacetilase

P, = concentragio do padr&o internc no padréao

1pi
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dpr — taxa especifica de formagdo de etanol (mmolp(gx.h)4)
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ABSTRACT

Bacillus gstearothermophilus is a facultatively  anaerobic
thermophilic microorganism capable of growing on several carbon
sources. The ability of growing or producing ethanol on different
substrates depends upon its enzymatic apparatus and cultural
conditions. This research analyses the metabolism and the ability
of the strain Bacillus stearothermophilus 11d-15 of growing and
producing ethancl anaerobically, in a complex medium with xylose as
carbon source in continuous culture; examines the conditions for
growth improvement of the microorganism grown on sucrose and xylose
in completely defined medium in batch and in continuous culture:
and determines the conditions to reduce the lag-phase for ethanol
production as soon as the anaerobiosis is set up. In complex
medium, the microorganism showed the best performance at pH
6,5. The Y, (gfam dry weight of microorganism per mol of ATP
formed) depended on external pH values and changed from 4,6 to 10,8
grnmlgp The molar ratio of 1:1:2 (ethanol:Acetic-acid:formic
acid}) expected from phosphoroclastic cleavage of pyruvic acid was

not always obeyed, suggesting changes in the PFL pathway. The

growth of Bacillus stearothermophilus on defined medium (BSTSM)
having sucrose as carbon source was inhibited by precipitates
formed during autoclaving process. The precipitation problem was
solved when iron chloride concentration was reduced from 7,0
(BSTSM) to 1,0 mg.l” (medium G). In batch and with BSTSM medium,

the maximum dry weight obtained was 0,308 gx.l“'with abrupt fall in
cell concentration; in chemostat culture, the steady-state was not
attained. In batch and with the medium G, the biomass concentration
reached. 1.192 gx.l4, presenting the expected decelerating and
stationary growth phases; in continuous culture, the microorganism
showed a good growth stability and the steady~state was achieved.

This striking difference is expected since the iron precipitates



interfere with vital cellular processes. The results attained with
the medium G, made it available to study, in chemostat, the
behaviour  of the bacteria, in different conditions. The
microorganism grown on medium G without CaCl, addition has shown to
be extremely sensitive to the tramsition between fully (2 vvm air)
or partially aerobic (0.1 vvm air) steady-state growth to anaerobic
growth, presenting " anaerobic lysis" with a specifiec 1lysis rate
(j,) of 0.03 ht. - j_ was dilution rate and initial aeration

independent. Under partially aerobic conditions (0.1 vvm air) and
in continuous culture, the bacteria showed high growth stability.
The metabolic activity measured by CO, evolution during transition
from partially aercbic steady-state growth to anaerobic steady-
state growth has suggested the involvement of pyruvate
dehydrogenase (PDH) and formate dehydrogenase (FDH) on pyruvate
metabolism. At low dilutiomn rate, the dry biomass concentration and
the cellular yield coefficient have shown to be dilution rate
dependent. The CaCl, addition to the medium G reduced the

maintenance energy requirement to 1.428 mmol.(gx.h)4 in regard to
1,698 mmol(g,.h)”" obtained without the above nutrient addition and

with no difference between death rate (Kp. The Kuvalue, defined

as a constant that is numerically equal to the dilution rate at
which Y = ¥, /2, showed that CaCl, is used as activator. When the

carbon source was changed to xylose, the medium composition had to
be modified due to inhibition problems. Xylose and Na,HPO, were

identified as the main components of the medium that promote the
non-enzymatic browning reaction at 70 °C, which is responsible by
this kind of inhibition. As KH,PO, was used insteadlof Na,HPO,, the

inhibitor formation was no longer observed. The microorganism
showed abscolute requirement only for thiamine at 70 °C. and no
growth factor was required at 65 °C. The vitamins (biotin, thiamine

pyrophosphate, pyridoxine, nicotinic acid, riboflavin and myo-



inositol) and amino acids (aspartic acid and glutamic acid)} added
to the medium did not affect the microorganism growth but they have
stimulated the lactic acid production, separately. The vitamin and
amino acid interaction has increased the ethanol production,
ethanol yield and specific ethanol production and has decreased the
lactic acid formation. The transition  between steady-state
partially aercbic growth to anaerobic conditions using medium with
and without vitamins and amino acids has revealed that the former
affects the ethanol production and the later reduces the impact of
anaerobic conditions on the bacterial growth. An important aspect
should be pointed out is that, with the improved defined medium
(Gi-F)TPP", the maximum viable counts of 10° cell per ml was

obtained and the microorganism started producing ethanol as soon as
the anaerobiosis was established. The microorganism grew well in
diluted wheat-straw  hydrolysate chemostat culture when
macronutrients of the medium (Ggs-P)TPP” were used, despite the

browning colour of the medium indicates the presence of inhibitors.
It was concluded that Bacillus stearothermophilus 11d-15 can be
used for thermal xylose-rich industrial pollutant waste +treatment.
A defined medium, without growth factors, suitable for this
obligate thermophile growth in partially aerobic conditions, and
which allows the immediate ethanol production as soon as the
anaercbiosis is set up, wa; developed. A detailed analysis of the
PFL pathway led to an alternative metabolic pathway for ethanol and
CO, production. It was also observed that this microorganism does

not follow the quantitative theory of chemostat due +to the

existence of the maintenance energy requirement.



RESUMO

Bacillus stearothermophilus é uma bactéria termofilica
anaerébica facultativa capaz de crescer em diversas fontes de
carbono. A capacidade de crescer e de produzir etanol em diferentes
substratos depende de seu aparato enzimiatico e das condigdes de
cultivo. O presente trabalho analisa, em sistema continuo, o

metabolismo e a capacidade de a linhagem Bacillus

stearothermophilus  11d-15 crescer e produzir etanol
anaerobicamente, em meio complexo, tendo xilose como fonte de
carbono; examina, em batelada e cultura continua, as condigdes
culturais para melhorar o crescimento do microrganismo em meio
definido, tendo sacarose e xilose como fontes de carbono; e
determina as condigdes para gque o microrganismo inicie a formagdo
de etanol, t&do logo a anaerobiose seja estabelecida. Em meio
complexo, o microrganismo apresentou um bom desempenho em pH 6,5. 0
Y,;p 5 mostrou altamente dependente do pH externo, tendo variado
de 4,6 a 10,8 gk.molﬂ?. A razao molar 1:1:2 (etanol: &acido
acético:acido foérmico) esperada pela clivagem fosforoclastica do
dcido pirivico nem sempre foi obedecida, sugerindo alteragido na via
piruvato formato liase. Foi observada severa dificuldade de o
microrganismo iniciar crescimento, indicando inadequagio do meio de
cultura e/ou formagdo de substéncias inibidoras. O crescimento da
bactéria em meio definido (BSTSM), tendo sacarose como fonte de
carbono, foi inibido por precipitados que se formaram durante a
autoclavagem. A redugdo do teor de cloreto de ferro de 7,0 (meio
BSTSM) para 1,0 mg.l™" (meio G) eliminou esse problema. Com o meio
BSTSM em batelada, o peso seco méximo alcangado foi de 0,308 g.17,
nao tendo sido observada a fase de desaceleracdo e ocorrendo uma
queda abrupta na concent}agéo celular; em cultura continua, o
regime estaciondrio nao foi atingido. Com o meic G em batelada,

conseguiu-se uma concentragdo celular de 1,192 g.1"' e foram



detectadas as fases de desaceleragdo e estaciondria; em cultura
continua, a bactéria mostrou um crescimento estavel e foi alcangado
0 regime estaciondrio esperado. Essa acentuada resposta é
previsivel, pois precipitﬁdos de ferro interferem em processos
vitais das células. Os resultados obtidos com o meio G
possibilitaram estudos, em processo continuo, do comportamento da
bactéria em diferentes situagdes. O microrganisme manifestou
extrema sensibilidade & transigdo das condigdes completa (2vvm) ou

parcialmente aerdbicas (0,1 vvm) para anaerdbicas, apresentando
"lise anaerébica“; com uma taxa especifica de lise (j,) de 0,03 h'.
O J, independeu da taxa de diluigdo e da aeragdo inicial. Em

condigSes parcialmente aerébicas (0,1 vvm de ar), a bactéria teve
um crescimento altamente estdvel. A atividade metabélica medida
através da evolugdo de CO,, durante a transiglo das condigdes
aerdbicas para anaerdbicas, sugeriu haver o envolvimento da
piruvato desidrogenase e da formato desidrogenase no metabolismo do
piruvato. A concentragio e o fator de conversdo de células se
mostraram dependentes da taxa de diluigdoc quando baixas taxas foram
empregadas. A adigdo de CaCl, ac meio G resultou numa redugdo da

energia de manutengdo para 1,428 mmol.(g.h)™'em comparagac com

1,698 mmol.(g.h)4 sem a adigdo do nutriente, enquanto que nenhuma

alterag@o foi observada na taxa de morte (Ky). O wvalor de Ku,

definido como sendo uma constante numericamente igual & taxa de
diluigdo na qual Y, -v,./2, indicou que o CaCl, agiu como ativador.

Quando a fonte de carbono foi alterada para xilose, a composigao

quimica do meio teve que ser modificada devido a novos problemas de
inibigdo. A xilose e o sal Na,HPO, foram identificados como

principais componentes do meio que formam, ndo enzimaticamente, uma
reagdo marrom a 70 °C, responsavel pela inibigao. A substituigdo do
Na,HPO, por KH,PO, eliminou a formagdo do inibidor. A bactéria

apresentou absoluto requerimento por tiamina a 70 °C e nenhum fator



de crescimento foi requerido a 65 °C. As vitaminas (biotina,
pircfosfato de tiamina, piridoxina, &cido nicotinico, riboflavina e
mio-inositol) e os aminodcidos (&cido aspirtico e &cido glutamico)
adicionados ao meio ndao afetaram o crescimento do microrganismo,
mas estimularam, separadamente, a produgdo de &cido latico. A
interagdo vitamina-aminodcido aumentou a formagdo de etanol, o
fator de conversdo de etancl e a taxa especifica desse produto e
reduziu sensivelmente a produgéo de dcido latico. A transigdo de
culturas parcialménte aerdbicas em regime estacionario para
condigdes  anaerdbicas, usando melo com e sem vitaminas e
aminodcidos, revelou que as, vitaminas afetam a formagdo de etanol e
que aminodcidos reduzem o impacto das condigdes anaerdbicas sobre a
bactéria, Deve ser considerado, ainda, que, com o meio definido
melhorado, a biomassa viadvel méxima atingida foi de 10° células.ml™
e que a bactéria iniciou a formagio de etanol tao logo a
anaerobiose foi estabelecida. Em cultura continua, a bactéria
revelou ter um bom crescimento e estabilidade em meio de
hidrolisado de palha de trigo diluido, quando adicionados os
macronutrientes do meio (Ges~F)TPP", embora o hidrolisado tenha
apresentado a coloragdo marrom caracteristica da presenga de
inibidores. Concluiu-se que stearothermophilus 11d-15 pode ser
utilizado em processos térmicos de tratamento de regiduos
industriais a base de xilose. Um meio definido, sem fatores de
crescimento, adequado ao cultivo da bactéria, em condigdes
parcialmente aerébicés, e que permite a formagdo de etanol
imediatamente apds o estabelecimento da anaerobiose, foi proposto.
Uma analise detalhada da via PFL levou & proposigdo de uma via
metabdlica alternativa para a formagido de etanol e CO,. Constatou-
se, ainda, que, devido & energia de manutengdo, a bactéria ni3o

obedece & teoria quantitativa do quimiostato.



INTRODUCAO

[y

Antigos processos, como a produgdo de etanol a partir do
material biolégico por fermentagdo, tém se tornado hoje
economicamente viaveis, gragas ac aumento expressivo do preco do
petrdleo. A fermentagdo para formagdo de etanol se constitui numa
alternativa para resolver problemas energéticos atuais e futuros.
Entre nds, no Brasil, foi criado, em 1975, o Programa Nacional do
Alcool - Pré-Alcool, com a finalidade de fornecer uma alternativa
aos combustiveis liguidos a base de petréleo. No contexto mundial,
© Pré-Alcool &, alids, o dnico programa gque atingiu projeg¢des
economicamente importantes (Leite, 1990).

A produgdo de etanol a partir de fontes biolégicas se faz

principalmente por ag¢do metabdlica de linhagens de Saccharomyces

cerevisiae. Os principais problemas de fermentagdes realizadas por
tais microrganismos s8o: i) aeragio, pois necessitam de 0, para
sintese de material celular, e nestas condigdes o valor de Y, se
reduz; 1ii}) refrigeragdo de grandes volumes, uma vez que as
temperaturas de fermentagdo podem atingir valores que comprometem a
viabilidade celular e iii) limitac3o do espectro de substrato
utilizado.

Muitos pesquisadores tém procurado manter o uso de leveduras no
processo fermentativo, melhorando, ndo apenas seu aparato
fisiolégico, através de manipulagdo genética, mas também procurando
associar técnicas que facilitem o emprego de determinados
substratos na formagéo de etanol. Leveduras termotolerantes, quando

incubadas em meio contendo celulase obtida de Trichoderma viride,

sdo  capazes, por exemplo, de converter celulose em etanol
(Mccracken & Gong, 1982). Esse processo se mostra desvantajoso
porque, além de dispendioso, pressupde o empregoc de enzimas

celuloliticas para que a levedura atue.



Para obtengdo de uma maior amplitude de substrato para a
formagdoc de etanol, sdo procuradas, além de linhagens produtivas,
condigdes de cultivo e meio de cultura favoraveis ao crescimento e
formagdo do produto. A xilose & o principal componente de
hemicelulose que compreende de 30 a 40% da biomassa renovavel. Por
este motivo, esta pentose tem sido muito estudada no sentido de ser
utilizada por microrganismos capazes de converté-la em produtos

economicamente vidveis. Se a xilose fossge prontamente assimilavel

por Saccharomyces cerevisiae, este seria o microrganismo ideal para
a produgdo de etanol. Como essa levedura nio consegue utilizar

xilose como fonte de carbono, outras leveduras foram estudadas,

tais como Candida shehatae, Pachysolen tanno hilus, Pichia stipitis
(Delgenes, et al., 1986; Alexander et al., 1987), Kluyveromyces
marxianus (Delgenes, et al., 1986), Candida tropicalis (Jeffries,

1982) e Pichia stipitis (Delgenes, et al., 1986; Alexander et al.,
1987; Slininger et al., 1990; Ferrari et al., 1992) =xilose em
etanol. Uma linhagem de Candida lusitaniae se mostrou capaz de
transformar, além de D-xilose, também D-celobiose em etanol
(Maleszka et al., 1982).

Embora diferentes leveduras, meios e condigdes de cultivo,
entre outros,tenham sido amplamente explorados, um processo ideal
economicamente importante nio se encontra disponivel. A titulo de
ilustrar as dificuldades encontradas daremos mais énfase & levedura
Pachysolen tannophilus cujo comportamento foi estudado numa mistura
de  aglcares (D—manoée, D-xilose, D-glicose e D-galactose),
simulando o complexo observado em licor sulfidrico. Nestas
condigdes, a levedura atinge de 76 a 84% do fator de conversio
tedrico com a linhagem selvagem e de 83 a 90% com um mutante
selecionado para crescer mais rapido em meio contendo D~galactose.
A formagido de Acido acético, xilitol e L-arabinitol causa uma
significativa perda no fator de conversdoc nas duas linhagens

(Neirinck et al., 1982). Os autores concluem que o microrganismo



possui capacidade de formar diversas hidrolases, produzir etanol e
sobreviver em licor sulfidrico. A mistura de aglicares utilizada por
Neirinck et al. (1982) corresponde a mais de 90% dos aglcares
presentes nos polissacarideos de muitas fontes vegetais. As
hemiceluloses s&oc heteropolimeros ramificados de D-xilose, D-
manose, D-glicose, D-galactose, L-arabinose e acidos D-glicorénicos
que, se submetidas & hidrélise &cida moderada, podem ser quebradas
em seus agilicares constituintes (Kabel et al ., 1983)., A capacidade
de produgado de etanol a partir dessas fontes de carbono depende do
microrganismo e das condig¢des de cultivo empregadas no sistema. A
formagdo e acumulo de produtos como xilitol e arabitol depende do
valor de pH utilizado no processo fermentativo (Kabel et al.,
1983). O nivel de oxigénio do meio afeta nio somente a massa e a
morfologia das células, mas também a produgdo de etanol e formagio
de xilitol (Baillargeon et al., 1983).

0 estudo do metaboli;mo dos microrganismos envolvidos nos
processos fermentativos é de suma importancia para a compreensio
dos desvios observados nos parametros cinéticos. Xilose pode ser

convertida a etanol por Pachysolen tannophilus, com formagdo de

didxido de carbono, &cido acético e grandes quantidades de xilitol.
0 acumulo de xilitol no meio revela baixa atividade ou inibigdo da
xilulose desidrogenase. A formagdo de &cido acético deve-se,
provavelmente, 4 utilizagdo do etanol pelo microrganismo,
principalmente quando a concentragio de xilose atinge valores muito
baixos. Segundo Miitze & Wandrey (1983), quando a produgdo de etanol
aumenta, a quantidade de carbono incorporade &s células diminui,
mas aumenta o carbono incorporado ao xilitol. Os actmulos de acido
acético e de xilitol reduzem o valor de Yos+ O uso de etanol
(Rychtera, 1979; Schneider et al., 1981; Maleszka & Schneider,
1982) e o acimulo de xilitol (Neirinck et al., 1985) no meio

representam, portanto os dois principais fatores que podem limitar

4
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a produgao de etanol por leveduras que utilizam xilose como fonte
de energia e carbono. O Xilitol exerce uma menor inibigédo sobre os
processos oxidativos que a xilose (Neirinck et al., 1985).

Para uso industrial, é importante investigar o comportamento de
microrganismos diante de substratos naturais. Aglicares de
hidrolisado de madeira podem ser fermentados, em batelada, por

culturas ndo aeradas de Pachysolen tanno hilus, em 36 horas,

(Deverell, 1983). Fermentagdes, em grande escala, de hidrolisado de

madeira foram realizadas com uma linhagem de Pichia stipitis

obtendo-se valores szde 0,43 a 0,45 qp.g?, 0 dJue corresponde,
aproximadamente, a 90% do valor tedrico (Wayman et al., 1986).
Segundo esses autores, o tipo de hidrdlise empregado influencia o
processo fermentétivo. Quando a madeira foi submetida & pré-
hidrélise com 2% de S0,, e vapor a 200 psig, a concentragio de
etanol foli de 55 gH.l4, © que representa 7% por volume, um bom
valor para se obter uma destilagio economicamente vidvel. O teor
tedrico méximo de etanol possivel de se obter, com base na
composigdo da madeira, é de 478 1l.t™'. Foi consequido um fator de
conversdo de 372 1.t de madeira, o que corresponde a 75% do valor
tedrico. No processo de auto-hidrélise foram obtidos apenas 273
1.t", correspondendo a 57% do valor tedérico. Tal redugao talvez se
deva & formagdo de glicosideos no processo de auto-hidrélise. Na
auséncia de pré-hidrélise, a maior fraglo desses agicares estid na
forma de glicosideos e se o metanol for o solvente utilizado, a
maioria dos aglcares estarid na forma de metil-glicosideo (Feldman
et al., 1988). O 80, adicionado no processo de pré-hidrdlise ndo
exerce efeito téxico sobre o microrganismo (Wayman et al., 1986).
Existem microrganismos mais eficientes que outros quanto a sua

capacidade de utilizagdo de substrato. Uma competigao entre a

eficiéncia de Pachysolen tannophilus e Candida brassicae, em

processos simult@neos de sacarificago e fermentagdo de material

lignocelulésico, mostrou que o primeiro microrganismo foi sempre o



11

melhor tanto com o meio simulado come com o natural. Isto se deve

ao fato de Candida brassicae utilizar preferencialmente glicose

como fonte de c¢arbono. A fonte vegetal de onde o material
celuldsico foi obtido, assim como o tratamento desse material
interferem no desempenho do microrganismo na produgidc de etanol
{Punnapayak & Emert, 1986).

Processos fermentativos tém sido estudados com a finalidade de
melhorar o perfil dos microrganismos capazes de metabolizar a

xilose. BEm sistemas continuos com reciclo de células, Pachvsolen

tannophilus chega a produzir 2,4 gﬂ(l.h)4. Com um Y, da ordem de
0,3 gP.g?. Tanto o fator de conversdo como a taxa volumétrica de
formagdo de produto sdo influenciados pelo suprimento de oxigénio
no meio (Chung et al., %986). Os autores mostraram ainda que,
embora o© valor de Q, seja substancialmente mais baixo, ou seja,
0,42 gP(l.h)4, a produgdao de etanol se processa mesmo em condigdes

nas quais o crescimento celular se torna zero. Candida shehatae

utiliza xilose para a produgio de etanol com baixos valores de ¥, e
(Preez & Van der Walt, 1983; Alexander et al., 1987).

Muitas variagfes sobre o tema foram utilizadas para resolver
este problema. Células imobilizadas foram empregadas no estudo da
transformagao de xilose em etanol. Com células livres de Pichia
stipitis, os niveis iniciais de pentose no meio afetaram pouco a
produgdo de etanol, chegando a atingir, em 5 dias, 22 g.1'e, em 8
dias, 40 g.1" em meio contendo 5% a 10% de xilose,
respectivamente. A concentragio mixima de etanol (19,5%) foi obtida
com células imobilizadas num bioreator continuo de leito fixo, com
uma concentragdo de xilose de 5% e com um t, de 35 h. Os valores de
Q, foram marcadamente superiores aos obtidos com células livres
(Linko et al., 1986). No processo simultineo de isomerizagao e

fermentacdo da xilose, foi observado, em batelada com células de

Saccharomyces cerevisige livres, um comprometimento da atividade
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enzimdtica e da viabilidade celular e verificou-se ainda que, em
sistema continuo com células imobilizadas, o niimero de
microrganismos vivos se reduz significativamente {Suihko &
Poutanen, 1984).

.

A maioria das leveduras responsavels por  importantes
fermentagbes industriais fermentam D-xilose a etanol, indicando que
essas leveduras possuem todas as enzimas necessirias ao metabolismo
da xilose, com excegdo da xilose isomerase (Suihko & Drazic, 1983).

A presenga de xilitol (0,34% p/v) em fermentagdes realizadas por

Saccharomyces cerevisiae (Suihko & Poutanen, 1984) revela que a

xilitol desidrogenase € a enzima que falta no sistema metabdlico
dessa levedura. Existem leveduras enzimaticamente mais versdteis no
que diz respeito ao metabolismo da xilose. Rhodosporidium
toruloides converte D-xilose em D-xilulose através de uma reagéo
redutiva NADPH+H' dependente (xilose redutase) e de outra reagio
oxidativa NAD dependente (xilitol desidrogenase) {Soumalainen et

al., 1989). Fol observado, por outro lado, que Rhodotorula qracilis

converte, diretamente, xilose em xilulose através da acdo da xilose
isomerase (Hdfer et al., 1971), sendo esta via mais caracteristica

de microrganismos procariotos. Como Rhodosporidium toruloides &

hoje classificado como Rhodotorula glutinis e tem como sinonimia

Rhodotorula gracilis (Van Rij, 1984), pode-se concluir que a

levedura possui os dois sistemas de conversfo de xilose em xilulose
e gque, possivelmente, a via a ser usada depende das condigdes de
cultivo.

Para a obtengédo de linhagens mais eficientes no processo de
fermentacao da xiiose, tém-se buscado recursos na Area de genética
de microrganismos. Fusdao de protoplasto de leveduras que

supostamente possuem xilose isomerase com Saccharomyces cerevisiae

foi tentada. O produto de fusdo sze mostrou, como & de se esperar,
tdo instdvel (segregagdo em tipos parentais) que foi impossivel se

fazer uma avaliaglo detalhada por resultados (Suihko & Drazic,
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1983).

Fol sugerido, entdo, usar a tecnologia do DNA recombinante para
transferir gens de microrganismos possuidores de xilose isomerase
para ceélulas de leveduras sabidamente boas produtoras de etanol.
Foi transferido gen da xilose isomerase (xilA) intato de

Escherichia c¢oli para Saccharomyces cerevisiae, mas n3c houve

expressdo. Foi efetuada, entio, a remogdo do promotor natural do
gen da xilose isomerase e substituido pelo promotor de levedura
Tpr5, gue torna possivel a expressdo do gen sob controle do

promotor da levedura tanto em Egcherichia coli quanto em

Saccharomyces cerevigiae. . Mesmo assim, o nivel de expressdo foi

muito baixo (Ho et al., 1983). Schizosaccharomyces pombe, clonada

com o gen de xilose isomerase de Escherichia coli, foi capaz de

crescer em meio contendo xilose como a tnica fonte de carbono e de
fermentar a pentose diretamente a etanol. A formagdo do produto
dependeu, no entanto, da fonte de nitrogénio. Mesmo com o gen da
xilose isomerase  presente, a producfio de etanol foi lenta e a
produgdo de xilitol ainda se manteve ativa (Chang et al., 1986). Os
autores acham que ¢ passo limitante no processo de produgdo de
etanol a partir de xilose estd na isomerizagdo desta pentose para
xilulose.

Técnicas de hibridagéo também foram usadas para obtencdo de
linhagens melhoradas de levedura. Hibridagido de dois mutantes de

Pachysolen tannophilus, eth 2-1 e NO,-NO,-4, foi efetuada para

obter novas linhagens incapazes de crescer em etanol, mas com
atividades metabdlicas importantes para formagdo desse produto. ©
mutante eth 2-1 ndo cresce em etanol e NO,-NO,-4 possui niveis
enzimdticos da via pentose fosfato aumentados (Clark et al., 1986).
Essa hibridagdo resultou numa redugdo do consumo de etanol, em

condigdes aerdbicas, mas nenhum dos segregantes produziu

quantidades de etanol significativamente maiores que o mutante
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NO,-NO.-4. A presenca de trés produtos de fermentacdo nao
identificados, detectados por HPLC, indicam desvios metabdlicos gque
podem ser a causa do insucesso.

A composigdo quimica do meio de cultura afeta de mode decisivo
o metabolismo de cada microrganismo em particular, atuando sobre o
crescimento e sobre a formagdo de produtos. Aumentando o teor de
cdlcio no meio de cultura, fol possivel reduzir a * lag phase” e
obter um correspondente aumento na taxa especifica de crescimento
(Balatti, 1991). Os teores de etanol e de xilitol produzidos por
Pachysolen tannophilus e Candida gquilliermondii dependem da
limitagdo de biotina no meio (Lee et al., 1988). Os resultados

mostraram que a limitagdo dessa vitamina conduz a uma redugdo no

crescimento e na taxa de utilizagio de xilose. Pachysolen

tannophilus, segundo os autores, possui um maior requerimento por

biotina que Candida guilliermondii. No entanto, essa Gltima produz

preferencialmente xilitol em relagdo aoc etanol, enquanto que

Pachysolen tannophilus forma preferencialmente etanol em relagdo ao

xilitol. HA ainda a possibilidade de outros componentes do meio
influenciarem o comportamehto dos microrganismos. Pouco se sabe a
respeito da agdo de nutrientes sobre o comportamento de
microrganismos que usam a xilose para crescimento e formagdo de
etanol. De modo geral, os trabalhos realizados para estudar essges
microrganismos usam meio complexo. Nesses casos, pouca informagio
detalhada pode ser tirada dos resultados obtidos. Das leveduras

utilizadas, apenas Candida curvata, Candida utilis e Candida

tropicalis foram capazes de utilizar completamente a xilose num
meio contendo 15 g.1”' de xilose e 15 g.1” de glicose, apés trés

dias de fermentagdo. Destas, apenas Candida curvata utilizou a

xilose simultaneamente com glicose (Heredia & Ratledge, 1988). Era
de se esperar que o microrganismo utilizasse preferencialmente a
glicose como fonte de carbono e, logo em sequida, a xilose fosse

usada como fonte alternativa, caracterizando um comportamento
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tipico de diauxia. Tal caracteristica faz com que esse
microrganismo  tenha boa possibilidade de ser utilizado nos
processos nos quais existam misturas de agilcares como nos
hidrolisados de madeira e palha.

Como pode ser visto, esforgos té&m sido desprendidos para tornar
leveduras capazes de serem utilizadas em processos fermentativos
que viabilizem a formagdo industrial de etanol a partir de xilose.

O uso de xilose por bactérias tem sido estudado com a

finalidade de formagdo de diversos produtos. Klebsiella oxitoca

ATCC 8724 produz energia para o crescimento e manutencdo celular a
partir da oxidagdo da xilose e, em condigdes anaerébicas, converte
a pentose em 2,3-butanodiol (Jansen et al., 1984}. Uma linhagem de

Escherichia c¢oli foi transformada, através de um plasmideo

especialmente produzido, contendo o gen da xilose isomerase ligado
a um gen promotor forte e possuindo o gen repressor inativado, para
formar =xilose isomerase em grandes quantidades (Lastick et al.,
1986). A produgdo dessa enzima é importante porque pode ser usada
como  agente catalitico para converter xilose em xilulose, e esta

ser, finalmente, transformada em etanol por Saccharomyces

cerevisiae ou outras leveduras economicamente importantes (Gong et
al., 1981; Chiang et al., 1981) ou ainda participar do processo de
isomeria da glicose.

Bactérias, especialmente as termofilicas, foram  também
submetidas & investigag@o com o mesmo propésito. O cultivo aerdbico
desses microrganismos entre 40 e 70 °C & estimulante, por
apresentar, entre outros fatores, economia no processo de
resfriamento e menor risco de contaminagio e ainda, por essas
bactérias possuirem altos valores de u e niveis enzimaticos mais

elevados (Aiba et al., 1984).
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O uso de bactérias anaerdbicas termofilicas e extremamente
termofilicas, em processos fermentativos, apresentam uma série de
vantagens, tais como, valores altos Y, devido & utilizagdo de
uma faixa mais ampla de substrato; alta taxa de "turnover"; altos
valores de Y, e pouca produgdoc de biomassa; fermentagdes rapidas
devido a alta atividade metabdlica; pouco ou nenhum perigo de
contaminagdo durante o processo fermentativo; maior facilidade de
manter as condigdes anaerdbicas; possibilidade de destilagdo
continua de produtos volateis durante a fermentagdo; maior
eficiéncia de sistemas de fermentagdo a vacuo. Mesmo que os
processos de aquecimento devam ser estabelecidos, esses s3o mais
faceis de serem executados que os sistemas de resfriamento. Além
disso, a viscosidade do meio decresce com o aumento da temperatura,
fazendo com que se reduza a energia requerida para manter o sistema
homogéneo. Substratos de baixa solubilidade em temperatura ambiente
se tornam mais disponivei% em temperaturas mais elevadas (Wiegel,
1980). Além da facilidade de recuperagdo dos produtos voldteis de
fermentagdo, & citado ainda como vantagem, o fato de se poderem
obter enzimas termoestdveis (Lind, 1989). A mais importante das
vantagens apresentadas, seqgundo o autor, ainda & aquela que se
refere a possibilidade desses microrganismos utilizarem uma
variedade mais ampla de substrato. Assim, o microrganismo que
utiliza celulose e xilose como fontes de carbono deve possuir a
celulase necessaria ac processo de hidrélise e as enzimas
requeridas para a transformagdo da xilose em xilulose. Comparando o
processo  termofilico com o processo combinado de  hidrélise
enzimdtica/fermentagdo com leveduras e levando em consideragdo a
utilizagio de pentose, produgdoc de celulase e baixa toleréncia a
etanol, Lind (1989) mostra que hi uma redugdo substancial nos
custos de produgdo de etanol devido & formagdo in situ de celulase.

Apesar das vantagens citadas, o uso de bactérias termofilicas

apresenta alquns problemas que devem ser superados, tais como:

4
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baixa tolerdncia ao etanol; formagaoc de &cidos organicos juntamente
com a produgdo de etanol; baixa tolerancia ao substrato;
sensibilidade a inibidores; necessidade, em elevadas quantidades,
de fatores de crescimento complexos; pouco conhecimento basico a
respeito da fisiologia e bioquimica desses microrganismos. Ainda ha
de se considerar que o uso de microrganismos termofilicos e
.
mesofilicos n&c é um processo tecnolégico de rotina, como é o de
leveduras. Muitos trabalhos tém mostrado a superioridade de

linhagens de Zymomonas mobilis em produzir etanol em relagao a

leveduras, mas, até o momento, paises grandes produtores de etanol,
como o Brasil, n#@o possuem uma lnica planta industrial que opere
com esta bactéria no processo de produgdo de etanol para
combustivel.

De um modo geral, em qualquer desenvolvimento de processos
fermentativos devem-se contemplar a selegdo do microrganismo,
determinagdo das condigdes &6timas para crescimento e formagdo de
produto e a modificagdo da estrutura genética com a finalidade de
aumentar a  produgdo. Procura-se ajustar o metabolismo do
microrganismo para produzir a guantidade minima necessdria de
metabdlitos essenciais (fatores de crescimento) e secundirios e
formar, o maximo possivel, o produto desejado. Para tal, é
imprescindivel que se conhega seu metabolismo em diferentes
condigdes de cultivo. O conhecimento das vias biossintéticas &
muitas vezes insuficiente para permitir que se fagam modificagdes
deliberadas em determinados pontos das vias metabélicas e, assim,
atingir os objetivos desejados. Muitos pesquisadores tentam superar
os problemas fisioldgicos encontrados, utilizando meios complexos
{Vienne & Stockar, 1983), sem antes determinar os fatores
limitantes, supérfluos ou téxicos de um determinado processo.

Usando meic complexo e um sistema de remogiao continua do etanol

produzido, Atkinson et al., (1975) investigaram a capacidade de o
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Bacillus stearothermophilus produzir etanol em anaercbiose e em

cultura continua, concluindo que o microrganismo nio é adequado
para a produgdo de etanol. Foi observado, no entanto, que essa
bactéria termofilica produz altos niveis de &lcool desidrogenase
(ADH) (Kolb et Harris, 1971; Atkinson et al., 1972), e portanto,
pode sger usada para produgdo de etanol se niao houver desvio do
esqueleto de carbono para a sintese de outros metabdlitos. O

Bacillus stearothermophilus 11d-15 obtido por Payton e Hartley

{1985) €& um mutante deficiente para a formagio de 4cido latico,
produto este resultante de um importante desvio da via normalmente
usada para a formagdo de etanol.

Para se obterem produtos de fermentagio de uma forma
economicamente vidvel, principalmente por microrganismos
manipulados geneticamente, se torna necessirio estudar os aspectos
que digam respeito & nutrigAo e &s condigdes de cultivo. Os
requerimentos nutricionais s6 podem ser determinados por intermédio
de meios de composigdo quimica definida. Ficou determinado que,
para o crescimento, a referida linhagem apresenta, em meio
definido, absoluta dependéncia de metionina, biotina, dcido
nicotinico e tiamina (Amartey et al., 1991a ). Os autores mostraram
que o pulso realizado com triptona e extrato de levedura exercenu
maior efeito sobre o crescimento do microrganismo que aquele obtido
com o aminodcido e as vitaminas acima relacionadas. Isto indica
que os componentes complexos (triptona e extrato de levedura)
possuem outros atributos nutricionais importantes. Esses atributos
podem envolver caracteristicas nutricionais ou simplesmente atuar
de forma indireta sobre a bactéria por tornar mais adequada a
composigao quimica do meio. |

0 extrato de levedura atua, no meio de cultura, de forma
bastante diversificada. Pode servir como fonte de micronutrientes,
quelar seletivamente os métais, ou, também, possuir fatores que

reduzem a taxa de crescimento da populagdo, diminuem as atividades
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biossintéticas e impedem que se  detecte sensibilidade a
micronutrientes (Summers et al., 1979). Esses autores, usando
regimes estaciondrios de culturas continuas para otimizagio de
meios definidos, mostraram que Cellulomonas sp. e Bacillus cereus

L3

possuiam extrema sensibilidade &s variagBes nas concentragdes de

micronutrientes. O meio assim otimizado permitiu que se operasse em

taxas de diluigdes criticas de 0,571 e 0,467 h™' para Cellulomonas

e Bacillus, respectivamente. Os componentes complexos do meio podem
ainda evitar uma adaptagdo dos microrganismos Aas condigdes

estressantes impostas pelo meio definido. A proteina M, associada &

viruléncia de Streptococcus tipo A, era formada apenas em meio
complexo. A sintese dessa proteina, em meioc definido, &6 foi
possivel depois de sucessivas fases de adaptagdo da bactéria em
cultura continua (Davies et al., 1968).

O pH do meio exerce importantes alteragdes na atividade geral
de microrganismos. O valor de pH tem uma profunda influéneia nio
somente sobre a atividade, mas também sobre a formagdo de enzimas.

Com Klebsiella pneumoniae, as atividades e a sintese méximas de

glicose desidrogenase e gluconato desidrogenase se deram em valores
de pH de 5,5 a 6,0. Acima de 7,5 nenhuma atividade foi detectada
(Hommes et al., 1989). O pH do meio pode ainda interagir com
determinados componentes do meio de cultura de modo a afetar o
crescimento de microrganismos. A concentragico de biomassa de

culturas de Klebsiella pneumoniae ou Bacillus stearothermophilus,

crescidas em meio sintético, em processo continuc e com limitacéo
de potdssio, aumentou progressivamente guando o pPH do meio foi
alterado de 7,0 péra 8,5. Segundo Buurman et al., (1989), o aumento
na concentragido de biomassa ndo se deveu ao acimulo de pelimeros,
mas pareceu ser decorrente de um decréscimo, pH-dependente, no
requerimento minimo de K' pela célula . E interessante observar que

esse efeito do pH ndo ocorreu quando sais de aménio nac foram
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adicionados ao meio. Quando o glutamato foi usado como fonte de

nitrogénio, Bacillus stearothermophilus, além de reduzir sua

sensibilidade ao pH, elevou o teor de potéssio intracelular. Quando
sais de aménio foram adicionados progressivamente ao fermentador, o
teor de potassio intracelular diminui e as taxas metabdlicas
aumentaram. Isso mostra a importéncia das interagdes complexas que
os meios de cultura, mesmo definidos, podem exibir.

Muitas vezes o aciimulo de determinados produtos do metabolismo
depende da concentragdo de nutrientes do meio. A producao de

glutationa por Penicillium chrysogenum e o actdmulo intracelular de

glutamato, alanina e glutamina, em meio definido tendo NH,C1l como
Gnica fonte de nitrogénio, foram estimulados pelo aumento na
concentragado desse sal (Schwartz et al., 1988).

Outro aspecto de maior interesse e muito estudade & a
influéncia de nutrientes minerais sobre o crescimento e metabolismo
de microrganismos (Kida et al., 1991; Savarachorn et al., 1991;
Sikdar et al., 1991; Kida et al., 1991).

A formagdo de etanol por qualquer que seja o microrganismo deve
ser vista como um processo metabélico alternativo para a oxidagdo
do NADH+H' produzido durante a oxidagdo parcial do substrato. Em

condigbes anaertbicas, a principal via metabélica do Bacillus

stearothermophilus & a EMP acoplada & via PFL, produzinde uma
relagdo molar entre o &dcido férmico, acido acético e etanocl de
2:1:1, respectivamente (Mackray & Vaughn, 1957). Uma outra via
importante ¢é aquela que resulta na formagdo de &cido latico por
redugdo direta do &cido plrivico, catalisada pela LDH.

A linhagem Bacillus stearothermophilus 11d-15 utilizada neste

trabalho &, como anteriormepte mencionado, um mutante deficiente em
formar 4&cido latico (Hartley e Shama, 1987). Assim, a produgdc de
etanol depende apenas das condigdes que permitam uma maior
atividade das enzimas da via PFL. Apesar de o microrganismo ter

apresentado um Y, . igual ao que se obtém com levedura {(Hartley &
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Shama, 1987), observa-se, sob o ponto de vista tedrico, uma nitida
desvantagem do uso do Bacillus stearothermophilus 11d-15 para
formagdo desse produto (via PFL), guando comparado com levedura
(via PDC). A via PFL tem um Y”}de 1 mol de etanocl por mol de
glicose consumida, ou seja, 0,256 (gﬁ.g:). Microrganismos que
possuem PDC apresentam um Yﬁode 2 mols de etanol por mol de
glicose, o que corresponde a 0,512 (gp.g?). Neste dltimo caso,
dois mols de CO, sdo liberados e o esqueleto de carbono restante se
transforma em etanol. Além disso, todos os H' sio captados por

moléculas de NAD e utilizados na redugdo do acetaldeido para a

formagaec do  etanol. Na via PFL indicada para Bacillus

stearothermophilus l1ld-15, mesmo que esqueletos de carbono
estivessem disponiveis, a formagio adicional de etanol nio seria
possivel em virtude da falta do poder redutor necessidrio ao
processo. No entanto, a via PFL possui, nas moléculas dos 4&cidos
férmico e acético, o poder redutor e o esqueleto de carbono
necessdrios para a formagfio adicional de etanol, respectivamente.
A lnica forma de se aumentar o Ym, por essa via, seria através da
oxidagdo do &cido férmico, bela FDH, e da agdo simultinea da AcDH.
Assim, 2 mols de NAD seriam reduzidos pela FDH para cada mol de
glicose utilizada, perfazendo um total de 4 NADH+H'. Uma AcDH
catalisaria a formagdo de 1 mol de &dcido acético em 1 mol de
acetaldeido, usando 1 mol NADH+H' produzido na oxidagdo do Aacido
férmico. Finalmente, com o mol de NADH+H' restante, a ADH

reduziria 1 mol de acetaldeido, formando 1 mol de etanol. Desta
forma, microrganismos que utilizassem a via PDC ou PFL poderiam se
equivaler com relagdo ao Y.+ Neste caso, a via PFL liberaria CO, em
condigdes anaerdbicas, o que nd3o estid previsto na via proposta por
Hartley & ©Shama (1987) e Hartley et al. (1987) (Apéndice A). A
formagdo de CO,, segundo os autores, se deve & participagdo da PDH

no processo anaerdbico de produgdo de etanol, resultando em 2 mols
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de etanol e 2 mols de CO, por mol de glicose. Uma outra alternativa
para a formagdo de CO, seria a participagdo da via pentose fosfato.
A hipétese mais provavel seria a participagdo da FDH no processo. O
dcido acético seria um produto intermedidrio na formagio de etanol.
Neste caso, a acetil-CoA poderia se transformar completamente em

Acido acético, com uma produgdo total liquida de 4 mols de ATP, ao

invés de 3 mols por mol de glicose utilizada. Se Bacillus

stearothermophilus 11d-15 possuir uma alta energia de manutengio em
condigbes anaerdbicas, esse balango energético sera vantajoso
sobretudo para o microrganismo. Tem sido observado que o 4&cido
acético produzido pelo metabolismo de células vegetativas de

Clostridium thermosaccharolyticum €& convertido a etanol pelas

células esporulantes (Hsu & Ordal, 1970). Uma outra alternativa
seria o desvio da fonte de carbono para a formagdo de etanol com
pouca ou nenhuma formagdo de dcido acético. Tem-se conseguido, com
inibidores metabdlicos, fazer com que Fusarium oxysporum produzisse
etanol a partir de xilose, com significativa repressdo na formagéo
de &cido acético, atingindo valores de Y,,s duase liguais aos
valores Yn,(Singh et al., 1991).

R relagdo molar de 2:1:1 vista anteriormente s6 serd possivel
mediante a inibigdo da FDH. Hartley & Shama (1987) nioc observaram
atividade da FDH em extrato de células cultivadas em anaerobiose.
Isso ndo significa, necessariamente, a inexisténcia ou a nao
participagdo da enzima no processo. A falha na detecgdo da PDH pode
estar vinculada A perda da sua atividade devido ao contato da
enzima com o ar durante o preparo da amostra. A FDH de

Methanobacterium formicicum, durante 3 minutos na presenca de ar,

perde completa e irreversivelmente sua atividade (Schauer & Ferry,
1982).

Seria de grande valia que a inibicdo e o estimulo da FDH
pudessem ser controlados através das condigdes de cultivo, como séo

os processos de esporulagdo, de resisténcia a altas temperaturas,
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formagac de determinados produtos do metabolismo, entre outros. A

produgao de etanol por Clostridium thermosaccharolyticum é

positivamente correlacionada com a fase de esporulacioc (Hsu &
Ordal, 1970). Se isto for verdadeiro para o Bacillus
stearothermophilus 11d-15, as condigdes de cultivo podem, de fato,
estabelecer as diretrizes bédsicas para a produgdo de etanocl. Esses
autores relatam que a formag@o de etanol se torna importante no
momento em que as células se mostram alongadas e apresentam
esporos.

Quante aos estudos cinéticos, foi demonstrado que, em cultura
continua, 08 processos de crescimento e esporulagéo estéo
negativamente correlacionados (Dawes & Thornley, 1970). Conclui-se
que o crescimento e a formagdo de etanol também possuem correlagéo
negativa, ou seja, quando a esporulagdo se estabelece, s}
crescimento se reduz de forma significativa e a formagdo de etanol
acompanha o processo esporulativo. Nesse caso, o emprego de um
sistema de fermentagdc em duplo estdgio se faz necessério.
Diferentes condigSes de cultivo podem ser estabelecidas de modo a
estimular o crescimento no estégio inicial e induzir a produgédo de
etanol, no estdgio posterior. O valor de p, neste dltimo estaqgio,
em condigdes ideais, deve ser baixa ou aproximadamente zero.

A formagdo de produtos que nfo estd vinculada ao crescimento
pode ser de dois tipos, com base no valor de 4, ¢ d, independe de
n ou varia com n de uma forma complexa. A produgdo de esporos
se enquadra neste dltimo caso (Dawes & Thornley, 1970). O etanol,
sendo produto final do metabolismo energético, esta parcialmente
ligado ao crescimento e parcialmente independeﬁte da taxa de
crescimento. A formagdo desse produto final resulta ou do
requerimento de energia de manutengdo ou do desacoplamento do
sistema de produgdo de ATP. O fato & que, ndo havendo ligagédo total

entre a formag8o de produto ¢ o crescimento, a atividade sintética
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decai em fungdo do tempo. Pelo sistema de fermentagdo em duplo
estdgio (Fig. A-Apéndice B), a formagdo de células e enzimas
necessdrias ao processo produtivo deve ocorrer no primeiro estégio,
enquanto que a produgido de etanol se estabelece no segundo. Desta
forma, & imperativo que, no primeirc estdgio, o estimule ao

crescimento ndo provogue um "lag", come ocorre com Candida

tropicalis (Jeffries, 1982) e com Pachysolen tannophilus {Slininger
et al., 1982), no proces;o de formagdo de etanol, no estagio
produtivo. Nessa fase, deseja-se que o crescimento seja evitado e
que todo o fluxo de substrato siga a via PFL para a formagdo de
etanol. As condigdes de cultivo como anaerobiose, pH, temperatura,
entre outras, podem vir a ser as alternativas escolhidas para
inibir o estdgic de formagdo de etanol. Se a atividade celular em
formar o referido produto decair com o tempo, o retorno dessa
célula para o primeiro estdgio parece ser de grande importancia
para restabelecer a atividade e para permitir que formas celulares
em dorméncia voltem a crescer. Na fermentacdo acetona-butanol, a
performance do processo continuo de duplo estdgio tem-se mostrado
superior quando comparada com o sistema de dnico estdgio, com base
na concentragdo de butanol presente no efluente, produtividade
volumétrica e utilizagdo de substrato (Gray & Walls, 1983).

No processo industrial de formagdo de etanol, é conveniente gue
se desenvolvam meios sintéticos de baixo custo, sem necessidade de
adicionar produtos industrializados, como extratoe de levedura,
peptona, extrato de carne, assim como aminocdcidos e vitaminas,
entre outros. O meio definido apresentado por Amartey et al.
(1991a), a base de sacarose ndo se mostra, mesmo em condigdes
aerdbicas e na presenga de trés vitaminas e um aminodcido, proéprio
ao seu crescimento da linhagem 11d-15. O referido meio deve possuir
fatores inibitérios ou deficiéncias nutricionais importantes que
precisam ser removidos. Com essa baixa formagiio de células em meio

definido, torna-se dificil estabelecer estratégias adequadas para a
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fase de produgdc de  etanol (anaerdbica). Portanto, o
desenvolvimento dessas linhagens em meio definido, mesmo utilizando
sacarose como fonte de carbono, ainda se constitui um problema a
ser solucionado.

Este trabalho tem como principais objetivos, investigar, em
quimiostato, o metabolismo do Bacillus stearothermophilus 11d-15 e
sua capacidade de crescer e de produzir etanol em anaerobiose,
usando meio complexo & base de xilose; estabelecer, em batelada e
em cultura continua, as condigdes culturais para melhorar seu
crescimento em meio definido, tendo sacarcse como fonte de carbono;
e determinar, em sistema continuo e em aerobiose, as condigdes
necessarias para seu crescimento em meio definido & base de
xilose, de modo que a fase "lag” para formar etanol, durante a

transigdo de aerobiose para anaerobiose, seja curta.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo - Bacillug stearothermophilus NCAL503 & uma

bactéria anaerdébica facultativa e termofilica obrigatéria. A partir
desta linhagem, Hartley & Payton (1983) e Payton & Hartley (1985)
obtiveram o mutante PSII capaz de crescer em condigdes anaerdbicas,
em meio complexo, tendo a glicose como fonte de carbono. Através da
técnica de resisténcia a substrato suicida (dcido fluoropirivico),
esses autores conseguiram, a partir do mutante PSII, um novo

mutante denominado Bacillus stearothermophilus 11d-15. A nova

linhagem, tida como deficiente para a produgfo de &acido léatico, por
nao possuir LDH, foi obtida do Centre for Biotechnrology do Imperial
College of Science and Medicine.

As culturas foram crescidas e mantidas por dois diferentes
processos:

A. em melo complexo sélido, contendo por litro: 2,0 g de
extrato de levedura (Oxoid), 5,0 g de peptona (Oxoid), 1,0 g de
extrato de carne (Oxoid}, 3,0 g de glicose (Fisons) e 25,0 g de
agar {Difco). O crescimento em tubo de ensaio, contendo meio sélido
inclinado, foi efetuado a 65 ©C. Apés o crescimento, os tubos foram
mantidos a temperatura de 4 °cC.

B. em meio liguido definido: durante o processo continuo de
crescimento, aliquotas de meio de cultura, contendo células na fase
exponencial de crescimento, foram transferidos para tubos

universais estéreis e mantidas a baixas temperaturas (=30 °cy.

Preparoc do Indculo- O indculo foli preparado adicionando-se a 40
ml de meio de cultura, 10 ml de suspensdo de cé;ulas, contendo,
aproximadamente, 108 células.ml™’ e tendo sido mantida, em 1:5, a
relagdo volume de meio: volume total do recipiente. No caso de
células mantidas em meio sélido, as suspensdes foram preparadas
lavando-se a superficie do meio complexo sélido com o meio a ser

usado no preparo do inéculo. Cinco frascos de Erlenmeyer de 250 ml,
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devidamente inoculados, foram incubados a 65 °C num agitador
rotatério MKX (Lh-Fermenter Ltd. Bells Hill. UK) regulado para 200

rotagdes por minuto (rpm), durante, aproximadamente, 16 horas.

Processos de Cultivo

Batelada - Os estudos foram realizados em fermentador (Lh-
Fermentation 2000 series Ltd. Bells Hill. UK) com volume méaximo de
trabalho de 1 litro, equipado com: amplificador automético 2100-
controle de pH 2115, amplificador 2200-controle de temperatura
2218, amplificador 2300-controle de PO, 2316A, controle de espuma
2700, controle de fluxo de gas 2700, controle de velocidade 2516,
mostrador de medida 2020 e indicador de pontos predeterminados
2030. O volume de trabalho htilizado foi de 1 litro. A agitagdo foi
mantida a 600 rpm, utilizando duas turbinas de disco com laminas
planas. O movimento circulatério e o vértice foram evitados por
agdo de quatro chicanas. A aeragdo foi realizada através de tubo de
aeragdo com um anel perfurado situado abaixo da turbina inferier. O
fluxo de entrada de gés foi medido e controlado por rotametro. O pH
foi medido com eletrodo do tipo Ingold esterilizavel e mantido, no
valor predeterminado, através da adigdo de KOH 4N. O controle de
espumas foi feito por adigdo de uma solugdo de dimetilpolisiloxana
(0,25 ml.1"). O antiespumante e o KOH foram adicionados por meio
de bombas peristalticas acionadas automaticamente. 0O fermentador
foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 30 min., contendo 1
litro de meioc de cultura ou dgua destilada. Quando esta tltima era
utilizada, o fermentador era esvaziado em capela de fluxo laminar.
A conexdc entre o reservatdério contendo o meio estéril e o
fermentador foi feita através de tubos de silicone com conexdes
répidas rosquedveis. Por meio da bomba peristaltica (Eyla-Microtube
Pump-Rikakikai Ltd. Tokio}, foram transferidos 900 ml do meio do
reservatdrio para o fermentador. Apés ter atingido as condigdes de

cultivo desejadas, 100 ml de uma suspensdo de células (10%.ml17'), na
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fase exponencial, foram transferidos para o fermentador de forma
asséptica.

Continuo -~ O sistema continuo foi estabelecido adicionando-se,
ininterruptamente ao fermentador, meio de cultura estéril através
de bomba peristdltica (Eyla-Microtube Pump-Rikakikai Ltd. Tokio). O
volume de trabalho foi mantido constante por meio de sifdo, de modo
que o fluxo de entrada fosse igual ac de saida. A vazioc foi
medida através de pipeta instalada no tubo de conexio entre o
fermentador e a bémba. Amostras foram tomadas apds 5 vezes o tempo
de residéncia hidrdulico (t,). O sistema foi considerado em regime
estaciondrio quando, ao serem analisadas estatisticamente
(delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetigbes), as
absorbancias {A,q) obtidas no intervalo de duas horas nao
apresentavam diferengas significativas. Além da densidade éptica, o
regime estaciondrio foi comprovado pela evolugdo de CO, nos gases
de saida e pelo consumo de 0, detectados por meio de analise

continua desses dois componentes nos gases de saida do fermentador.

Medidas de Crescimento - 0 crescimento do microrganismo foi
acompanhado por determinagéb da densidade &ptica, evolugdo de Co, e
consumo de O,. Para a determinagio da densidade &ptica, as
aliquotas coletadas foram submetidas a tratamento de estabilizagio,
que consiste em adicionar formaldeido concentrado (37~40%) na
proporgdo de 1 ml de formaldeido: 10 ml de amostra (Pringle & Mor
1975). Ap6s fixacéo, aé amostras foram diluidas de mode a fornecer
uma densidade Optica entre 0,100 e 0,200,

0 peso seco foi determinado sem o processo de fixac&o. Apesar
desse procedimento ser igualmente conveniente para a determinagio
de peso seco, ndo foi aqul utilizado porque o sobrenadante foi
sempre usado para andlises guimicas. Aliguotas de 50 ml foram

colhidas e imediatamente submetidas 2 centrifugagido a 12,000 rpm,

sob refrigeragdo (4 °C). Foi utilizada centrifuga Sorvall-RC-5B
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Refrigerated Superspeed Centrifuge equipada com rotor 8SS-34. O
sobrenadante foi congelado (-30 ©C) para posterior andlise quimica,
e as células foram submetidas a trés lavagens sucessivas com &gua
destilada. Para cada lavagem, correspondeu uma centrifugagido. As
células, devidamente lavadas, foram suspensas em &gua destilada e
transferidas para placas de vidro previamente pesadas. Apés 3 dias
em estufa a 70 °C, diversas pesagens foram feitas, tendo sido
considerado peso constante quando o peso das amostras, medido o
intervalo de 24 horas, nao mais apresentava alteragoes
gsignificativas. ¢

A determinagdo de células viadveis foi efetuada pelo método do

Nimero Mais Provavel (NMP), (Mayou, 1976).

Determinagdo de Aglicares - A concentragdo de aglicar residual
foi determinada segundo Dubois et al. (1965). Esse procedimento
consiste em adicionar a 1 ml de sobrenadante, 50 1l de uma solugdo
de 80% de fenol (BDH) redestilado e 5 ml de H,S0, concentrado (BDH,
95,5% e de densidade 1,84). Este 1iltimo foi adicionado diretamente
sobre a mistura, com pipeta de 5 ml de escoamento (10 a 20
seqgundos). A reagdo se processou em tubos de ensaio medindo 20mm de
diametro por 150 mm de comprimento. A mistura foi homogeneizada e
deixada em repouso por 10 minutos. Apés nova homogeneizagdo, os
tubos foram colocados em banho-maria a 30 °C por 15 minutos, tendo
sido, em seguida, medida a densidade éptica em espectrofotdmetro
Shimadzu UV 240, em 490 e 480 nm para hexoses e pentoses,
respectivamente. 0 branco foli preparado utilizando-se agua
destilada no lugar da amostra.

Uma curva padrédo foi construida com 7 concentragdes de xilose
ou sacarose que variaram, em intervalos requlares, de 10 a 70
ug.ml™, tendo como branco &qua destilada. Uma andlise de
regressdo linear foi feita, usando o método dos quadrados minimos,

para achar o coeficiente angqular (a), o intercepto (b} e o
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coeficiente de determinagio r? da equagaoc y= axtb, onde x

corresponde a absorbéncia e y & concentragfo de agdcar em estudo. A
concentragdo de agicares na amostra foi determinada pela equagdo
linear obtida. Quando necessario, as amostras foram diluidas de
modo a se ter uma absorbancia dentro dos limites encontrados na

curva padrao.

Determinagao de Etanol - A concentracio de etanol no
sobrenadante foi medida por cromatografia géds-liquida, empregando-
se um cromatégrafo Philips Pu 4500 equipado com detector de
ionizagdo de chama e coluna de vidro de 1,5 m de comprimento e 3,5
mm de didmetro interno. A coluna foi empacotada com Poropak Q 80~
160 mesh (Walters Associates, Inc, Milford, Mass.) e operada
isotermicamente a 180 °C., As temperaturas de injetor e do detector
foram ajustadas para 225 e 250 °C, respectivamente. A chama foi
mantida com uma mistura de ar e hidrogénio num fluxo constante de
240 a 40 ml.min™', respectivamente. O gads de arraste (N;) teve seun
fluxo mantido em 40 ml.miﬁh. O n-propanol foi usado como padrao
interno. O volume total de injegi#o foi de 1 pl. As A&reas foram
calculadas por meio de computador integrador Shimadzu Chromotopac
C-R3A. Para se obter um fator de resposta médio, foram feitas 3

corridas cromatograficas.

Determinagéo 'de Produto Acidos de Fermentagdo, O, e CO, - As
andlises cromatogréficas dos &cidos férmico, acético, piridvico,
latico e succinico seguiram a metodologia empregada por Drummond e
Shama (1982) com a seguinte modificagdo:

Metilacdo - 2 ml de amostra centrifugada ou de solugido padrio
foram transferidos para frascos de 28,4 ml (1 oz UK) com tampa de
borracha. Foram adicionados 5 pl de uma solugdo de 10% (v.v =
volume de padr@o interno/volume de metanol a 40%) do padrio intermo

(dcido n-valérico), 2 ml de metanol e 0,75 ml de uma solugao de 50%
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de stOA(v.v4). A mistura foi incubada a 50 °C por 30 min. Depois
de atingir a temperatura ambiente, 1 ml de &gua desionizada e 0.5
ml de cloroférmio foram adicionados & mistura. A extracdo foi
efetuada por vigorosa agitagdo manual durante 5 minutos, seguindo
uma rotina padronizada.

A solugado padrao possui por litro de &gua desionizada: 5,0 g de
acido férmico (Sigma), 2,5 g de acetato de sédio (Fisons), 2,5g de
dcido pirivico (Sigma), 2,5 g de 4cido latico (Sigma) e 2,5 g de
acido succinico (Sigma).

Procedimento Cromatogréfico - Depois de terem sido efetuadas a

metilagdo e a extragdo, a amostra e o padrdo foram mantidos a
-30 °C por 40 minutos. A fase cloroférmio-ésteres de metila (1 pl)
foi injetada num cromatdégrafo a gds liquido Philips PU 4500
equipados com detector de ionizagdo de chama, programador linear de
temperatura e coluna de vidro, medindo 2,40 m de comprimento por
3,5 mm de didmetro. A coluna foi empacotada com 10% de adipato de
dietileno glicol (DEGA) e 2% de Acido foefdrico num suporte sdlido
de diatomdcea C 100/120 mesh (Phase Separation Ltd., Clwyd. UK}). A
amostra e o padrédo foram injetados utilizando-se uma seringa
Hamilton de capacidade méxima de 1 ul,

A temperatura da coluna foi linearmente programada. 0 programa
consistiu em manter a temperatura inicial em 50 °C por 1 minuto e,
em sequida, aumentar para 130 °C, numa taxa de 16 °C.min*'. A
temperatura final foi mantida por 18 minutos. O injetor e o
detector foram operados a 225 a 250 °¢, respectivamente, durante
todo o processo analitico. Os fluxos de hidrogénio e nitrogénio

foram fixados em 40 ml.min™

e o de ar, em 240 ml.min*.

As areas dos picos foram calculadas usando o computador
integrador Shimadzu Chromatopac C-R3A. Para se obter um fator médio
de respostas, foram feitas trés corridas de calibragdo. Os teores
de produtos presentes na amostra foram determinados comparando as

dreas dos picos de cada produto da amostra com as 4&reas dos



respectivos picos presentes na solugdo padrdo, a qual possul uma
concentragcado de produtos apropriada.
Para o calculo da concentragdo dos produtos de fermentagido foi

utilizada a seguinte férmula:

Co= DBy B ) By 1B/ [ (B Bypi) By

se P P

2pi Sipif

entdo: C = [(P1p/A1p)A2P]/[(1/A1p1)52p1]

Os teores de CO, e O0,, presentes nos gases de saida do
fermentador, foram analisados através de espectrdmetro de massa
(Quadrupocle Mass Spectrometer 8X200-VG Gas Analysis Middlewich-
England) equipade com médulo de pressdo total, mostrador digital,
compatibilidade de unidade analisadora e interface SI para controle

direto por computador (Apple). O equipamento foi operado segundo

instrugdes do fabricante.

Meios de Cultura - Os diferentes meios de cultura estio
relacionados no apéndice C. Quando o substrato utilizado & a
xilose, os meios apresentam, na identificagdo, o cédigo "Xi". Nio
havendo indicagdo, o substrato usado é a sacarose. Em todos os
casos, a fonte de carbono, o cloreto de aménio, o sulfato de
magnésio e o fosfato de potdssio foram esterilizados separadamente
do restante do meio; em autoclave a 121 °C. Ao atingir a
temperatura ambiente, as partes foram misturadas em condigdes
estéreis, em capela de fluxo laminar. As vitaminas e a metionina
foram esterilizadas através de filtros (Millipore Corp.) com

didmetro de poro de 0,2 mu e adicionadas ao meijo estéril.
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Modelos - Os modelos matematicos utilizados para o cdlcule dos
dados em termos dos diversos pardmetros de crescimento (Pirt, 1975)
foram os seguintes:

O valor de p fol calculado com base na equagido resultante do
balango de células em cultura continua: dx/dt = x{(p - D).

As equagdes de regressdo e os coeficientes de determinacio
foram obtidos através de um programa escrito em linguagem ST BASIC
para computador ATARI 520 ST expandido para 1 Mb RAM,

O valor de K foi obtido em processo continuo pela equacio:

D, = B, {1l - Ks/(Ks+ so)]l/z}. Os Y, e Y, foram calculados pelas

equagbes: Y, . = dx/ds e Y, = dp/ds, respectivamente. 0 (gq) foi

obtido segundo a férmula: ds = 1/x(ds/dt) ou q¢= p/Y,, e o Q; foi

obtido por: Qs= dg.Xx ou Qs= ds/dt. 0 valor de m foi calculado

por: 1/¥,. = 1/Y .+ m(l/p). Os valores de Y foram obtidos

X/S¢
por: ;J)’Yw.s = p(l/Ywm) + m. Os g,e os Q, foram determinados

por: q,= 1/x(dp/dt} e Q= (dp)x = Dp, respectivamente. O valor de
Y, fol obtido, em anaerobiose, por: Y= ¥,,s/n, onde, n = mols de
ATP disponiveis devido aoc metabolismo de um mol de substrato, e ¥y

- -1
= gx.mols.
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RESULTADOS

1. Crescimento de Bacillus gtearothermophilus 11d-15 e Formagao

de Produtos de Fermentacdoc em Fung¢do do pH.

Bacillus stearothermophilus 11d-15, quando cultivade em meio
complexo (BSTCM), tendo xilose como fonte de carbono e submetido a
condigdes anaerdbicas,se comportou de forma estdvel em diferentes
valores de pH. Contudo, é importante salientar que houve uma
expressiva dificuldade em iniciar seu crescimento. De cada 5
frascos de Erlenmeyer inoculados, apenas 2 a 3 apresentavam
crescimento. As culturas, ao serem transferidas para o fermentador,
esbogavam um ligeiro crescimento seguido de uma completa inibigao.
0 experimento foi iniciado apés, aproximadamente, 30 dias de

[}

sucessivas inoculagdes.

A  Figura 1 apresenta o comportamento de Bacillus
stearothermophilus 11d-15 em diferentes valores de PH e em processo
continuo. Comparando-se as médias pelo teste de Tukey, observa-se
que os valores de PS e de storam maiores em valores de PH 6,5 e
7,0, O ¥,,5r €m pH 8,0, foi malor que aqueles observados nos demais
valores de pH, sendo essa diferenca altamente significativa. Nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos referentes ao pH
6,5 e 7,0.

A Figura 2 mostra a formagio de etanol e dos &cidos acético,
férmico e succinico, em fungdo do pH. O Acido pirtvico nio foi
encontrado no meio e o acido latico foi produzido apenas em pH 6,2.
A maior produgdo de etanol foi obtida em pH 6,5.

As  relagdes molares (Adcido férmico:etanol:dcido acético)
encontradas foram de 2:1,28:1,40; 2:1,53:1,09; 2:0,99,1,13 e
2:0,3:1,25 para os valores de pH 6,2, 6,5, 7,0 e 8,0,
respectivamente. As Figuras 3(a), 3(b}) e 3(c) apresentam o
logaritmo de r, |, de r | e de Tuaelpr €M fungdo do pH. Os trés

grédficos foram construidos levando em consideragdo a relagdo molar
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estabelecida pela via PFL. Definiu-se, portanto, esse tipo de

4

relagdo molar como @

Tyeol e = dFO/dFo’ |,
Tupolgr = dFo/dFo” |,
Lopelgr = AAC/AAC! |

tomando-se o logaritmo de cada um desses valores tem-se:

log x|, = log(dFo/dFo’) |,.
log r . | = log(dFo/dFo’} |,
log ry | = log(dAC/dac’) |,

quando o log de uma dessas relagdes for zero, a relagaoc molar,
definida para a via PFL dos produtos envolvidos, & obedecida. Na
Figura 3(a), foi observada uma tendéncia do &cido acético ser
ligeiramente mais abundante no meio que o &cido férmico. Pode-se,

através do gréfico obter o percentual do valor observado (Fo) em

relagdo ao esperado (Fo');

para dFo/dFo’ [,

fazendo log r R

afo A TMLFo

Fo% = [(antilog R, . }100]

MLFo

observou-se que o dcido férmico presente no meio correspondeu a
71,28%, 91,75%, 88,21% e 79,91% do esperado, com base no 4&cido
acético obtido em pH 6,2, 6,5, 7,0 e 8,0, respectivamente. Na
Fiqura 3(b), a formagdo do etanol foi maior que a correspondente em
dcido férmico para valores de pH &cido ( 6,2 e 6,5).

0 valor percentual de Fo para dFo/dFo’|_ foi de 78,01% e de
65,18% para pH 6,2 e 6,5 respectivamente. Comparando-se as Figuras
3(a) e 3({b), nestes dois valores de pH, verifica-se que em pH 6,5 o
valor do log r |, € o que mais se aproxima de zero e o log r

mFolET e
© que mais se distancia de zero. Em pH 7,0, a relagdo molar
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(etanol:&cido férmico) 1:2, prevista para a via PFL, fol obedecida,

pois log assume valor =zero. O log «r voltou a se

mFo ] ET mfo I AC

distanciar de zero, significando que a relagdo molar (&cido
férmico:dcido acético) 2:1 ndo foi mantida. O valor percentual de
Fo para dFo/dFo’|. foi, aproximadamente, de 100% em pH 7,0. Na
Figura 3(b) e em pH 8,0, pode-se observar que a producio de etanol
foi menor que a concentragdo equivalente em dcido f£érmico presente
no meio. O valor do acido corresponde a 330% do valor esperado.
Neste mesmo pH, o log rMOMQ se distancia ainda mais de zero (Fig.
3(a)). A Figura 3(c) mostra que apenas em pH 6,5 a formagdo de
etanol supera a de dcido acético. Os valores percentuais de AC para
dAC/dAC’|ET foram de 109,45%, 71,04%, 114,30% e 412,91% para
valores de pH 6,2 e 6,5, 7,0 e 8,0, respectivamente.

0 maior valor de Yo em pH 6,5, indica gque neste pH a

formagéo de etanol & favorecida. Foi obtido, neste pH, um Y de

ET/S
0,745, o gue corresponde a 89,4% do valor tedrico. Se for levado em
conta o Y, com base na via PDC de levedura, cujo valor & de 1,667
(molp.mol?), este Y . representa apenas 44,7%. Em valores de pH
6,2, 7,0 e 8,0, os fatores de conversdo, considerando a via PFL,
foram de 23,40%, 65,52% e 15,00%, respectivamente. Pela via PDC, a
equivaléncia foi de 11,70%, 32,76% e 7,50% para os valores de pH
6,2, 7,0 e 8,0, respectivamente.

A Figura 4 apresenta os valores de Y, s para os acidos acético,
féormico e succinico e etanol. O maior Y., foi obtido em pH 6.5.
Houve diferenga altamente significativa entre os valores médios de
Y., Obtidos em pH 6,2, 6,5 e 7,0. O teste de Tukey revelou
diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade entre as
médias de Ymvsobtidas em pH 6,2, 6,5 e 7,0. Nao houve diferenga
entre os valores encontrados em pH 6,2 e 8,0.

Os maiores fatores de conversdo para o &cido acético foram

obtidos em pH 6,5 e 7,0 que diferiram significativamente entre si

ao nivel de 5% de'probabilidade.
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<

Houve diferenga significativa, ao nivel de 1% de probabilidade,
entre os fatores de conversdo do 4&cido férmico obtidos nos
diferentes valores de pH. Os fatores de conversdo dos 4&cidos
acético e férmico mais baixos foram observados em pH 6,2 e os mais
altos em pH 7,0.

Os fatores de conversdo do &cido succinico obtidos em PH 6,2 e
6,5 ndo diferiram entre si, mas apresentaram diferenga
significativa, ao nivel de 1% de probabilidade, com relagdoc aos
valores observados em pH 7,0 e 8,0.

Observa-se que o aumento do pH de 6,5 para 8,0 afeta
principalmente o fator de convers3o do etamol (Fig. 4). O tracado
das curvas referente aos &cidos acético e férmico revela um
comportamento muito semelhante entre ambos. Pela andlise de
regressdo feita, considerando os fatores de conversio dos dois

dcidos nos quatro diferentes valores de pH, foi obtida a equagdo:
YFo/S= 1"943(Y,qc/5) - 0,114; (1'2== 0,980)

0 Y. ,médio do 4cido férmico aumenta de forma linear, & razio de

-1 -
1,943 mol,.mol]’ por Y,.,s+ Como era de se esperar, a regressao

linear para a formagdo dos dois &cidos também mostrou um r? de

0,994. A equagdo obtida foi:

mM._ = 1,968 (mM

Fo ) - 7,099

a produgdo média de acido férmico, portanto, aumenta de forma
linear, & razdo de 1,968 mM por mM de acido acético formado.

A Figura 5 expde os valores de ¥, para os acidos férmico e
acético e para o etanol obtidos apenas com a fragdo de xilose que
participa diretamente da formagido destes produtos. Esta fragao pode

ser obtida sabendo-se que:

ds = ds’" + ds’
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onde: s = substrato total usado pelo microrganismo; s’= substrato
usado pela via PFL; s'’= substrato que ndo participa da via
PFL

0O fator de conversdo com base em s’ seria:

Y, = dp/(ds ~ ds’")

Yossr = dp/ds'

Com base na relagdo molar substrato/produto, ds’ pode ser definido

Ccomo:

ds’

K(dpg; + dp,.)
logo: Yo = (1/R)[dp/(dpg; + dp,.)]

K €& uma constante de proporcionalidade que depende do substrato
usado. Para a xilose, K assume o valor de 0,6. A Figura 5 mostra
que, gquando o YE”s.diminui, o Y, aumenta. Para o acido férmico em
relagdo ao etanol, esse comportamento se da a partir do pH 6,5.
Através da andlise de regressdo linear de Yoo € de Y

Ac/s'
obteve-se a sequinte equagdo:

Yo = = 1,0006(Y_ ) + 1,6672; (x?= 0,999)

significando gue Y, diminui de forma linear, & razdo de -1,0006

por aumento de Yorss e

Para Y, ., e Y ., & equagdo obtida foi:

&

Yoo = 1,4286 (Y, ) + 0,2012; (z®= 0,890)

Observa-se, neste caso, gque o aumento de Y ,or em relagdo ao
aumento de Y, ., ndo mais corresponde ao valor de aproximadamente
2, como foi verificado na andlise de regressio feita com base no
teor total de xilose utilizada.

O Y, ,0r em pH-B,O (Fig. 5), foi de 2,145, ou seja, 28,674% mais

alto que o Y, (1,667) permitido pela via PFL.
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A Figura 6 aponta as taxas especificas de consumo de substrato
(dg) e de formagdo de produtos (q,), nos diferentes valores de pH.

A andlise de regressdo entre d, € pH resultou na segquinte equagio:
gy = - 1,679pH + 28,456; (x®= 0,839)

Como se observa, a taxa especifica de consumo diminui & razdo
aproximada de 1,679 mmols.(gx.h)q por unidade de pH aumentada.

Os valores de pH interferiram significativamente sobre as taxas
especifica de formagdo de etanol e dos acidos acético e  férmico.
As maiores taxas especificas de formagdo de etanol foram obtidas em
valores de pH 6,5, enguanto que as mais altas taxas especificas dos
referidos Acidos se deram em pH 7,0,

As taxas especificas de formagdo de Acido succinico observadas
em pH 6,2 e 6,5 ndo apresentaram diferenga significativa, mas
diferiram ao nivel de 1% de probabilidade das obtidas em pH 7,0 e
8,0.

Os YMP(gxdmﬂfLP), nos diversos valores de pH, puderam ser
calculados diretamente a partir de sz(gx.mol;1) e sz(moly.molj),
com base nas vias glicolitica e PFL. Tendo-se a xilose como
substrato e considerando-se a formagdo dos &cidos latico, acético
e succinico, o total liquido de ATP formado em anaerobiose
seria de 1 mol de ATP por mol de 4cido latico e 2 mols de ATP por
mol de dcido acético ou Acido succinico. Os valores encontrados em
pH 6,2, 6,5, 7,0 e 8,0 foram de 10,839, 5,513, 4,645 e 6,381
(gx.mol'l

p )¢+ respectivamente.
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2. Crescimento de Bacillus stearothermophilusg 11d-15 em Meio

Definido, Tendo Sacarose como Fonte de Carbono e em

Aerobiose.

Apesar da aparente estabilidade da bactéria no meio complexo,
fol obgervado, no experimento anterior, que a bactéria apresentava
dificuldade em iniciar seu crescimento em fermentador a 70°C.
Ficou, portanto, demonstrado que o meic complexo ndoc era capaz de
fazer com que o microrganismo superasse esse problema. Requerimento
nutricional nd3o podia ser a causa do fenémeno, porque, uma vez
iniciado o crescimento, o microrganismo se comportava normalmente,
atingindo o regime estaciondrio esperado.

Durante a preparagdo do meio de cultura, constatou-se que este
se tornava turvo antes da esterilizagdo e marrom, com sedimento
escuro, apods autoclavagem. A precipitacdo de sais ndo fol evitada
pelos agentes quelantes do meio (EDTA e &Acido citrico). Por este
motivo, além do meio BSTSM, foram preparados 40 1 de meio com
adigdo de apenas 1,0 mg.1™"de FeCl;, o qual foi denominado meio G.
A metade deste meio, foi acrescentado CaClz, de modo a se obter uma
concentragdo final de 5,0 mg.1™'. A estabilidade do microrganismo
foi, portanto, investigada, em condigbes aerdbicas (2,0 vvm de ar)
nos meios BSTSM e G sem e com adigdo de CaCl,. Nestes trés meios, a
xilose foi substituida pela sacarose.

A redugdo feita no teor de FeClydo meio ndo mais causou
precipitagdo de ferro. O meio ficou transparente e sem coloragdo. A
adicio de 5,0 mg.l" de CaCl, foi suficiente para provocar
turvagao. Mesmo assim, este meio foi usado para comparar, em
batelada, o efeito dos gois diferentes precipitados sobre a
bactéria.

Pode ser visto na Figura 7{a) que, durante o crescimento da

bactéria, em batelada, ndo foi detectada a fase "lag” e a méxima
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produgdo de células ocorreu em duas horas. O ny. ©obtido pela
equagdo de regressdo linear (r’= 0,997), foi de 0,832 h', o que
corresponde a um g de %0 minutos. Ao mesmo tempo, ndoc foi
observada a fase de desaceleragdo. 0 declinio no crescimento
ocorreu logo apds a bactéria ter atingido a formagdc méxima de
célula,

A Figura 7(b) apresenta o comportamento da bactéria em meio G
sem e com a adigdo de cdlcio. Observa-se que, em ambos os casos, a
produgdo de células foi significativamente maior que aquela obtida
com o meio BSTSM (Fig. 7(a)). O meio G, sem adigio de cé&lcio,
apresentou uma fase "lag" de, aproximadamente, 2 horas, enquanto
que no meio G, com adigdo de 5,0 mg.1”? de CaCla, esta fase naoc foi
detectada. A fase de desaceleragdo pode ser observada no meio G com
e sem adigdo de calcio.

O pyy determinado pela equagéo de regressio linear (r? =
0,990), foi de 0,690 h™", para o microrganismo crescido em meio @G
sem adigéo de CaCl,. O p,, no meioc G com adigdo de CaCl, ndo foi
determinado por ter apresentado uma fase exponencial muito curta. O
Bacillus stearothermophilus 11d-15 apresentou, aparentemente, um
M,y Mails alto no meio BSTSM ‘que no meio G.

Deve-se enfatizar que vdrias transferéncias de inéculo foram
feitas para due houvesse crescimento do microrganismo nos
diferentes meios, em fermentador. Esse problema tem ocorrido tanto
em meio complexo como em meio definido.

O comportamento do Bacillus stearothermophilus crescido em
cultura continua} usando os meios BSTSM e G sem adicdo de CaCl,,
esta apresentade na Figura 8. Constata-se que, no meio BSTSM, o
microrganismo ndo encontra condigdes de estabilidade e nem consegue
atingir um crescimentoe razodvel. Em 20 horas, a bactéria se
encontrava ainda numa fase de adaptacio As novas condicdes de
cultivo. A partir dai, houve uma reagdo transiente de aumente da

massa celular, mas sem atingir a estabilidade prépria do processo
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continuo. Isso mostra que & taxa especifica de crescimento celular
pode variar com o tempo, dependendo da composigdo quimica do meio
de cultivo. A oscilagdo observada sempre mostra a tendéncia de se
obter um platd cada vez mais baixo. Isso pode ser visto nos
periodos de tempo compreendidos entre 20 e 50 horas.

No meio G, constatou-se que o microrganismo atingiu o regime
estaciondrio em 20 horas, ou seja, o correspondente a 5 t,, e que
se manteve estavel durante todo o periodo que durou o experimento
(52 h).

Convém salientar que no meio complexo {BSTCM) utilizado no
experimento anterior ndo foi observada precipitagdo. Isso se deve
ac fato de gue componentes deste meio possuem caracteristicas
quelantes importantes capazes de evitar a precipitacdo de sais de
ferro. Tais componentes podem estar presentes no extrato de
levedura e triptona. Mesmo assim, deve-se considerar que o referido
meio ndc estd, por definitivo, livre da formagaoc de precipitados.

O precipitado, observado no meio BSTSM, foi provocado pela
adigao de 7,0 mg.1™ FeCly;. O meio G, caracterizado pela redugdo na
adigado de FeCl, de 7,0 mg.1l" para 1,0 mg.1”", se mostrou adequado ao
crescimento aerébico do Bacillus stearothermophilus 11d-15 e livre
de formagdo de precipitados que comprometem o crescimento.

Ficou ainda para ser identificado os fatores responsaveis pela
inibig@o que se observa com fregqiiéncia no inicio da fermentagdo. ©
precipitadoe de sais  de ferro n3o estd envolvide neste tipo de
inibigdc, pois, mesmo com os meios G e G+CaCl,, foi necessirio se

efetuar repetidas inoculagbes, para se iniciar o crescimento.
2.1. Transicdo de Rerobiose para Anaercbhiose.

O meio G, sendo mais adequado ac crescimento de Bacillus

stearothermophilus 11d4-15, foi considerado o meio base para

investigagbes sobre processos transientes e participagado de alguns
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componentes do meio na manutengdo do crescimento e na formagdo de
produtos de fermentagio.

A Figura 9 apresenta a resposta do microrganismo & transigio do
processo aert6bico para o anaerébico. Inicialmente, o regime
estaciondrio foi atingido em condigdes aersbicas (2 vwvm de ar) com
um D de 0,240 h'. Quando as condigdes anaerdbicas foram
estabelecidas, o crescimento foi sensivelmente afetado. O valor de
d., definido como d.= j_ + D, observado no intervalo de 52 e 68

&

horas, e calculado pela equagao:

X = xoe-(]L + Dt

ou x = 1752976,3583 %%, (y?= g,999)

foi de 0,273 h™ e obtendo-se, portanto, um j, de 0,033 h'. a
reducdo de D de 0,240 para 0,1 h'' e nem o sistema de batelada
foram capazes de recuperar o crescimento.

A Figura 10 mostra a resposta da bactéria a diferentes vvm de
ar e a transigdo de aerobiose para anaerobiose. O volume de ar foi
reduzido para 0,1 vvm, visando diminuir o impacto anaerébico
durante a transicao.

Como o p,, da bactéria poderia estar bem abaixo de 0,240 b,
optou-se, arbitrariamente, por fixar o valor de D em 0,070 k™", ao
invés de 0,240 h?'. Com a modificagio, a permanéneia do
microrganismo no fermentador se tornou maior; o t,, neste caso, foi
de 14 h e 17 min. contra 4 h e 10 min. do experimento anterior.

Os resultados | indicam que o crescimento nao foi
significativamente afetado pela redugdo do volume de ar de 0,5 para
0,1 vvm. Mas a anaerobise modificou, sensivelmente, o comportamento
da bactéria. 0 valor de d., para a fase de transigao, no intervalo

de 76 e 101 horas, foi de 0,0995, calculado pela equagdo:
= -(L + D)t
X = xe)

ou X

1742,068e70:0%;  (r2= o,99¢)
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0 j, foi, portanto de 0,030 h7.

2.2, Agdo do CaCl, sobre o Crescimento e Metabolismo Celular

Foi observado no experimento anterior, que a bactéria apresenta
um bom crescimento em condig¢des parcialmente aerdbicas. No entanto,
quando a aeragdo foi inter}ompida, iniciou-se um processo litico,
que pareceu ser Iirreversivel. A irreversibilidade poderia ser
controlada por agentes estabilizadores, como CaCl,, ou por um
processo de adaptagdo do microrganismo &s novas condigbes. Foram,
entao, preparados trés meios de cultura com niveis diferentes de
CaCl,: G - meio G sem adigdo de CaCl,, Gl - meio G com adigdo de
5,0 mg.1™" de CaCl,; G2 ~ meio G com adigdo de 2,5 mg.1" de cacl,.
0 microrganisme foi cultivado nestes meios em condigdes
parcialmente aerdbicas (0,1 vvm de ar), com um u de 0,070 h™'. Em
Gld o microrganismo foi mantido no meio Gl com um ude 0,136 h'l e
em G2d a bactéria foi crescida no meio G2 com um n de 0,240 h™.

A Figura ll(a) mostra a agdo do CaCl, sobre o comportamento da
bactéria. Considerando, inicialmente, apenas G, Gl e G2, observa-se
que o0 menor crescimento e o menor Y , foram obtidos em G2. a
andlise estatistica revelou diferencas, altamente significativas,
entre o crescimento do microrganismo nas trés condigdes, o mesmo
ocorrendo com o ) S *

Quando o valor de D do meio Gl foi alterado de 0,07 h™ para
0,136 h™ (Gld) e o do meioc G2 para 0,240 h’ (G2d), a bactéria
mostrou  sensibilidade ao meio Gl, nic atingindo o regime
estaciondrio, e o arraste de células foi inevitavel. Na Figura
l1(a}, pode-se constatar que, em G2d, a bactéria apresentou um
crescimento e um ¥,/ significativamente maiores que nas demais
condigbes estudadas. Os valores de gg e de Q, (Fig. 11(b)} foram

mais altos em G2d. O dsr Nno entanto, foi menor em Gl.
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Pelas concentragdes (Fig. 12(a)), pelos fatores de conversio
(Fig. 12(b)) e pelas taxas especificas de formagdo (Fig. 13) de
etanol e de &cido acético, percebe-se a influéncia da adigdo de 2,5
mg.1l™" de CaCl, e a importdncia da taxa de diluigdc sobre o
metabolismo da bactéria.

O meio G com e sem 2,5 mg.l" de CaCl, permitem igual

crescimento do microrganismo.

2.2.1. Crescimento em Diferentes valores de D, em Meio com e sen
Adigdo de CaCl,; Obteng@o do Fator de Conversdo Verdadeiro

(¥,,sc) e do Coeficiente de Manutengio (m).

A Figura 14 apresenta a resposta do microrganismo crescido em
meio G, sem metionina, no qual foi adicionado CaCl, (2,5 mg.1™") e
em diferentes taxas especificas de crescimento. A metionina foi
removida do meio porque, em condigdes parcialmente aerdobicas, foi
verificade que a bactéria ndo requer este aminoicido para seu
crescimento. Observa-se que o nimero de células cresce quando q
aumenta de 0,06 a 0,36 h™'; hi um periodo de estabilidade no niimero
de células a partir de 0,36 a, aproximadamente, 0,60 h™'. Quando u
aumenta para 0,66 h™', o ndmeroc de células se reduz, mas a cultura
atinge o regime estaciondrio. Mesmo com um D de 0,78 h™', n3Eo se
observa arraste total; o regime estacionirio se estabelece, embora
a concentragdo celular se mantenha em niveis baixos. 0 mesmo
comportamento se verifica com o Yys+ O valor de g, aumenta com o
incremento de pn. E importante observar que, ao contridric dos
demais pardmetros, 4s se mantém constante durante a variacdo de p
na faixa de 0,06 a 0,66 h™'.

A taxa volumétrica de consumo para a manutengdo [(p.Y?)x] foi
alta, quando p foi mantido em 0,06 h™ (Figs. 15(a) e 15(b)). &
medida que a taxa de diluigdo aumenta, o consumo de substrato

destinado ao crescimento [(n.Y,,})x] acompanha o comportamento
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grafico relativo ao consumo total [(p.Yﬂ;)x]. Em termos
percentuals (Fig. 15(b)), cobserva-se que, com o aumento de u, o
consumo de substrato para o crescimento aumenta, mas o consumo para
a manutengdo celular decresce. Verificou-se que a concentracgdo
celular se mantém constante (Fig. 14}, guando o consumo para o
crescimento atingé 63% do consumo total (Fig. 15(b)).

A varlagdo nos pardmetros fisiolégicos do microrganismo, quando
este & mantido em meio sem adig8@o de CaCl, e em diferentes valores
de pn estd apresentada na Figura 16(a). Observa-se, como no meio
com adig8o de CaCl, (Fig.15), que a concentragdo celular cresce com
o aumento da taxa de diluigdo, nos limites de 0,12 a 0,36 h*, o
mesmo ocorrendo com os demais parametros. A Figura 16(b) revela que
a taxa volumétrica de consumoc de substrato para formagdo de
células, em termos percentuais, cresce, com um correspondente
decréscimo no consumo de substrato para a manutengdao, em fungidc do
aumento de p. O valor percentual da taxa volumétrica de consumo
para o crescimento, em 0,36 hq, foi de, aproximadamente, 59% do
consumo total.

A Figura 17 contempla um grifico da dupla reciproca de 1/Y
contra 1/p, para obtengdo dos coeficientes de manutencado celular,
nos meios com e sem adigdo de CaCl,. Foram encontrados coeficientes
de manutengdo de 1,428 e 1,698 mmols.(gx.h)” nos meios com e sem
adigdo de calcio, respectivamente. Verifica-se que a faixa linear
se encontra apenas nos valores de p compreendidos entre 0,12 e
0,36 h.

O fator de conversdo méximo tedrico foi calculado pela equagio
da regressdo linear entre os diferentes valores dé 2 e as taxas
especificas de consumo de substrato (Fig. 18). Percebe-se, pelo
comportamento grafico e pelos valores numéricos, que ¢é desprezivel

a diferenga existente entre os valores Yysc NOs dois meios, Os
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fatores de conversdo méximos encontrados nos meios com e sem adigdo
de cadlcio foram 151,323 e 153,022 g,.mol]', correspondendo a 44,7 e
44,2 % do mol de substrato, respectivamente. E preciso consgiderar
que os valores de m e de lfszccalculados foram obtidos com
equagdes diferentes para se evitar nlimeros decorrentes de
extrapolagdes. ¢

Os valores de Y,,.., nas taxas de diluicdo compreendidas entre
0,12 e 0,60 h™" para o microrganismoe cultivado em meio com adigéo
de 2,5 mg.1" de CaCl, e entre 0,12 a 0,36 h™ gem adigdo de céalcio,

foram calculados por:
Yysse = BX/[(ux/Y, ) - mx]

obtendo-se uma média de 142,25 g'x.m.ol'1 e de 158,52 gk.molq,
respectivamente.
Pode-se observar, na Figura 14 que, dentro de certos limites de

H, gs € realmente uma fungdo linear de n, ou seja,
gs = p(l/Yy“) + m

como apresentado na figura 18. O valor de m dentro deste limite de

I seria:

X/s
M= p/Y - w/ Yy

No entanto, verifica-se que, a partir de 0,54 h-' (Fig. 14), qgs

varia, em relag8o a pu, de uma forma exponencial, ou seija,

gs = (gs)e®

gs = 0,936e*®%;  (y2= 0,981)

Os coeficientes (gs)ye q foram, portanto, de 0,936 ItlItu::ls(t;;x.h)"I e 3

h e 12 min., respectivamente,
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Em virtude da dificuldade de se obter um arraste de células
completo em taxas de diluigdo acima de Beyr © Pprocesso dinémico
para o cédlculo desse pardmetro ndo foi utilizado. Para a obtengao
de K, foi considerado o valor de Py calculado em batelada, ou
seja, 0,69 h''. a concentragao de § sendo muito pequeno ou quase
desprezivel no meio, torna sua andlise quimica dificil e imprecisa.

Logo, a obtengdo de K, pela equagdo:
H o= Ry,8/ (K + §)

fica prejudicada. O cédlculo de K;s envolvendo a concentragio de
substrato contido no reservatério (sy)r a0 invés de §, se torna

mais preciso. Para tal, & necessario considerar que:
4
X = Yyl(8, - 8)

-

D= DY, (s, - 8)

(01
]

como KD/ (Byy = D)

logo: DX= DY, {S, ~ [KD/ (1, - D)1}

Essa equagdo representa a produtividade de células no processo,
para cada valor de D. A derivada primeira da equagao, em relacdo a
D, & positiva e a derivada sequnda é negativa. Isso significa que a
fungdo & crescente e convexa. Portanto, achando-se a derivada
primeira e igualando a zero, acha-se o valor de D, onde a

produtividade é méxima, ou seja:

D= {1 -1 Ké/(Ks+ SO)]1/2 }

A Figura 19 indica a variagdo da produtividade em fungdo da taxa
especifica de crescimento. A produtividade de células {Dx) atingiu
© maximo 0,326 g,.(1.h)™, quando a taxa especifica de crescimento
foi de 0,6 h™'. Assim, K; foil determinado pela equagio acima, tendo

sido encontrado o valor de 1,01 x 10™4m.
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A taxa especifica de crescimento critica, D oou p. (0,690 h™y,

foi obtida pela equagdo:

Do = [ (1,,Sg)/(Ky + ;) 1.

A eficiéncia de utilizaglo de substrato é definida como a

relagéo entre Y_e Y5 Assim @

YE/Yx,s= (x/su)/[x/(so- 8)]
YE/YXIS= sy - 8)/s,

Ye/ ¥y = {85~ [KD/ (1, ~ D)1}/s,

O valor deste pardmetro foi de 99,99% no D,.
A relagdo entre Y e D foi semelhante aquela encontrada em
reagdes de enzimas ndo alostéricas (Fig. 14), entre velocidade

inicial de reagdo e concentragio de substrato, ou seja,

Yirs = Yt/ (B + Ky)
linearizando: 1/Y,.= (n + Ks) /Y1

VY = (Ku/¥,, )1/n + /Yy,

A solugdo desta equagdo leva ao mesmo resultado que se obteve na
Figura 17, mas com um desdobramento para o cédlculo da constante
Ky, Isso mostra que m = Ru/Y,. . O CaCl, exibe efeito ativador, uma
vez dque, o valor de Ky é menor em meio no qual esse sal foi
adicionado (G + CaCl,: Ky= 0,216 h™; G: Ky= 0,260 h™"), O tragado
grafico representa um comportamento semelhante & inibigéo
enzimatica competitiva, quando o cdlcio nioc & adicionado.

Foi visto, anteriormente, que j_teve um valorl aproximado de
0,03 h'. E importante saber se o microrganismo, por exibir um Kg.
menor no meio com adigdo de cédlcio, teve seu metabolismo alterado
pela agédo ativadora do CaCl, adicionado, ou se esse fato se deven

apenas a uma redugdo no valor de Ry Para calcular K, é necessario
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considerar a variagdo de x,dentro do fermentador, ou seja,

dx,/dt = px, - Dx, - (Te + J)%,

No regime estacionério,

dg,/dt = 0
logo: nx, = Dk, + (j"+ jL)i'cV
ou n=>0b+ jn+ jL
onde! Ky= Jy+ 3,

0 arraste de células totais (X7} s Ou seja, células viaveis (%)
mais células mortas totais (xp), deve ser compensado pelo
crescimento das células vidveis (x,). Caso contrdrio, haverd um

arraste completo. Assim, pode-se expressar:

px,= DX, 6 + DX &

logo: X, = DX, /(D + Kp)

Com esta equagdo, pode-se calcular o nimero de células vidveis em
diferentes taxas de diluigdo. Para tal, & necessirio saber o valor
de K, com base no nimero de células totais vidveis, de onde, por
diferenga, se obtém o nlimero de células ndo vidveis (x;). A
contagem de células totais em cdmara de Thomas ou Neubauer nao

oferece precisdo, para o caso do Bacillus stearothermophilus 11d-

15, por formar, em determinadas condigdes de cultivo, longos
filamentos. O mesmo problema ocorre com a contagem de células em
prlacas de Petri. Uma fez que, cada coldnia crescida em meio s6lido
deve representar um individuo, o filamento resultante da ndo
separagdo das células leva a uma redugdo importante no ndmero de
células vidveis. Além disso, esta linhagem n3o apresenta um bom
crescimento em meio sdlido., Isso se deve, provavelmente, a
sensibilidade do microrganismo i mudanga de estado fisico do meio
de cultura e ndo a um possivel choque de temperatura durante a

transferéncia das células do fermentador para a placa de Petri. Foi
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observado que o microrganismo ndo perde viabilidade quando removido
de altas (70 °C) para baixas (-20 °¢) temperaturas, e nem de -20 °C
para 70 °C, desde que o meio, a ser submetido ac congelamento, seja
liguido. A difusdo de produtos de fermentagdo em meio sdlido é mais
lenta que em meio liguido. Esses produtos se concentram em torno da
microcolénia impedindo, desta forma, seu desenvolvimento. Como a
contagem de células vidveis pelo método do NMP (nimero mais
provavel) se processa em meio liquido, este método, apesar de
demorado, tem dado excelentes resultados. Pode-se, no entanto, pela
equagao acima, calcular o valor de K, sem gque se recorra a

determinagdes imprecisas e demoradas de células vidveis. Assim, o

rearranjo da equacgdo:

%, = Dx, /(D + K,)

conduz a Xpgr = Xy F (1/D)xg%

Tragando-se um grafico de x,, contra 1/D, obtém-se uma reta cuja
inclinag&o representa x,K,e o intercepto, Xy+ Os valores de K; do

microrganismo foram 0,064 e 0,066 h™?, quando crescido em meio com
e sem adigdo de cdlcio, respectivamente. Como pode ser visto, os

valores de K;, nos dois meios, s3o bem préximos.
2.2.2. Atividade MetabSlica Durante Processos de Transigio.

Em condigdes parcialmente aerébicas, espera-se que parte do COQ,
evoluido se origine da descarboxilagio do &cido pirGvico por acdo
direta da PDH. Nio esti ainda esclarecido se a FDH também pode
participar do processo de evolugdo de Co,, em condigdes
parcialmente aerébicas, assim como se a PDH é, vefdadeiramente, a
enzima responsdvel pela formagdo de CO, em condigées anaerdbicas,
como sugerem Hartley e Shama (1987). Wa tentativa de esclarecer
esses pontos, a evolugdo de CO,, medida por espectrometria de

massa, foi acompanhada durante os processos de transigdo. A Fiqura
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20 mostra essa evoluglo, expressa em porcentagem do produto nos
gases de saida do fermentador, em diferentes condigdes de
transicio.

A segdo "A" corresponde a liberagdo de CO, pelo microrganismo,
durante a transigio de aerobiose para anaerobiose, em cultura
continua. Antes e apés o periodo de transigdo, permitiu-se que a
cultura atingisse o regime estacionario. Nota-se que, nesta parte
do grédfico, a produgio de CO, é reduzida a valores despreziveis, ou
seja, 0,015%, e agsim permanece por, aproximadamente, 35 horas.
Apés este periodo de tempo, percebe-se que o CO,, embora em
concentragdes bem mais baixas gque em aerobiose, volta a ser
produzido, indicando haver o acionamento de um novo sistema
enzimatico capaz de restabelecer a liberagdo do gas. O novo regime
estaciondrio se estabelece, guando sua concentragdo, nos gases de
saida, atinge 0,65%.

Quando a aeragdo foi restabelecida (parte B), observou-se . uma
imediata resposta do microrganismo a produgédo de (0,, atingindo
valores, nos gases de saida, acima de 10%.

Apds ter sido atingido novo regime estacionario (segao C), o ar
foi novamente substituido por N, e © processo continuo foi
modificado para batelada. Nessas condigbes, o microrganismo nio
produziu CO,.

Quando o sistema continuo foi instaurado (parte D), a liberacgido
de CO, se iniciou imediatamente, atingindo o regime estaciondrio em
25 horas e com uma percentagem de 0,65% nos gases de saida.

Quando a aeragio foi reiniciada (segdo E), o microrganismo
respondeu ao estimulo imediatamente. & importante que o

comportamento do microrganismo em D e E se assemelha muito com

aquele obtido em A e em B.
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3. Comportamento de Bacillus stearothermophilus 11d-15 em Meio

Definido Tendo Xilose como Fonte de Carbono.

3.1. Crescimento em Diferentes Concentracdes de Vitaminas Aliadas

a Diferentes Teores de Macronutrientes.

0 meio G, estudado e otimizado nos experimentos anteriores,
tendo-se mostrado adequado ao crescimento do microrganismo, serviu
de base para investigar o comportamento dessa bactéria em meio
definido, usando xilose como fonte de carbono.

Quando a sacarose do meio G foi substituida pela =xilose, a
agao inibitdria sobre o crescimento, que sempre se observou no
inicio do processo continuo, foi ainda mais intensa. A inibigdo
podia ser provocada pela dnteragéo da xilose com componentes do
meio de cultura e uma forma de minimizar este efeito seria diminuir
a concentragdo desses componentes. Foi observado que a concentracgao
dos micronutrientes (incluindo ecidlcio) podia ser reduzida & metade
sem afetar o comportamento geral do microrganismo; a presenga ou
auséncia de EDTA também ndo alterava o crescimento. Entao, o meio G
foi preparado reduzindo-se a concentragado dos micronutrientes 2
metade, sem adigéo de EDTA e sem metionina. Este meio foi designado
meio G(1/2-MIC) (Apéndice C).

Como os macronutrientes podem também interagir com a xilose,
resultando em produtos inibitérios, foi comparado o meio G(l/2M1C},
contendo concentragﬁés originais de macronutrientes (1), com o
mesmo meio possuindo, porém, a metade da concentragdo original de
macronutrientes (1/2). O &cido citrico também foi reduzido a metade
de sua concentragio normal.

Além dos micronutrientes, estudos preliminares com sacarose
indicaram que os teores ge biotina e &cido nicotinico do meio
podiam ser reduzidos de 100 para 34 pg.l'. Assim, a relagdo das

trés vitaminas, biotina:tiamina:acido nicotinico, seria de
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34:100:34 ng.177, respectivamente.

A Figura 21 mostra o comportamento do microrganismo num esquema
fatorial de 2x2, onde duas condigdes diferentes de concentragdes de
vitaminas (V-34:100:34 e V-100:100:100 para biotina:tiamina:écido
nicotinico, respectivament;) se combinam com duas outras . de
macronutrientes (MN~1, sendo a concentragdo de macronutrientes -
original do meio G e MN-1/2, representando a metade da concentragdo
dos macronutrientes deste meioc). O crescimento e o Y,,; foram
menores no meio onde houve a combinagado (V-34:100:34) com (MN-1/2),
O menor g e o maior Y, foram obtidos na combinagao (V-34:100:34)
com (MN-l). Este dltimo fator tendeu a ser maior sempre gque a
concentragdo de macronutrientes correspondeu aquela do meio G
original (MN-1}. O Q; foi sempre maior quando o teor de vitamina do
meio obedeceu a relacdo (V-~100:100:100), independentemente da
concentragdo de macronutrientes estudada.

A Figura 22 apresenta ag concentragdes de produtos de
fermentagdo em fungdc da composigdo quimica do meio. Foi na
combinagdo (V-34:100:34) com (MN-1/2) que o teor de etanol se
mostrou maior em relag8o ao Acido acético. As relagdes molares
etancl/acido acético foram, respectivamente, 1,057, 2,362, 0,273 e
0,792 para as combinagdes (V-34:100:34)~(MN-1), (V-34:100:34) - (MN-
1/2), (V-100:100:100)-(MN-1/2) e (V-100:100:100)-(MN-1). N3o foram
detectados os &cidos férmico e pirdvico em nenhuma das condigdes.
Na combinagéo (V-100:100:100)-(MN-1), enguanto a formagéo de Aacido
succinico € inibida, a produgdo de acido litico & estimulada.

As taxas especificas de formagdo de produtos (Figqg. 23)
respondem as coﬁbinagées em estudo. A maior taxa especifica de
etanol fol observada na combinagio {V-34:100:34)~(MN-1/2), enquanto
que a de &cido acético fol em (V-100:100:100)-(MN-1/2) e a de acido
latico em (V-100:100:100)-(MN-1).
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O fator de conversdo de etanol (Fig. 24) nio depende da
concentragdo de macronutrientes e nem da interagdo vitaminas-
macronutrientes, mas da %géo isolada de vitaminas no meio. A
relacgéo (V-100:100:100) sempre causou redugdo no fator de
conversdo do etanol. O menor ¥,,s de Adcido acético fol obtido na
combinagdo (V-34:100:34)~(MN-1/2) e o maior em (V-100:1003:100)-
(MN-1/2). O fator de conversdo do 4cido acético depende tanto da
concentragao de macronutrientes como do teor de vitaminas no meio.

R condigdo escolhida para o crescimento do microrganismo foi
aquela onde, embora se tenha tido um menor crescimento e um menor
Y,,;r se obtiveram fatores de conversfio maiores para o etanol e
menores para o dcido acético, ou seja, a combinagdo (V-34:100:34)-
(MN-1/2)., Portanto, esse novo meio, sem metionina e EDTA,
identificado como G(1/2MIC-1/2MAC), possui biotina, tiamina e &cido

nicotinico na proporgao de 34:100:34 (2g.17"), respectivamente.

3.2. Inibicdo do Crescimento em Meio Definido Tendo Xilose como

Fonte de Carbono G(1/2MIC-1/2MAC)-Xi.

Desde as primeiras fTermentagBes, tem-se observado, .com
freqgiiéncia, existirem fatores que comprometem o crescimento
celular, independentemente de o meio ser complexo ou definido. Com
xilose, no entanto, o processo inibitério foi mais severo e mais
freqliente que com sacarose. Na Figura 25(a) pode-se notar que, nas
primeiras horas apés a inoculagdo, o CO, evoluiu de forma normal.
Loge em seguida, essa evolugdo se reduziu, atingindo valores muito
baixos. A redugdo na evolugdo do gds demonstra que o metabolismo do
microrganismo & severamente afetado pelas condigﬁés existentes no
fermentador. Foi possivel, no entanto, reverter o quadro inibitério
com a diminuigdo da temperatura de 70 para 65 °C (Fig. 25(b}}. Em
tais condigdes, o aumento efetivo na formagdo de €O, se deu apds um

periodo de demora de 5 horas. Como se trata de processo continuo
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com uma taxa de diluigdo de 0,240 k7, o tempo requerido para se
obter uma resposta efetiva do microrganismo em termos de CO, foi

3.3. Determinagdo dos Agentes Promotores da Reagdo Marrom

Presentes no Meio G(1/2MIC~1/2MAC)-Xi.

A varredura espectrofotométrica efetuada nas misturas binérias

de todos os componentes do meic com a xilose revelou que o tnico

=Y

componente que formou reagdo marrom com a pentose, quando a mistura
fol aquecida a 70 °C, foi o Na,HPO,. A Figura 26 mostra a varredura
efetuada partindo-se do comprimento de onda de 400 a 180 nm.
Observou-se que, com a combinagio binaria "xilose-Na,HPO,"
aquecida, a absorbdncia comegou a aumentar aos 400 nm, atingindo um
pico maximo em 295 nm (B). Quando a mistura ndo foi submetida ao
aquecimento, a absorbadncia foi nula (A). A reagao mais forte foi
obtida com o meio G(1/2MIC~1/2MAC)-Xi aquecido (D). Sem
aquecimento, a absorbancia foi nula (C). As absorbéncias, em 295
nm, para a mistura binéria "xilose-Na,PO," e para o meio G(1/2MIC-
1/2MAC)-Xi aquecidos, foram 0,250 e 1,95, respectivamente. Quando,
na mistura "xilose-Na,HPO,", o Na,HPO, foi substituido pelo KH,PO,,
o aquecimento ndo provocou reagidc marrom {E).

Testes feitos com misturas bindrias de "xilose—NaHCO{'
mostraram forte reagioc marrom, mas nenhuma reagdo ocorreu com a
combinagdo bindria “xilose-NaCl". Como a reagdo esteve sempre
vinculada ao proceséo dé inibig¢do, necessitou-ge substituir o
componente Na,HPO, do meio G(1/2MIC-1/2MAC)-Xi por KH,PO,. A fonte
de s6dio foi mantida na forma de NaCl., A adigdo deste sal aoc meio
teve que ser feita com cuidado, pois, embora muito fraca, a
combinagdo terciaria "xilose-KH,PO,-NaCl" também provocou, reagao
marrom, quando a mistura fol aquecida. Testes com sacarose tém
apresentado fracas reagdes com o Na.zHPO4r podendo, até mesmo, ser

consideradas despreziveis. Houve forte reagao com arabinose, mas
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nao com arabinitol. Convém salientar ainda que o xilitol também nio
reagiu com Na HPO, para a formagdo de pigmentos marrons.

Devido & nova formulagdo do meio, o cddigo de identificagdo foi
modificado para G(1/2MICNa-1/2MACK). Este meio possui biotina,
tiamina e acido nicotinico, na proporgéo de 34:100:34,

i

respectivamente.

3.4. Recuperagdo do Crescimento e Estabilidade da Bactéria em

Meio G(1l/2MICNa-1/2MACK)-Xi.

Tendo~se substituido Na,HPO, do meio G, principal agente causal
da reagdo marrom, por KH,PO,, foi determinada a capacidade de o
novo meio de cultura recuperar e manter o crescimento. A Figura 27
mostra a alteragdo no crescimento do microrganismo em fungdo do pH
e sua recuperagao a 70 e 65 Oc. Quando o pH de uma cultura em
regime estaciondrio a 70 “C foi modificado de 6,5 para 5,9, a
formagdo de CO, passou de 8% para 0,5%, em, aproximadamente, 8
horas de cultivo continuo. Alterando-se o pH de 5,92 para 6,5 e
mantendo-se a temperatura em 70 °C, verificou-se que, mesmo num pH
adequado ao crescimento, o meio ndo possibilitou a recuperagdo do
mesmo. Quando, no entanto, a temperatura de cultivo foi modificada
de 70 para 65 °C, a bactéria respondeu 3 mudanca, imediatamente.
Uma vez iniciado o crescimehto, a temperatura pbdde ser aumentada de
65 para 70 °C, e um novo regime estacionario foi atingido sem
inibig&o da atividade ﬁetabélica.

Quando, porém, as trés vitaminas foram removidas do meio, a
bactéria alterou seu comportamento, apresentando oscilagdes na
formagdo de CO, com fases de depressdo e patamares de recuperagao
da atividade celular sempre mais baixos que o estdgio anterior
(Fig. 28). As flutuagdes observadas mostram um certo grau de
sincronia celular. O teor de CO, nos gases de saida, no inicio da

mudanga do meio, foi de 6,1%, caindo para 1,85% em 36 horas.
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Quando a temperatura foi alterada para 65 °c, a recuperagao se
efetuou de forma definitiva. Com isso, deduziu-se que pelo menos
uma das vitaminas presentes no meio G(1/2MICNa-1/2MACK)~Xi &
necessdria para a manutencio do crescimento a 70 °C e que, a 65 °¢,
© microrganismo nd3o exige a adigiio de fatores de crescimento ao
meio de cultura.

Células, apés terem atingido o regime estaciondrio a 65 °C  num
meio sem vitaminas, guando submetidas a um aumento de temperatura
de 65 para 70 °C, reduziram, em 24 horas, de 11% para 3%, a
presenga de CO,nos gases de saida, com um correspondente aumento
na percentagem de Oz(Fig: 29). Adicionando-se TPP aoc meio, foi
possivel recuperar o crescimento da bactéria sem ter que modificar
a temperatura de cultivo. Comparando-se as Figuras 27 e 29,
percebe-se que para a recuperagdo do crescimento através de
vitaminas, o microrganismo deve exibir um nivel de atividade
metabdélica minimo. Quando o teor de CO, nos gases de saida atingiu
0,5% (Fig. 27), indicando baixa atividade metabdlica, ndo foi mais
possivel a recuperagdo através de adigdo de vitaminas. Quando gases
de saida apresentaram niveis de CO,de 3% (Fig. 29), ou seja,
indicando um nivel de atividade metabdlica razodvel, o TPP pdde
recuperar o crescimento da bactéria a 70 ©cC.

Os resultados apresentados na Figura 30 denotam gue os
componentes da reagdo marrom inibem o crescimento da bactéria.
Mesmo com o meio G(1/2MICNa-1/2MACK)-Xi, se o pPH for controlado por
adigdo de NaOH, a reagdo marrom processar-se-a gradativamente, até
atingir o nivel de inibicdo. a reagdo marrom ocorreu 18 horas apés
© controle de pH do meio ter sido mudado de KOH 4N para NaOH. 4N.
Nesse momento, a quedd da produgido de CO, e o aumento

correspondente de O, nos gases de saida se tornaram evidentes.
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0 meio G(1/2MICNa—1/bMACK)—Xi com adigdo de TPP, agora
especialmente chamado de (GHJ-F)TPP+(Apéndice C); nédo recuperou a
atividade da bactéria quando a taxa de diluigdo foi de 0,05 h™'.
Para que a recuperagdo se desse, foi necessario alterar, mais uma
vez, a temperatura de trabalho de 70 para 65 °C (Fig. 31).
Recuperada a atiyidade metabdlica, a temperatura de cultive pdde
novamente ser aumentada para 70 °C, permitindo a manutengdo da
cultura em regime estaciondrio, sem apresentar inibicdio. O meio
G(1/2MICNa-1/2MACK)-Xi sem vitaminas, agora chamado de (G, -F)TPP”
(Apéndice ()}, recuperou a atividade metabdlica e manteve o
crescimento da bactéria em regime estaciondrio a 65 ©°c, atingindo
10° células vidveis por mililitro de meio. A temperatura inicial de
trabalho foi o principal fator do processo de recuperagdo da

atividade celular.

3.5. Participagdo de Aminodcidos e Vitaminas no Crescimento e na

Formagdo de Produtos de Fermentag¢do, em Cultura Continua.

3.5.1. Condigdes Parcialmente BAerdbicas (0,1 vvm de ar). Regime

Estacionario.

Regimes estaciondrios foram obtidos em meios com e sem
vitaminas, na auséncia e presenga de aminoicidos. As condigbes de
cultivo foram: meio de cultura - (Gy; -F) sem NaCl, contendo 1,0
g.1" de &cido oxdlico e 0,5 g.1" de &cido citrico; temperatura -
65 °C; pH =~ 6,5; aeracio - 0,1 vvm de ar; agitagdo - 600 rpm;
substrato - xilose (66,667 mM); taxa de diluigdo - 0,240 h™.

Quando foram adicionados os Acidos aspartico e glutémico, suas
concentragSes foram, respectivamente, de 0,25 e 0,5 g.1". &as
vitaminas (biotina, TPP, piridoxina, Acido nicotinico, riboflavina
e mio-inositol), quando  presentes, foram adicionadas na
concentragdo individual de 10 mg.l™', O &cido oxdlico foi usado

porque em testes preliminares constatou-se que esse dcido estimula
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as formagdes de etanol e &cido acético. O mesmo fol observado
quando a concentragado de acido citrico foli aumentada de 0,1 para
0,5 g.17%.

Os dcidos aspértico e glutamico foram os aminodcidos escolhidos
neste experimento por serem precursores de todos os aminodcidos das
familias do aspartato (lisina, asparagina, metionina, treonina e
isoleucina) e do glutamato (prolina, glutamina e arginina). Por sua
vez, os &cidos aspartico e glutdmico tém como precursores os dcidos
oxaloacético e a-cetoglutdrico, respectivamente. Portanto, qualquer
bloqueio no ciclo de Krebs pode comprometer o metabolismo do
microrganismo, no que diz respeito & sintese destes aminoacidos.

A Figura 32(a) mostra que, em condicdes parcialmente aerébicas,
os dois aminodcidos e as vitaminas praticamente ndo afetaram o
crescimento do microrganismo. Os aminocdcidos parecem provocar uma
diminuigdo no fator de convlersdo e um aumento na taxa especifica de
CONsSuUno. |

Pode-se constatar, na Figura 32(b), que as formagdes de etanol
e dcido acético se tornaram importantes quanto os aminodcidos e as
vitaminas estiveram presentes. A produgdo de &cido latico foi
estimulada na presenga das vitaminas ou dos aminodcidos,
isoladamente. Quéndo ausentes do meio, o teor deste A&cido foi

desprezivel,

O fator de conversd@o e a taxa especifica de formagio de etanol

e &cido acético, apresentados nas Figuras 33(a) e 33(b),
respectivamente, foram maiores, gquando os aminodcidos e as
vitaminas estiveram presentes. Os  aminodcidos adicionados

isoladamente aumentaram o fator de conversio e a taxa especifica de

formagdo de acido léatico.
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3.5.2. Tramsigdo das Condig¢des Parcialmente Aerébicas (0,1 vvm de

ar) para Anaerdbicas.

Utilizando o mesmo meio e as mesmas condigdes do experimento
anterior, foi investigado o comportamento do microrganismo face &
transigdo das condigdes parcialmente aerdbicas para anaerdbicas na
auséneia e presenga de vitaminas e de aminoicidos.

Os estudos, em condigles transientes, revelaram que a adigéo
dos aminoacidos foi importante para diminuir o impacto da alteragio
sobre o microrgaﬁismo. Pode-se observar, na Figura 34, que, duas
horas apds a mudanga, as retas referentes s culturas com adigao de
aminodcidos tiveram menor inclinagdo. No final de 6 horas, foram
formados dois grupos distintos de culturas. Aquelas que tiveram
aminodcidos adicionados, apresentaram uma maior concentracdo de
células. A adigdo de vitaminas ao meio nio reduz o impacto que a
mudanga provoca sobre as células.

E interessante observar (Fig. 35) que a taxa especifica de
crescimento da bactéria, apés 2 horas de transigdo, atingiu valores
negativos apenas nos meios onde os aminodcidos néo foram
adicionados. ¢

O aumento na produgdo de etanol se deu imediatamente apés a
mudanga nas condigdes de aeragdo. A formagdo de etanol (Fig. 36{a))
€ sua taxa especifica (Fig. 36(b)), ac 1longo do tempo, foram
estimuladas pela adig#o de vitaminas. A adigdo dos aminoacidos
estimilou, com maior intensidade, a formagéo de &cido acético (Fig.
37(a)} e sua taxa especifica (Fig. 37(b)}.

A Tabela 1 contém os valores de r obtidos nas diversas

M-AC/ET
condigSes de cultivo. Percebe-se gue a concentragao de etanol foi
maior que a de &cido acético em todas as condi¢des onde as
vitaminas estiveram presentes. A adicdo de aminodcidos ao meio

contendo vitaminas fez com que a relagdo aumentasse.
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As Figuras 38(a) e 38(b) apontam a formacdo de &cido férmico e
a taxa especifica de formagdo do dcido, respectivamente. Observa-se
importantes oscilagdes que aparentemente independem dos aminoacidos
ou das vitaminas adicionados. Como pode ser visto na Tabela 2, os
valores de r . .., em nenhuma condigdo, atingiram a relagdo de 2:1.

As Figuras 39ka) e 39(b) revelam que, em condigdes anaerdbicas,
as vitaminas e os amincdcidos presentes no meio influiram no
metabolismo, de forma a reduzir a formagido de &cide 1&tico. A
bactéria ndo formou o referido acido, em condi¢des parcialmente
aerébicas, quando as vitaminas e os aminodcidos nic foram

adicionados ao meio. Mas a produgdo do 4dcido se iniciou

Tabela l.Valores de r,, . obtidos durante a transigdo de aerobiose
para anaerobiose, em cultura continua (D = 0,240 h'!y, em
meio (G65-F), na presenga (+) e auséncia (-) de vitaminas
(piridoxina, biotina, mio-inositol, riboflavina e TPP), na
concentragdo individual de 10 mg.1"' @ de aminodcidos
(acidos aspartico e gluté@mico), na concentragao de 0,25 e
0,5 g.1"", respectivamente.

Lhnc/er
tempo Vit:AA Vit:AA Vit:Aa Vit:AA
(h) {(-3-) (+:-) (+3+} (=3+)
2 2,621 0,554 0,629 0,929
4 1,128 0,281 0,638 0,588

n——_——-._———-n..-_—————--..—————..._————-...._————-..._————_—————_————m————-
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imediatamente apés o estabelecimento da anaerobiose, atingindo, em
6 horas, niveis elevados. Quando as vitaminas e os aminoicidos
foram adicionadas, separadamente, o 4cido latico foi produzido
mesmo em parcial aerobiose. Os aminodcidos se mostraram capazes de
evitar oscilagBes importantes na formacdo do 4&cido, tanto na

presenga quanto na auséncia das vitaminas.

Tabela 2.Valores de'thmcobtidos durante a transicdo de aerobiose
para anaercbiose, em cultura continua (D = 0,240 hq), en
meio (G65-F), na presenga (+) e auséncia (-) de vitaminas
(piridoxina, biotina, mio-inositol, riboflavina e TPP), na
concentragdo individual de 10 mg.1"' e de aminodcidos
(dcidos aspartico e glutadmico), na concentragéo de 0,25 e
0,5 g.177, respectivamente,

m-Fo/AC
tempo Vit:AA Vit:ARA Vit:AA Vit:AA
(h) (=3-) (+:=) (+:+) (=2+)
2 0,098 0,556 0,367 0,438
4 0,333 1,034 0,238 1,055

....---..._———...-....._———-—-...——————u-————-u-————.--——————_———.—————————_-———u_
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4. Crescimento de Bacillus stearothermophilus 11d-15 em Meio
Contendo Hidrolisado de Palha, em Cultura Continua e em

Condigoes Parcialmente aerébicas.

Os resultados obtidos com o microrganisme, usando a xXilose
contida no hidrolisado de palha como fonte de carbono, confirmam a
boa estabilidade gque proporcionam os componentes do meio (Gy—F)
tanto em meio sintético como em meio complexo.

A concentracdo de células obtidas foli de 1,018 g.l4, com um
fator de conversdc de 32,153 gxgmol?. As taxas especifica e
volumétrica de consumo foram, respectivamente, 7,464 Irunols.(c_:{},{.h)'1
e 7,564 mmols.(l.h)q. A taxa volumétrica de formagdo de células foi
de 0,244 g,.(1.h)7",

Nido foram detectadas formagSes importantes de etanol ou acidos.
No controle, o microrganismo ndo atingiu o regime estacionirio, por

esse motivo, os pardmetros fisioldgicos nio foram considerados.
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DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho, ou seja, o estabelecimento das
condigdes necessdrias para que Bacillus stearothermophilus pudesse
ser usado na formagdo de etanol fol satisfatoriamente atingido.
Assim, através do estudo do metabolismo da bactéria, das alteragdes
na composigdo quimica do meio e da adequagdo das condigdes de
cultivo, definiu-se um sistema de fermentagdo de duplo estagio. A
operacgdo do précesso respiro-fermentativo, caracteristico do
primeiro estdgio, mostrou que o microrganismo cresce rapidamente
em meio definido tendo xilose como fonte de carbono ((Gg—F)TPP7),
sem necessidade de adigdo de fatores de crescimento, em pH 6,5, com
uma taxa de diluigdo de 0,240 h™', em condigdes parcialmente
aerdbicas (0,lvvm de ar) e ao mesmo tempo estid adaptado para
produzir etanol tdo loge a anaerobiose se estabelega. As condigdes
de cultivo definidas no presente trabalho simplificam os estudos de
otimizagdo da produgdo de etanol, no segundo estéagio, pois
verificou~se que vitaminas devem ser adicionadas para impedir a
formagdo de é&cido 1lético e estimular a via PFL na formagao de
etanol.

As condigdes de cultivo afetam o metabolismo do microrganismo
alterando as relagdes molares entre os produtos de fermentagde. A
acetil-CoA, por exemplo, formada pela via PFL participa de outros
processos metabdlicos que ndo estd3o relacionados com a sintese de
etancl e de dcido’ acético. Este dltimo pode ser um intermedidrio na
formagdo de etanol, viabilizando, sob o ponto de vista tedrico, o
uso da bactéria na produgio industrial deste produto. Para isto, é
fundamental que o poder redutor armazenado na molécula de acido
férmico, proveniente do metabolismo, esteja disponivel ao processo,
ou seja, os H' sejam captados por um sistema enzimdtico, como FDH,

tendo NAD ou NADP como cofator, capaz de reduzir o acetaldeido. A
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presenga de CO, e a ausénecia de H, nos gases de saida reforgam a
participagdo deste sistema e exclue a possibilidade da agdo da
formato liase no processo de descarboxilacio do &dcido férmico.

Discutiremos em seguida as diferentes condigdes nas quais
Bacillus stearothermophilus 11d-15 foi estudado. Tem-se observado
que esta linhagem apresenta nitida resposta a variagdo externa de
pH. Pelos Y,  obtidos nos diferentes valores de pH, percebe-se que
a atividade da bactéria foi mals intensa em pH 6,2 e que o
substrato ndo fol eficientemente utilizado para o crescimento. Como
0 u nos diferentes valores de pH foi mantido constante, o 9
dependeu apenas, e de forma inversa, de Y,)s» Os valores de g
revelaram gque a c¢élula, nesse pH, passou a consumir, mais
intensamente, a fonte de energia por unidade de tempo. Isso
significa um maior desvio da fonte de carbono para a formagdo de
produtos de fermentagdo ou simplesmente um aumento de m.

O mutante 11d-15 tem se mostrado instdvel no que se refere &
produgdo de &acido latico. A formagdo do &cido depende das condigdes
de cultivo pois, ao se alterar o pH de 6,2 para 6,5, sua produgéo
foi paralisada.

O aparecimento de &cido latico em pH 6,2 pode ser explicado
pela maior afinidade da LDH por um ativador metabélico e/ou pela

presenga de inibidores da via PFL em valores de pH baixos. A

concentragao de F1,6BP requerida para a LDH de Lactcbacillus casei
atingir 1/2 v, foi cerca de 1.000 vezes mais alta em pH 6,6 que em
;5 (Holland & Pritchard, 1975). Acredita-se que as alteragdes
encontradas nas concentragdes de produtos finais de fermentagdo
formados por diversas bactérias se devam a variagdo intracelular de
F1,6BP (Vries et al., 1967; Vries et al., 1970; Gylswyk, 1977;
Thomas et al., 1979; Sivakanesan & Dawes, 1980; Silley & Armstrong,
1984). Os niveis intracelulares de ativadores da LDH, como a

F1,6BP, e de inibidores da via PFL, como as trioses fosfato, sao os
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principais fatores envolvidos no processo de mudanga do

comportamento de linhagens de Streptococcus com relagdo - aos
produtos finais de fermentagdo (Thomas et al., 1980). As condigdes
de cultivo (Fordyce et al., 1984) e a concentragido intracelular de
fosfato  inorginico, AMP,  ADP, dcide pirdvico e acido
fosfoenolpirivico (Yamada & Carlsson, 1975) interferem na formagéo
e no efeito ativador da Fl,6BP. Existem também microrganismos que
nao respondem a sua agdo ativadora (Yamada & Carlsson, 1975;
Wallace, 1978). |

E possivel que a bactéria possua duas I.DH distintas como ocorre

com células de Clostridium thermohydrosulfuricum (Turunen et al.,

1987). Segundo estes autores, células gue produzem etanol como
principal produto, possuem uma LDH (LDH.) diferente daquelas que
formam &cido latico como produto principal (LDH ). A iscenzima
LDH, apresentou um requerimento guase que absoluto por F1,6BP. A
isoenzima LDH é ativada pela Fl,6BP apenas em temperaturas acima
de 40 °C. BAmbas as isoenzimas tiveram suas atividades otimas a
70 °C, ou seja, correspondendo a temperatura étima de crescimento
da linhagem 11d-~15.

A presenga de acido latico em pH 6.2 pode ser ainda atribuida a
guebra da "dorméncia genética", ou seja, a processos de
desrepressao génica provocados pelas condicdes de ecultivo. Ease

fenémeno tem sido descrito nas bactérias aerdbicas obrigatdrias

Alcaligenes eutrophus (Schlegel & Vollbrecht, 1980 Schlegel,

r

1984;) e Xanthobacter aytotrophicus (Steinbiichel et al., 1983),

com relagdc & presenga de enzimas fermentativas, em condigdes

limitantes de  oxigénio. No caso especifico do Bacillus

stearothermophilus 11d-15, o aparecimento de &cido latico ndo se
trata de uma reversdo ocorrida devido & reconhecida condigdo
altamente seletiva do sistema continuo, mas de uma alteragdo

puramente fenotipica.
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A presenca, embora baixa, de dcido succinico no meio, como
produto  final de fermentagdo, significa a participagao da
ramificagdo redutiva da via dos &cidos tricarboxilicos no processo
metabdlico do Bacillus stearothermophilus. Sabe-se gue, em
condigdes aerdbicas, a via dos &dcidos tricarboxilicos opera de modo
ciclico. Em anaerobiose, porém, Escherichia coli usa esta via de
forma ramificada, dando como produto final, &cido succinico on
dcido a-cetoglutdrico (Amarasingham & Davis, 1965; Courtright &
Henning, 1970). Pesquisas Tecentes tém mostrado que, em bactérias
anaerébicas obrigatdérias, a reagéo de fixagdo de CO, catalisada
pela PEP-carboxiquinase & a idnica pela gqual compostos C; podem
originar A&cido oxaloacético (Schlegel, 1986). Na reagio, 1 mol de
C0,, liberado pela agdo da FDH sobre 1 mol de 4&cido férmico, &
incorporado a 1 mol de &cido fosfoenolpirivico, gerando 1 mol de
GTP por mol de ééido oxaloacético formado. Em microrganismos, a
presenga de altas concentragdes de CO, faz com que a reagio seja
direcionada para a formagdc do &cido oxaloacético. A redugio do
dcido recém-formado pela desidrogenase médlica, tendo NADH+H' como
coenzima, leva & formagdo do &4cido mdlico. Este se transforma em
dcido fumarico por intermédio de uma fumarase. O &cido fumarico é,
por sua vez, reduzido a acido succinico pela fumarato redutase
(Hirsch et al., 1963), com capacidade de formar ATP a partir de ADP
e fosfato inorglnico (Ataai & Shuler, 1985). Segundo Schlegel
(1986), a localizagdo da fumarato redutase na célula estd de acordo
com sua fungdo no transporte de elétrons. A redugdo do A&cido
fumdrico € um processo consumidor de prétons e, estando ligada a
produgdo de um potencial de prétons (positivo no lado externo), a
enzima deve estar localizada na superficie da membrana interna.

A participagdio da FDH no metabolismo do  Bacillus

stearothermophilus, é importante porque usa o potencial redutor do

dcido fdrmico para a sintese de Acido succinico e para a producédoc
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4

adicional de etanol e ao mesmo tempo fornece o CO, necessiario ao
processo de fixagdo autotréfica na formagdo do dcido oxaloacético.

Linhagens de Escherichia coli crescem em cido miAlico apenas guando

hidrogénio é suprido ao sistema ou se uma outra fonte de elétrons,

como o acido férmico, estiver disponivel no meio (Macy et al.,

1976). Alcaligenes eutrophus, quando crescida em &cido férmico,
além da FDH férmica, sintetiza a ribulose-l,5-difosfato carboxilase
e ribulose-5-fosfatoquinase, enzimas responsidveis pela fixacdo de
CO,. Foi evidenciado ainda que mutantes incapazes de fixar Co,, via
ciclo de Calvin, ndo assimilam o Acido férmico (Friedrich et al.,
1979). A presenga de duas FDH, uma solivel (FDH;) e outra ligada a

membrana (FDH,), tem sido demonstrada em Alcaligenes eutrophus

(Friedrich et al., 1979), Escherichia c¢oli e em Escherichia

aurescens (Cole & Wimpenny, 1966; Gray et al., 1966). A FDH, &
especificamente formada quando o &cido férmico é introduzido no
sistema. A FDH,, cuja fungdo estd ainda para ser elucidada, &
formada inesgpecificamente ‘(Friedrich et al., 1979). Em meio
complexo, a produg@o de FDH; (Gray et al., 1966) e da FDH, (Cole &
Wimpenny, 1966; Gray et al., 1966) & estimulada. Isso explica a

maior formacdoc de etanol e um melhor crescimento, por parte do

Bacillus stearothermophilus 11d-15, em meio complexo que em meio
definido.

0 4&cido férmico produzido pela bactéria mostra, pois, seu
relevante papel no metabolismo, como agente redutor. O NADH+H'
produzido durante a Iformagéo do A&cido fosfoenolpiriivico nao
participa da redugdo do dcido fumdrico por, no minimo, uma gquestdo
estequiométrica. Durante toda a glicélise, 1 mol de NADH+H' &
formado para cada mol de Acido fosfoenolpirivico produzido. Como
cada mol de &cido oxaloacético requer 1 mol de NADH+H' para a
formagdo de A&cido milico, uma outra fonte redutora deve estar
disponivel no sistema de modo a permitir que o &cido fumarico seja

reduzido a A&cido succinico. A FDH, usa, provavelmente, FAD como
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coenzima e, assim, participa da redugdo do &cido fumarico. Folil

observado que a FDH de Methanobacterium formicicum possui um K,

muito baixo para o FAD, sugerindo que a enzima pode atuar como
transportador de elétrons do Acido férmico  para sistemas
enzimdticos FAD-dependentes (Schauer & Ferry, 1982). Tem-se
demonstrado também  que vesiculas de membranas sao fundamentais
para a redugdo do acido fhmérico e que o NADH+H' n3o participa
desse processo.

A presenga de acido succinico no liquido de fermentagdo, em
todos o8 valores de pH estudados pode também ser devido ao meio
complexo utilizado. O &cido aspirtico deste meio pode promover a
sintese de écido_fumérico e NH; livre através de uma desaminagdo
ndc oxidativa catalisada pela aspartase. O &cideo succinico seria
entdo produzido por agdoc da fumarato redutase com participagdo do
FADH+H', formado durante a descarboxilagdo do &cido férmico.

De um ponto de vista geral, tem sido estabelecido que Bacillus

stearothermophilus realiza a clivagem fosforoclastica, ou seja,
fermenta a glicose, em condigdes anaerdbicas, produzindo Aacido
formico, etanol e &acido acético como os principais produtos de
fermentagdo, com uma razac molar de 2:1:1, respectivamente, sem
formagio de CO, (McKray & Vaughn,1957). Em pH 7,0, esta relagdo foi
praticamente obedecida e, em todos os casos, houve formagdo de co,.
A mesma razao molar foi obtida por Hartley & Payton (1983), em. pH
8,0. E pratica comum sugerir a participacdo de vias metabélicas
alternativas por meio de andlises da relagdo molar desses trés
produtos de fermentagdo. Quando os resultados mostram uma razdao de
dcido férmico para etanol somado com o acido acético de 1:1, a PFL
€ considerada a principal enzima envolvida no processo de conversdo
do &cido pirﬁviéo em condigdes anaerdbicas. Quando a relagdo &
aproximadamente de 1:2, sugere-gse o envolvimento da PDH no

metabolismo anaerdbico do &dcido pirtvico (Thomas et al., 1979;
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Thomas et al., 1980; Fordyce et al., 1984). A’ participagdo do
dcido foérmico em outras reagdes importantes pode afetar a relagao
sem significar, necessariamente, um envolvimento de outra via
metabdlica no processo. A agdo da PDH no metabolismo do &cido
pirdvico, em condigdes anaerdbicas, implicaria em modificagdes
significativas nas propriedades de controle da enzima, pois, foi

observado, em Escherichia coli, que a atividade da PDH, em

anaerobiose, sofre um rapido e completo bloqueic (Hansen & Henning,
1966) .

O desequilibrioc da relag@o (2:1:1) pode significar formacido de
etanol a partir de &cido acético por agdo da AcDH gque utiliza
NADH+H' resultante da oxidagdo do dcide £férmico pela FDH,.
Assim, os NADH+H' produzidos na formagdo do &cido pir@vico seriam
responsabilizados pela redugdo final do acetaldeido. Na via PFL,
(Fig. 40), o acido acético se posiciona como um intermediidrio na
produgdo de etanol. Tem se verificado que o &dcido acético oxida o
NADH+H' na presenga de extrato bruto de células de Sarcina
ventriculi e gque o NADP pode ser reduzido pelo &cido férmico em
condigdes anaerdbicas, mas na presenga de ferrodoxina. Esta ddltima
reagdo foi detectada apenas em condigdes anaerdbicas devido a
sensibilidade da enzima ao oxigénio (Stephenson & Dawes, 1971).
Apesar de este microrganismo diferir taxonomicamente do Bacillus

stearothermophilus, existe a possibilidade de tanto NADH+H' como o

NADPH+H', produzidos a partir do &dcido férmico, estarem envolvidos
no processo de formagéb de etanol. A constante formagdo de CO, e as
relagdes molares  encontradas reforgam a  possibilidade do

envolvimento da FDH, e do &cido acético na produgdo de etanol.
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A via PFL, apresentada por Thomas et al. (1979), Thomas et al.
{1980) e Fordyce et al. (1984), por falta de esqueleto de carbono,
mesmo havendo disponibilidade de poder redutor (&cido férmico),
torna impossivel a obtengio de um Yf”s(molﬂ.mol?) maior que 1
para a glicose e maior que 0,833 para a xilose. Na via metabélica
PFL, sugerida (Fig. 40), o &cido férmico desempenha uma fungdo
muite importante no metabolismo celular, participando tanto da
sintese de etanol como de reagdes anapleréticas.

O fator de conversio do etanol, obtido em pH 6,5, (Yeri= 0,745
molﬂ.molﬂ )r Trepresenta 89,4% do valor tedrico. E, sem divida,
importante considerar que, enquanto o Y

EUXimaxlmo teorlco, para a

via PFL, é de 0,833 molHumolﬂ ; para a via PDC esse valor se

eleva para 1,667 molH.molg - Para fazer, portanto, comparagdes

entre os Y do Bacillus stearothermophilng 11d4-15 e os de

ET/XA

leveduras, é necessédrio considerar o fator de conversidc tedrico
maximo obtido pela via PDC. Assim o Yerxir €@ pH 6,5, passa a
corresponder a 44,7% desse valor miximo.

Os valores de Y. x; dependem, entre outros fatores, das
condigbes de cultivo, do meio de cultura e do microrganismo usado.
Apesar da variagdo encontrada na literatura (Detroy et al., 1982;
Slininger et al., 1982; Schvester et al., 1983; Fein et al.,
1984; ©Preez et al., 1984; Jeffries, 1985; Nigam et al., 1985a;
Nigam et al., 1985b; Wayman & Tsuyuki, 1985; Alexander, 1986)

leveduras apresentam, de um modo geral, um Yo Mais alto que o

Bacillus stearothermophilus 11d-15. Os valores relativamente baixos

do Y ., de leveduras se devem, possivelmente, & formagdo e acdmulo
de xilitol no meio, uma vez que, esses microrganismos podem formar
4 mols de xilitol e 1 mo% de etanol para cada 5 mols de xilose
utilizada (Parisi, 1989). Com Bacillus stearothermo hilus, a xilose
se converte em xilulose por agio da xilose isomerase. Portante, o

bloqueio da fonte de carbono para sintese de etanol que ocorre
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nesta bactéria ndo se dd nos passos iniciais do metabolismo da

xilose, como acontece com leveduras, mas pode se efetuar devido a

formagdo de a&acido acético na via PFL ou de seu acimulo na via
i

PFL,.

As leveduras Candida shehatae e Pachysolen tannophilus (Preez

et al., 1984), extensivamente estudadas para a formagdo de etanol
a partir de xilose, exibem valores de q, bem mais baixos do que

aquele obtido com pBacillus stearothermophilug 11d-15, em pH 6,5.

O destino do substrato na via PFL ou PFL, vai depender, entre
outros fatores, da atividade das enzimas envolvidas no processo,
como FDH, e AcDH. Pode-se perceber que a via PFL, parece ser
consistente, uma vez dgue o tragado de curvas para o fator de
conversdo do etanol e do &cido acético (Y, ), em fungdo do pH, ndo
é paralelo. E importante salientar que se a via PDH estivesse
operande simultaneamente com a PFL, geria dificil haver um Yors
menor que Y,.., CONO observado nos valores de pH 6,2, 7,0 e 8,0.

0 fato de os Yorse © Yo, Ultrapassarem, em determinados valores
de pH, os fatores de conversido tedricos para a via PFL (0,833
molwnwl?) para a xilose, apdéia a via PFL, sugerida. Esta via nio
pressupde uma ramificagdc gue resulte em razdes egiiimolares. de
acido acético e etanol. A produgdo do etanol é funglo da atividade
das enzimas envolvidas no processo de redugido do acetaldeido e da
disponibilidade de NADH+H'. Um desvio deste componente redutor para
sistemas de sintese de material celular pode levar a uma queda na
produgio relativa de etanol, mas nio necessariamente de &cido
acético. Na via P¥L,, o &acido acético figura como um possivel
precursor de etanol. A vantagem desse processo seria a sintese de
ATP, vinculada a formagdo de &dcido acético, e a oxidagéo de NADH+H'
durante a formagdo de acetaldeido e de etanol.

Em pH 8,0, o Y., ultrapassou o limite tedrico de 1,667
mol, .mol;] previsto para a via PFL, pois s6 & possivel obter, por

essa via, 10 mols de &cido férmico para cada 6 mols de xilose. Isso
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indica que a acetil-CoA formada pela via PFL foi desviada para
outras vias Iimportantes do metabolismo celular. Nesse caso, Yoo
pode passar do valor tedrico devido ao cdlculo de s’ gque, como Jj&

referido, foi calculado pela férmula:
ds’'= k(dp, + dp, )

Se o teor de xilose usado pela via PFL fosse obtido com base no
acido foérmico produzido, os valores de Y. e de Y, . seriam 22,3%

mais baixos e mesmo assim o Y, ., permaneceria acima do limite

tedrico. ‘

Q0 célculo do fator de conversdo, utilizando apenas ¢ egubstrato
que entra na via PFL, oferece condigdes de se estabelecerem
estimativas do potencial da via em produzir etanol, sem que outros
processos interfiram na avaliagdo. Quando se leva em consideracgdo
todo o substrato utilizado pelo microrganismo para se calcular o
Yers + 80 se tera um fator de conversao alto, e até mesmo acima do
tebrico para a via metabélica em questdo, em casos eXcepcionais,
onde o© crescimento e a sintese de metabélitos outros forem
reduzidos ou até paralisados, e o substrato for direcionado quase
que exclusivamente para a via de produgdo de etanol.

O maior valor de g, obtido em pE 6,5 evidencia que as enzimas
responsaveis, na via PFL,, pela sintese de etanol estdo, neste pH,
mais ativas que nos demais valores de pH, independentemente do
nimero de células presentes.

Em bactérias que possuem PDC como Zimomonas (Dawes, 1963;
MacGill et al., 1965; Payton, 1984), Erwinia (Haq & Dawes, 1971) e
Sarcina (Stephenson & Daweg, 1371), a formagao de Cozé esperada em

virtude da agdo direta desta enzima sobre o dcido pirtdvico. Como .

Bacillus stearothermophilus ndo possui PDC, a evolugdo de CO,,
resultante do metabolismo anaerdbico, gque se observou durante todo

o experimento, ndo provém da descarboxilagdo do &cido pirivico.
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Se o substrato fosse gl}cose ou sacarose, o CO, poderia ser
produzido na via pentose fosfato devido & descarboxilagado do dcido
6-fosfoglicédnico para a formagdo de ribulose-5-fosfato (Apéndice -
A). A presenga de CO, nos gases de saida se deve, provavelmente, &
descarboxilagdo do acido férmico pela FDH (Fig. 40).

0 fato de o valor de g diminuir com o aumento de pH, pode
estar relacionado com o efeito deste sobre a energia de manutengio

(m)} ou sobre o desvio do substrato para a sintese de metabdlitos.

Tem sido demonstrado, em Zimomonas mobilis, que o pH externo atua
sobre o metabolismo ndo associado ao crescimento, € que a energia
de manutengdo diminui com o aumento do pH (Lawford & Ruggiero,
1990). Os resultados de Y, obtidos em pH 6,2 quando comparados com
aqueles conseqguidos em pH 6,5, 7,0 e 8,0 indicam que a energia de
manutengdo, para Bacillus stearothermophilus 1ld-15, aumenta em pH
mals alcalino. Logo, a redugdo de g, pode estar vinculada ao menor
desvio da fonte de carbono. De fato, fol apenas em pH 6,2, que se
detectou a formagdo de acido latico.

0 Y,,tem sido descrito como uma constante que possui um valor
médio de 10,5 (gx.molfL?), independentemente do microrganismo
usado (Bauchop & Elsden, 1960; Stephenson & Dawes 1971; Dirar &
Collins, 1972; Hempfling & Mainzer, 1975). Apesér de um niimero
razoavelmente grande de autores terem encontrado valores de Y

ATP

! podem-se encontrar valores bem mais

préximos de 10,5 (g,.mol”,.},

altos (Hobson & Summers, 1967; Moustafa & Collins, 1968; Vries et
al., 1970; Russell & Baldwin, 1979) e também muito mais baixos gue
10,5 (McGill et al., 1965; Haukeli & Lie, 1971; Dirar & Collins,
1972). Muitos autores +tém observado que o ¥, depende do
microrganismo (Stouthamer & Bettethaussen, 1973), da composigio
quimica do meio cultura (Haukeli & Lie, 1971; McGill et al., 1965),
da taxa de diluigdo (Vries et al., 1970), da fonte de carbono e das
condigdes de cultivo (Krdger, 1974). Podem ser encontrados valores

que vdo de 3,4 (Dirar & Collins, 1972) a 26,3 (g, .mol”} (Russell

)
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& Baldwin, 1979). Pelo que se observa na literatura e no presente
trabalho, o Y,., ndo parece ser uma constante absoluta. O valor do

Y do Bacillus stearothermophilus 11d-15 mostrou depender do pH

ATP

externo. Em pH 6,2, houve um acoplamento mais efetivo entre o
catabolismo e o anabolismo que nos demais valores de pH.

A dificuldade encontrada para diniciar o© crescimento da
bactéria, em fermentador, pode ser explicada pela presenga de
inibidores desenvolvidos no meio. Estes podem se originar durante o
periodo de ajuste das condigdes de trabalho do fermentador, que
normalmente ¢é feito para evitar variagdes bruscas gquando da
transferéncia do indéculo. O meio complexo ndo evitou gque tais
inibidores se formassem e nem protegeu a bactéria da agao
inibitéria. De um modo geral, meios complexos além de interferir
nos processos metabdlicos, permitindo gue nutrientes normalmente
ndo assimildveis se tornem dteis ao microrganismo (Moustafa &
Collins, 1969), impedem que nutrientes importantes na formagdo de
determinados produtos do metabolismo ndo sejam utilizados (Drew &
Domain, 1973}.

Meios definidos tém sido usados para elucidar o mecanismo de
agao de nutrientes no metabolismo, para evidenciar diferencas entre
microrganismos, para facilitar a identificagBo dos agentes quimicos
que participam da formag8o de inibidores e para determinar a
estabilidade do microrganismo e do préprioc meio de cultura.

A fase "lag", ausente, no meio definido BSTSM, indica que o
indéculo apresentava, no momento da transferéncia, uma condigdo
fisioldgica adequada. A ndo existéncia da fase de desaceleracdo e a
presengca concomitante da fase de declinio abrupto; observadas no
meio BSTSM, foram causadas, possivelmente, por autélise celular.
Isso demonstra que o referido meio de cultura transmite
instabilidade ao microrganismo. Esta instabilidade pode ser causada

pela formagdo e acimulo de substdncias téxicas ou pelo bloqueio no
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transporte de determinados nutrientes. As substéncias téxicas podem
se originar tanto do metabolismo celular, causando instabilidade
intrinseca, como da reagdc puramente guimica dos componentes do
meio de cultura, resultando em instabilidade extrinseca.

A precipitagdo de algum componente do meioc, como o FeCl,, pode
ter uma participagdoc importante na instabilidade extrinseca. A
coloragdo do precipitado, observado no meio, sugeriu o envolvimento
do FeCl, no processo. Além de o nutriente se tornar menos
disponivel & célula quando se precipita ou forma coldides
(Postgate, 1965; Pirt, 1975), pode também acarretar um bloqueio no
transporte de nutrientes devido & neutralizagdc de cargas na
superficie externa da membrana celular. Quando os coldides se fixam
na superficie externa da membrana celular, podem interferir na
permeabilidade, nutrigdo, excregdo e, possivelmente, na respiragio.
Além disso, o excesso de ferro sélido nas proximidades da célula
pode causar um aumento na concentragdc de ferro solﬁvel,. em
decorréncia da formagio de produtos &cidos de fermentagdo. Esse
excesso de ferro disponivel pode provocar um desbalanceamento
iénico no protoplasma (Waring & Werkman, 1942a). Concentracdes de
ferro acima de 3-4 pg.ml™ causam redugdo no crescimento de
microrganismos e forma, aoc mesmo tempo, precipitados (Waring &
Werkman, 1942b). A precipitagdo de determinados componentes do meio
de cultura parece ocorrer com relativa fregiiéncia. O problema tem
sido minimizado através de filtragdo (Waring & Werkman, 1942b;
Bauchop & Elsden, 1960), de acidificagdo do meio (Bauchop & Elsden,
1960), do uso de agentes quelantes (Waring & Werkman, 1942a), da
redugdo ne teor do agente precipitante (Macphenson & Miller, 1963)
e da manutengdo do precipitado em suspensdo uniforme por meio de
agitagdo continua do meio contido no reservatéric (Linton et al.,
1975) .

Outra alternativa que pode reduzir a precipitagdo é a adigao

dos agentes precipitantes do meio apés a autoclavagem. ~As
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temperaturas de +trabalho usadas durante todo o experimento com

Bacillus stearothermophilus 11d-15 foram de 65 a 70 °C. Portanto, a

adigdo de sais de ferro acima de 2 pg.ml” depois da autoclavagem
pode prevenir a precipitagdo do FeCl; no reservatdério, mas ndo no
interior do fermentador. Por este motivo, o procedimento ndo foi
utilizado, optando-se por reduzir a concentragaoc de FeCl,, de I?,O
(BSTSM) para 1,0 mg.l”! (meio G).

0 crescimento da bactéria, no meio BSTSM durante as duas
primeiras horas iniciais e em batelada, pode ter ocorrido devido
aocs nutrientes trazidosg Jjuntamente com o indculo ou devido as
reservas celulares. Esse fato explica o baixo crescimento
apresentado e a falta da fase "lag". A auséncia dessa fase
observada no meio G+CaCl,, ndo significa, necessariamente, que este
meio seja mals adequado ao crescimento do microrganismo que o meio
G sem a adigdo do CaCl,. As diferentes concentragSes de inéculo
também parecem nédo ser a causa desse fendmeno. A concentragio do
inéculo utilizada no meio BSTSM foi cerca de 11 vezes menor que no
meio G+CaCl,, enquanto a concentragio do indculo no meio G foi
apenas 5,5 vezes menor que em G+CaCl,. Se a concentragé@o do indculo
fosse, nesse experimento, a causa da "lag" observada, a fase de
crescimento no meio BSTSM deveria ser mais longa gque aquela
observada no meio G. As diférengas encontradas na fase "lag" entre
os diferentes meios se devem, possivelmente, &4 fase de crescimento
na qual o inéculo se encontrava no momento da transferéncia.

0 idéntico comportamento gque o microrganismo apresenta nos
meios G e G+CaCl,, durante a fase de desaceleragdo, revela que a
redugdo no teor de ferro adicionado ao meio promove maior
estabilidade, independentemente da adig@o de célcio.

Como o meio G+CaCl, apresentou turvagdo provocada pela
concentragdo de cédleio usada, a avaliag8o comparativa entre os

meios deve ser tomada com cautela. Em todo o caso, ficou
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demonstrado que a precipitag@o provocada pelo cdlcio ndo apresenta
o mesmo quadro de inibigdo que se obtém com ferro. A precipitagao
do ferro, além de ndc permitir um bom desenvolvimento do
microrganismo, parece provocar lise devido, provavelmente, & falta
de nutrientes ao nivel celular. Comportamento semelhante tem sido

observado com culturas de Bacillus stearcothermophilus submetidas a

deficiéncia de carbono (Coultate & Sundram, 1975).

0 efeito do precipitado de ferro sobre o Bagillus
stearothermophilus 11d-15 se torna evidente quando se compara, em
cultura continua, o comportamento do microrganismo em meic G com
aquele obtido em meio BSTSM. Embora baixas concentracdes de extrato
de levedura possam limitar o crescimento de microrganismos (Perez
et al., 1992), BAmartey et ;l. {1991a) observaram que, com o© meio
BST-MM e em cultura continua, esta linhagem exige extrato de
levedura e triptona para apresentar um bom crescimento. 0O meio
BST-MM difere do BSTSM, aqui usado, apenas no qué diz respeito &
concentragdo de vitaminas. O meio BST-MM possui 102 vezes mais
vitaminas que o meio BSTSM. Mesmo assim, os resultados obtidos aqui
sdo praticamente os mesmos, ou seja, a densidade &ptica obtida
ficou em torno de 0,2. E interessante observar que a densidade
dptica, neste trabalho, atingiu o valor de aproximadamente 1,2
quando apenas o teor de ferro foi reduzido (meio G). A mesma
densidade éptica foi conseguida por Amartey et al. (1991a), apenas
quando foram adicionados extrato de levedura e triptona ao meio de
cultura. Esses aditivos atuam, possivelmente, como agentes

quelantes, evitando a precipitagdo do sal de ferro no meio.

A oscilagdo irregular, observada no crescimento do Bacillus

stearothermophilus no meio BSTSM durante o periodo de 52 hdras,
pode ser explicada com base na formagdo de produtos do metabolismo
que afetam, juntamente com o precipitado formado, o crescimento. do
microrganismo. O mesmo comportamento ndo foi observado por Amartey

et al. (1991a). A concentragio de ferro disponivel para 0
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microrganismo, no fermentador, pode ser, num determinado momento,
completamente diferente daquela que se presume existir no

reservatdério. Se se assumir que o Bacillus stearothermophilug 1ld-

15 possui sistema enzimatico suficiente para produzir o
sideréforo, o baixo nivel de ferro disponivel & cultura induziria a
formagio desses compostos. A taxa volumétrica de formagdo de
sideréforo tende a ser menor quanto menor for a concentragio
celular no meio. Num determinado periodo, o microrganisme pode
estar produzindo' os agentes quelantes numa taxa especifica de
formagdo também muito baixa. A oscilagdo pode ser explicada tanto
pelo excesso como pela deficiéncia do metal no meio.

A deficiéncia e o excesso de ferro podem alterar o valor de p,
acarretando arraste de células, quando p<D. Se essa situnagio
perdurasse por longos periodos, haveria, sem divida, um arraste
completo. As condigfes do meio devem permitir que p atinja valores
maiores que D, provocandc um nove aumento no nimero de células. A
repetigdo desse ciclo causa a oscilagdo observada.

0 precipitado, portanto, induz um desbalanceamento metabdlico
profundo, em conseqiiéncia, possivelmente, de periodos de
deficiéncia seguidos de periodos de toxicidade. 0Os resultados
sugerem gue precipitados de ferro, presentes no meio, aliados &
capacidade do microrganismo em tornar o metal disponivel, fazem com
que o meio seja inadequado para o crescimento, independentemente do
sistema de cultivo utilizado. Embora ndo se espere que em sistemas
continuos de fermentagdo haja variagdo na populagdo microbiana e na
concentragao de nutrientes no tempo, o fenémeno de oscilagic nesses
sistemas tem sido reportado (Sikyta & Slezidk, 1965; Boddy et al.,
1967; Essajee & Tanner, 1979; J8bses et al., 1986, Jarzebski,
1992). Oscilagdes, quando ndo provocadas por controles imperfeitos
dag condigdes de cultivo, se devem, provavelmente, as interacdes

por ‘"feedback". Nesse caso, as interagdes podem se dar entre a
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célula e um parametro do meic  ambiente, entre  reagdes
intracelulares interligadas, como nas divisdes sincrdnicas, e,
finalmente, entre diferentes populagbes (Harrison & Topiwala,

1974). Acredita-se que a oscilagdo no crescimento de Bacillus

stearothermophilus 11d-15, observada no meio BSTSM, seja do tipo
onde existam interagdes, por "feedback", entre a célula e um
parametro do meio.

Os resultados sugerem que a adigdo, ao meio de cultura , de 7,0
mg.1l”" de FeCl; ndo causa instabilidade. Mas, se esta concentragao
provocar a formagdo de precipitados, como ocorreu no meio definido
BSTSM, a estabilidade celular fica comprometida. Como no meio
complexo BSTCM, com adigdo de 7,0 mg.]."1 de FeCl3, nao houve
formagdo de precipitados, a estabilidade celular ndo foi afetada.
Havendo precipitagdo, a concentragdo de ferro se torna excessiva,
se o8 A&cidos produzidos atuarem sobre o precipitado. Como os
volumes de trabalho do fermentador e do reservatdério foram de 1 a
20 litros, respectivamente, o precipitado que se dissolver no
fermentador fornecerid ferro numa concentragio 20 vezes maior que a
desejada.

O problema de se iniciar o crescimento em fermentador que se
observou anteriormente em meio complexo (BSTCM}, continuou também
ocorrendo com os trés meios definidos. Portanto, o meio de cultura
possui ainda outros componentes que provocam, direta ou

indiretamente, inibig&o. Problema semelhante foi detectado com

Bacillus stearothermophilus por (Rowe et al., 1975). & inibigdo
ocorrida tanto em frascos de Erlenmeyer como em fermentador com
chicanas de ago inoxiddvel,' mostra que este inibidor difere daquele

observado por Hernandez & Johnson (1967) com Escherichia coli., onde

© ago inoxiddvel, presente no fermentador, fazia parte do processo
inibitério.
0 meio G, sendo adequado ao crescimento da bactéria, foi usado

para investigar o comportamentc da mesma durante o processo de
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transigdo. Esse processo pode provocar parada no crescimento ou
fazer com que a célula entre em dorméncia, sem que a viabilidade
celular seja afetada. Morte celular (sem lise) e dorméncia, embora
sejam processos distintos, afetam, de forma semelhante, a avaliagio
do crescimento guando medida em pesoc seco, ou seja, seguindo o
modelo distribuido. Em cultura continua, quando morte celular (com
ou sem lise) ou dorméncia acontecem , o balango de microrganismos

se estabelece da seguinte forma:

Vdx = pxvdt - jxvdt - jxVdt - Fxdt
dx/dt = px - jx - jx - Dx

dx/dt = [(n - 3,- ) - DIx

dx/x = [(p - j,- ) - Dldt
lo(t/x)ax = [f1(n - 3,- j) - Dldt
x = x, gl - ji - jL) - Dt

Inx = Inx,+ [(p - j,~ j) - Dldt
no regime estaciondrio, dx/dt = 0,

logos: p=Jy+ Jj +D

jys referindo-se & taxa de morte celular sem 1lise, pode ser
removido da equagdo, porque a avaliagdo do crescimento, em termos
de peso seco, leva em consideragdo o nimerc total de células do
sistema. Nesse caso, uma célula morta sem lise e outra apenas
dormente ndo poderdo ser distinquidas entre si. Supondo que o
sistema de cultivo seja batelada (D=0) e que j e p sejam zero,

pode-se ter, na préatica, um dx/dt = 0, com um valor alto de Jne

Assim, a equagio:

dx/dt = x(p - j, - j, - D)

se torna dx/dt

x( =~ 3y

0 gque nao satisfaz a condigido de batelada anteriormente
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estabelecida, ou seja, matematicamente, dx/dt ndc se torna zero
quando j, & diferente de zero. Isso significa que a concentragdo de
células atinge um platd e se mantém neste nivel porque o método
analitico de crescimento, ou seja, o modelo distribuido, ndo

distingue as células mortas sem lise das wviaveis com taxa de
crescimento nula. Quando, no entanto, a andlise de crescimento
levar em consideracdoc a variagdo de células vidveis no tempo
(dxv/dt), como no modelo seéreqado estruturado, o valor de jM deve
ser introduzido.

Considerando o sistema continuo e eliminando j, pelos motivos

acima discutidos, tem-se:

dx/dt = x(p - j_ - D)

no regime estaciondrio, dx/dt = 0

logo: n=3j +0D
tomando d, como taxa de decaimento, ou seja, d .= (j_+ D)
entao: u = d.

Inx = lnx,+ (p - d. )t

lnx = lnx0

Se p =0, dx/dt < 0 e ndo havendo lise celular, ou seja, j = 0,

entao:
d, =D
logo: X = xoe'Dt
o valor de x se reduz com ¢ tempo numa taxa igual a D. Se n = -0,

dx/dt < 0 e ocorrer lise celular, ou seija 3. > 0,
entao d.> D

logo: x = x,e b+

Se p >0, j =0 e, mesmo assim, dx/dt < 0, entdo:

D>np

Se, numa determinada condigdo, D for sempre maior que p, havera

arraste completo e D seri também sempre maior que Isso

Fll"lm( *
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explica o comportamento do microrganismo na transigdo de aerobiose

para anaerobiose. Como:

x= xue(""‘“ - jL - D)t

0 valor de j, sendo desprezivel, a equagido se torna igual aquela na
qual se obtém o valor de p,, pelo método dindmico, ou seja:

X = xue‘“"”‘ -t

Nesse caso, o valor maximo da inclinagdo (p,,, - D) é igual a (-D),
quando p,. se torna desprezivel em relagdo a D. Valores de
inclinagdo maiores que D, como os observados, significam, portanto,
lise celular.

Os valores de j obtidos em taxas de diluigdo e em vwvm de ar
diferentes, mostrando-se praticamente iguais (0,03h™"}, denotam
uma agao de constante comprometimento celular devido & interruﬁgao
abrupta da aeragdo que independem do valor de D e do volume de ar
da fase aerdbica. Esperava-se que o valor de ijqsse menor onde
houvesse menor choque anaerdbico, ou seja, naguele caso em que a

aeragao fosse mais baixa. Para Bacillus caldotenax crescido em meio

minimo a 65 e 70 °C, foram obtidos valores de K, (taxa de morte) de
0,03 e 0,07 h™', respectivamente (Kuhn et al., 1980). Esse
fenbémenc apresentadoc pelo Bacillus stearothermophilus 11d-15,
conhecido como "lise anaerdbica", foi detectado em outros
microrganismos e tem éido relacionado com a composigdo quimica do
meio (Kusaka, 1967; Moustafa & Collins, 1968; Schulp & Stouthamer,
1970).

A auséncia de crescimento apés a redugdo de D de 0,240 para 0,1
h’ e, finalmente, para 0 h (batelada) indica que a taxa
especifica de crescimento do microrganismo é nula. Condig¢des de
cultivo, como a adigdo de estabilizadores ao meio, podem- ser

fundamentais para manter o crescimento e impedir que o processo’ de
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lise se estabelega irreversivelmente.

A adigdo de CaCl, ao meio desempenhou um importante papel no
metabolismo do microrganismo. O crescimento mais baixo em G2 pode
ser decorrente de um maior desvio da fonte de carbono para reacgdes
ndo ligadas ao crescimento. Isso é reforgado pelo fato de o wvalor
de g, no meio G2 ser sempre maior que em qualguer outro meio.

A mudanga na taxa de diluigdo, de 0,07 para 0,240 h7,
estabelecida em G2, ndo deveria ter acarretado, segundo os
principios bésicos do quimiostato, alteragio na concentragio
celular. Quando esta alteragdoc ocorre, se deve ao efeito
significativo da energia de manutengfdo sobre o microrganismo, em
baixos valores de‘D. Foli observado gque a adigd@o de cdlcio ao meio
atua reduzindo o valor de m.

E interessante observar que o meio no qual foram adicionados
5,0 mg.1" de CaCl, (G1) mantém o crescimento em batelada e que, em
cultura continua, o regime estaciondrio se estabelece apenas guando
sao empregados baixos valores de D. Dependendo da concentrag¢do, o
cadlcio pode, portanto, reduzir a taxa especifica de crescimento do
microrganismo.

A relagao do cdlcio com a estabilidade de microrganismos, de
enzimas e, até mesmo, com a recuperagdo de células lesadas por
processos fisicos e quimicos, tem sido investigada por diversos
pesquisadores. O cdlcio estd envolvido com a viabilidade celular
(Stdhl & Ljunger, 1976), promove termoestabilidade de enzimas
(Srivastava, 1987), modifica estruturas celulares (Weller & Haug,
1977) e, de um modo geral, protege a célula contra processos
fisicos e gquimicos desfavordveis (Postgate & Hunter, 1962; Durban
et al., 1970; Sherwood, 1972; Kotani et al., 1977; Payne, 1978;
Jurado et al., 1987; Sreekumar & Basappa, 1992).

A anaerobiose, por sua vez, pode também afetar a composigido

quimica celular. Quando a aeragdo é paralisada, além do decréscimo
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na taxa especifica de crescimento, pode haver uma correspondente
redugdo na concentragéo total e relativa de fosfatidiletanolamina,
de fosfatidilglicerol e de cardiolipina (Card, 1973; Mosley et al.,
1976). Foi verificado que, em determinadas condigdes de cultivo, a
perda da viabilidade c¢elular e a liberagdo de  componentes
citoplasmaticos, apresentadas por Bacillus stearothermophilus NCA
2184 podem ser evitadas com a adigdo de cdlcio ou se as células
forem submetidas & anaerobiose por 10 a 20 minutos (Mosley et al.,
1976). As condigdes anaerdbicas exibem, portanto, efeitos de
protegdo semelhantes aos causados pelo cdlcio, embora os dois
processos de protegd@o possam apresentar mecanismos de agao
diferentes. O aumento no teor de cardiolipina é responsavel pela
manutengdo da viabilidade celular e resisténcia & lise. Tem-se
sugerido que a protegio dada pelo cdlcio se deve & formagdo de
pontes de cations entre grupos de fosfato das moléculas de
fosfatidilglicerol (Mosley et al., 1976). Segundo esses autores, a
protegdo, em condigdes anaerdhicas, resulta da formagdo de ligagdes
covalentes entre porgdes adjacentes de diacilglicerol pela
conversdco de fosfatidilglicerol em cardiolipina. No sistema de
duplo estdgio proposto, procuram-se manter, no segundo fermentador,
células viaveis com um fator de lise, se n&c nulo, muito baixo. Se,
em condigdes anaerdbicas, a formagdo de cardieolipina pela bactéria
estiver comprometida, o cédlcio adicionado podera servir como
alternativa para manter a viabilidade e atividade celulares.

0 CaCl, estimula é formagdo de etanol e, principalmente, a
produgéo de dcido acético. Pelas taxas volumétrica e especifica de
consumo, verifica-se que as células, em G2, apesar de estarem em
menor concentragao, mantém uma alta atividade metabdlica. A redugao
no crescimento, observada em G2, pode estar vinculada ao desvio do
metabolismo provocado peld cdlcio, para a sintese de produtos. de
fermentagédo e n&c ao efeito inibitdério desses produtos. A formégao

de etanol estd, de certa forma, ligada & taxa especifica de
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crescimento pois, guantidades detectaveis de etanol aé foram
observadas em valores de D (0,240 h! ). Isso pode ser explicado
pela maior disponibilidade de substrato por unidade de tempo,
proporcionada pelo aumento de D. Silley & Armstrong (1985)
demonstraram que, em processos continuos, D ndo afeta a formagdo de
produtos de fermentagao se o suprimento de substrato por unidade de
tempo for constante. Altos valores de D estimulam a formagdo de
tails produtos e baixas taxas de diluigdo promovem altos valores de
Y,,, com pouca formagcdo de produto de fermentagdo (Russell &
Baldwin, 1979).

0 célcio parece direcionar o metabolismo do microrganismo para
a via PFL. Sendo, porém, a enzima PFL sensivel ao oxigénio, é pouco
provavel que, mesmo em condigdes parcialmente aerdbicas, seja esta
a via utilizada. Se a PDH substituir a PFL, havera, como resultado,
a formagdo de acetil-CoA, de CO, e de NADH+H'. O destino da acetil-
CoA, formada pela PDH, ndc foi, sequramente, aquele proposto por
Hartley et al. (1987) e Hartley & Shama (1987) (Apéndice A).
Segundo os autores, o Acido acético ndo seria produzido e haveria
formagdo de dois mols de etanol por mol de glicose consumida. O que
se observou foi um Y de 0,271 (molH.moljc) e um Y

ET/SAC 5 de,
1,828 (mol,..mol

AC/SAC
¢}« Em todos os casos, Y, /sac fol sempre maior que

-
SA
o de etanol. Isso indica que a formagido de dcido acético & uma

prioridade celular devido a sua vinculagdoc com a -formagdo de ATP.
Os NADH+H' obtidos na reagdo de descarboxilagdo do &dcido pirdvico
indo, na sua maioria, participar de outras reagdes metabdlicas
importantes, como formagido de ATP, via fosforilagdo oxidativa,
provoca limitagdo de poder redutor para a formagdio de etanol. A
relagdo molar etanol:adcido acético, que deveria ser de 1l:1, sendo
de 1:6,75, indica que essa limitacio realmente existe. 0 A&cido

acético sendo um intermedidrio para a formagdo de etanol, o sucesso

da reagdo depende apenas da disponibilidade de 0, de NADH+H', e da
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atividade das enzimas envolvidas no processo.
2 alta concentragdo de acido acético, nos meios onde o calcio
foli adicionado, 1indica dque este componente ativa a PDH, em

condigBes parcialmente aerdbicas. Em Saccharomyces cerevisiae, a

regulagdo dessa enzima é feita por fosforilagao (inativagdo) e
desfosforilagédo (ativagdo), mediante a agdo da  piruvato
desidrogenase dquinase e da piruvato desidrogenase  fosfatase,
respectivamente (Uhlinger et al., 1986}. O cdlcio atua ativando a
piruvato-fosfatofosfatase. Essa enzima, removendo o grupo fosférico
da PDH, devolve & essa dltima sua atividade catalitica (Randle et
al., 1974; Randle et al., 1981l; Reed & Pettit, 1981). Supondo que o
c¢iclo de Krebs esteja operando em condigdes limitantes devido a
baixa disponibilidade de O,, é possivel que esteja havendo um
acimulo intracelular de acetil-CoA. A alta concentragdo desta pode
estimular a PTA para formar acetilfosfato. Este, sob agdo da AcK,
gse transforma em dcido acético, liberando ATP.

Os parametros cinéticos obtidos, nos meios em meio G e e
G+CaCl,, em fungdo da variacdo de D mostram que o microrganismo ndo
seque o© modelo proposto por Herbert et al. (1956)., A teoria do
crescimento microbiano em cultura continua e em condigdes
limitantes de um nutriente ndo estabelece alteragdo na concentragio
de células em fungdo da variacg@o de D, como ocorreu nas faixas de
0,06 a 0,36 h™'. © balango de massa para substrato crescimento-
limitante, guando a cultura se acha em regime estaciondrio, resulta

na seqguinte equagi3o:

X = Yy,5(8, - 8)

£

Uma vez que s, (nas taxas de diluig&o entre 0,06 el0,66 h™1) e  s
sao constantes, a redugdo da concentragdo celular observada no
intervale de 0,06 a 0,36 foli causada pelo Y.+ Isso .acontece
quando a fonte de carbono é desviada para processos gque ndo estdo

relaciocnados com crescimento celular. A energia para manutencio -
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celular, por exemplo, & um processo que contribui de forma decisiva

para esse desvio.

Em valores baixos de D, a célula deve promover um balange entre

Y.,sc € m, de modo que o crescimento seja mantido. Se ndo houver
este balanceamento, ou seja, se a energia de manutencdo for
constante em qualquer que seja a taxa de diluigdo, podem-se obter

valores de Y&mc.extremamente altos. Em 0,06 h7, quase todo o

substrato foi usado para a manuteng@o celular. Embora  Klebsiella

aerogenes possa utilizar 90% da energia total consumida para
manutengdo celular (Stouthamer & Bettenhaussen, 1973), & pouco

provavel que, para manter a concentragidoc de células observada em

0.06 h”', o Bacillus stearothermophilus 11d-15 tenha exibido um ¥y /s
da ordem de 16 g de células por mmol de substrato. O valor de m
estimado no presente trabalho foi menor que aquele obtido para

Bacillus caldotenax (Kuhn et al., 1980)., Esses antores também

obtiveram os mesmos desvios na cinética de crescimento aqui
encontrados com Bacillus gtearothermophilus 11d-15. Variagdes de
Y,,s com o aumento de D tém gsido atribuidas ao decréscimo na
concentragcdo de O,por ocasido do aumento da taxa de diluigdo.
Foram constatadas, no entanto, grandes variagdes nos valores de Yy/s
mesmo mantendo um severo controle da concentrégao de oxigénio
dissolvido (Senior et al., 1972), A existéncia dem 1leva a uma
alteragdo na teoria do quimiostato e provoca diferengas entre Yyro
(total) e Y,,... Nesse caso, as concentragdes de substrato (s) e de
células (x} devem ser estabelecidas, em regime estacionario,

considerando o coeficiente m. Sabendo-se que a taxa especifica de

consumo total de substrato & definida como:

qs = /¥y + M
e que: Qs = oS/ (8 + K)
logo: /Yy e+ M= [gg,.s/(s + K)]

Bo= (Y, duus/ (s + Kj)1 - m¥,
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como Puax = Yy/sc9smax

entdo: o= [pyys/(s + K)] - m¥y, .
sp + pKo = ps - KmY, o - sm¥, o
MK, + RmY, oo = = sp + p,,s - smy, .

pK, + KSmYX/SC = s(pmx i melsc’
s = (pKg+ Ka¥y o)/ (Byy = B - 0¥y e)
no regime estaciondrio, u =D, e s = §;

i

logo: g8= K, (D + m¥,, ..}/ (- D - m¥, )

A equagdo: B = [Rs/(s +K)] - my,

mostra a relagédo entre p e s. Em batelada, o valor de s representa
o teor de substrato limitante adicionado ao meio. Se esta
concentragdo for suficiente apenas para a manutencgdo (sy), © nimero
de células manter-se-& constante enquanto s, estiver presente. 2
equagdo acima revela que, se for tragado um grafico de p contra s,
obtém-se uma reta com uma inclinagdo p../(s + K) e um intercepto
-mY¥, v OW seja, quando s for igual a zero, p serad igual a -mY,, o
Isso significa que p assume o valor zero antes de s se tornar
nulo., O valor de s, no ponto no qual p = 0, é chamado de Syr isto
€, corresponde ao teor de substrate necessirio apenas para a

manutengao celular. Assim:

0 = [PyySy/ (s + K)] - m¥,,

Isolando  s,: Sy = Ka¥yoo/ (Bypy = MYy 00 )

Na equagdo: § = K (D + m¥y, . )/ (Byy = D - mY,,q)

quando a concentragdo de substrato ndo for suficiente para promover
crescimento, p se torna zero. Para que a concentragio celular
naquele determinado ponto ndc varie, o valor de D deverd ser zero,
ou seja, o regime estaciondrio se estabelece, num intervalo de

tempo Iinfinitesimal, gquando o fluxo & paralisado. O processo
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continuo, no caso, se transforma em batelada ¢ & ge equivale,

nesse intervalo de tempo infinitesimal, a s,. Nesse caso:

H

B= Ka¥, o/ (Mg = MYy o)

O balango de massa para substrato crescimento-limitante, em

condigbes nas quais m é um fator importante e onde § difere de Syr

pode ser descrito como:

ds/dt = D(sy - 8) - px/Y,, . - mx
sendo: 0= pas/(s + K) - my,,
ds/dt = D(sy - s) - {[(Byys/(5 + Kg)) - m¥,, 1x/¥  } - mx

no regime estaciondrio p = Db, x = X e s = §; logo:

0 = D(sy=- 8) - {{[(ByB/(8 + Kg)) - m¥,, 1/Y, )} + m} &

concentragao de X no fermentador serd:

X= D(sy- B)/[(D/Y¥,,q) + m ]
X= D(s; = 8) Y, /(D + my,, )
ou ainda: = (85~ 8)Y,e/[1 + (m/D)Y, ]

se todo o substrato que chegar ao fermentador for suficiente apenas

para manutengao celular (s, = 0), ou seja, p = 0, porque:

2= Pyys./ (s + K)

Isso significa que {8y - s) = s, pelo menos momentaneamente. Neste

caso, o regime estaciondrio é perturbado e u difere de D:

logo: ds/dt = b(s; - sj - {{{(pys/ (s + K)) - MYy e/ ¥y 1} + mix
ou: ds/dt

H

D(sy) - {{l(pyys/(s + Kg)) = m¥,, ]/Y,} + mix

e, finalmente, a equagfo se resume a:

ds/dt = D(s;~ s) - mx

ou ds/dt = Ds, = mx

com u = 0, o arraste de células se di sequndo a equagio:

&
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dx/dt = x(- D)

quando x diminue, D{s;- s) se reduz de acordo com a equagdo:
D{sy - s) = mx + ds/dt

como D e s, sdo constantes, a redugdo na diferenga (s,- s) sé &
possivel se s tender para s;. O incremento de s pode nao ser
observado na andlise de aglicares, mas ser notado pelo crescimento
que, a partir desse ponto, o microrganismo passa a exibir. Assim, a
cultura pode entrar em novo regime, Nesse caso, ds/dt = 0, 2 =De

a concentragdoc de células volta a ser definida como:

X= D(s; - 8)Y,, /(D + mY

X/sC X/s¢C )

Se 8 for desprezivel no meio, a equagdo se resume a:

%= Ds. Y, ./(D + mY

07 x/s¢ X/SC)

0 processo de perturbagdo do regime se repete cada vez que D é
alterado. O aumento de x foi evidenciado apenas quando a taxa de
diluigdo cresceu de 0,06 para 0,30 hl, Nesta faixa de D, observa-
se uma relagdo linear entre x e D, com um coeficiente de
determinagdo de 0,997 e um coeficiente angular de 1,038, Para

valores de D muito pequenos, pode-se dizer que:

Ds Y, ISC/mY

e
i

X/sC

»l
il

ous Dsu/m

A diminuigdo no niimero de células, que ocorre durante o decréséimo
de D, é um recurso utilizado pelo microrganismo no sistema continuo
para aumentar a disponibilidade de substrato necessaric ao
crescimento e assim, se manter no meio. O Y, & ha verdade, uma

relagao na qual o valor de x é dividido pela soma de dois niimeros
independentes, ou seja, Ag. e 4g,. Assim:

Y, = X/As (fator de conversdo total)

Y, = X/4s, e se refere ao fator de conversido

verdadeiro
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onde: 4s = As + 4s, representa o teor de substrato usado

A redugdo da taxa de diluigdo acarreta, no fermentador, uma
diminuigdo na céncentragéo de substrato por unidade de tempo.
Supondo que, para um determinado nimero de células, o 4s, seja
constante, no momento em que 4s  se torna zero, o idnico substrato

disponivel é o As,, ou sejas

A = 4
s SM

Nesse instante, a massa celular continua vidvel, mas seu nimero vai
decrescer, numa taxa igual a D, e o szdiminuir. Este se reduz
porque o nimero de células diminui e o 4s continua sendo utilizado
na forma de 4s,. Com a queda no nimero de células, as exigéncias
por 4s

y Se reduzem. Se 4s for constante, a queda em 4s, acarretard

M
um aumento de 4s., permitindo crescimento., O novo regime

estaciondrio se estabelece quando D = p, mas as células, nessa

nova taxa de crescimento, parecem ter aumentadas as exigéncias por
4s,. O aumento provoca uma redugdo no novo Y, € na concentragao

celular, porque o valor de 4s, atual foi diminuido em relagdo
ao 4s, anterior. A partir de um determinado limite, cada diminuigdo
de D provoca uma redug@o na concentracdo de células e no Y ;- Essas
redugdes sdc geradas por um fator que poderia ser chamado "aig
limitante". O 4s se mostrou constante, na faixa de D compreendida
entre 0,06 e 0,66. No conceito " 4s limitante", a redugdo da taxa
de diluig&c ndoc provoca queda no nimero de células, obedecendo a
teoria do quimiostato, se o 4s ndo for limitante. Isso pressupde a
existéncia de um "pool" intracelular de s, que pode ser chamado
de 4s,, cujas dimensdes vdo depender da fragio As,. Quanto maior o
valor de 4s,, menor o de 4s,. Portanto, do 4s total partem, .com
destinos diferentes, as ﬁragﬁes As., 4s, e 4s,, representando,

respectivamente, o substrato utilizado para crescimento, formégao

do "pool" e manutengdo celular. A presenga do "pool" garante a
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constdncia dos valores de x e Y,,., que ocorre na faixa de D

compreendida entre 0,36 e 0,66 h™'., Quando As, aumenta, a cé&lula

M

transfere parte do 4s, para s, deixando intacto o 4s,. Isso faz

com (ue se mantenham constantes o nimero de células e o fator de
4
conversao total (Y,,)}. Quando o 4s, se torna zero, qualquer

aumento de 4s, resulta em queda de Y, e de x, porque parte do 4s

M c

estd sendo transferida para 4s,. O sistema passa a operar em
processo " 4s limitante". Assim, pode-se representar o valor de x

comos

Y= X/ (As . + A5, + 45}

X/s
logo: X = Y, (As . + 45, + 4s))

No metabolismo celular existe, portanto, prioridade no gue diz
respeito as trés fragdes. O grau de importdncia se did na seguinte
ordem: Ag,>4s >4s,. A prioridade estabelece um balango entre 4s,,

is, e 4s,de modo a satisfazer a&s exigéncias celulares. O Ag,. 86

serd comprometido pelo aumento de 4s,, quando ndo mais existir as

P
Nessa fase, o processo de recuperagio de 4s. se faz, como ja

<
discutido, com a redugdo no nimero de células.

0 fato de a concent}agéo de células viaveis, no regime
estaciondrio, manter-se constante, independentemente da alteragao
de D, quando este varia de 0,36 para 0,60 h'', mostra que o
coeficiente de manutengdo afeta a teoria do quimiostato apenas em
determinadas faixas de D. Quando a taxa de diluigdo varia de 0,36
para 0,60 h™', em momento algum o valor de u se iguala a 0, mas
num determinado intervalo de tempo t, p se torna maior ou menor do
que D, dependendo da variag@o de D. Logo em seguida, o regime
estaciondrio se estabelece. A concentragdo celular se mantém igual
aquela obtida antes de o regime ser guebrado pela mudanga de D.

Assim, tomando a equagdo:
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¥= D(s; - §) ¥,,../(pn + m¥

X/sC X/SC)

verifica-se que, se, na faixa de D compreendida entre 0,36 e 0,66

hla agdo de m for anulada pelo 4s,, e se o regime foi atingido, a

pr

equagdo acima se torna:

il
i

D(s, - §) Y, (1/D)

X/sC

it
i

ou seja: (sg— §) Yy

como m fol considerado sem efeito sobre a concentragdo celular,o

fator de conversao Y, pode ser substituido por ¥, ;

logo: =Y, (s, - §)

Y representa uma constante de proporcionalidade., De fato, na

X/s
faixa de D de 0,36 a 0,60 h', este fator de conversido foi
constante, Com isso, se retorna 5 forma original da cinética de
crescimento de microrganismo em cultura continua na qual, em
condigdes limitantes de substrato, a concentragio de x, no
fermentador, vai depender de s,. Alteragdes na teoria quantitativa
do quimiostato, em certos intervalos de D, tém sido também
detectadas com outros microrganismos (Hobson, 1965; Burton &
Garver, 1966; Mor & Fiechter, 1968; Moustafa & Collins, 1968;
Tempest, 1970; Kuhn et al., 1980; Kloss et al., 1983; Prior, 1984;
Robinson et al., 1984; Russel, 1986; Koh et al., 1987},
Manifestagles metabélicas de determinadas espécies, alteragdes
fisiolégicas devido as condig¢des de cultivo, entre outros fatores,
podem contribuir para tais modificagdes.

A falta de arraste completo de células, quando o reator estéa
operando em valores de D superiores ao b, ou, aproximadamente,
iquais a png,, constitui doutro fator de desvio da teoria do
quimiostato. A naoc existéncia de arraste completo das células -

indica que a bactéria apresenta um B,y diferente daquele observado

em batelada, ou seja, 0,690 h™'. Neste valor de D, a concentragao
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de células deveria ser zero e a de s, igualar-se a s,- Estudos em
batelada, embora indiqueq que esta taxa se encontre ao redor de
0,690 h™*, fol possivel obter células em regime estacionario,  em
taxas de diluigdo de 0,720 e 0,780 h''. Tem sido enfatizado gque,
em condigdes experimentais, o nimerc de células, embora baixo,
nunca atinge valor gzero, mesmo dque cultivadas em taxas
supercriticas (Fiechter, 1975). Regimes estacionadrios obtidos em
valores acima de .. Parecem ser fendémenos geralmente encontrados,
indicando inadequa@éo nos tratamentos tebéricos atuais (Hobson,
1965), alteracdo no estado fisioldgico de microrganismos (Harrison
& Lovelless, 1971) ou selegdo de linhagens de crescimento rdpido em
valores elevados de D {(Dalton & Postgate, 1969). O arraste pode
também nadoc ocorrer devido & agltacdo imperfeita do sistema
(Herbert, 1956; Pirt, 1985). Quando a mistura ndo € adequada, ao se
atingir o D, pode haver pontos no fermentador que apresentem D<D,.
Estes pontos garantem o regime estaciondrio, mesmo que o restante
do reator esteja operando com D>D.. No presente trabalho, a cultura
foi vigorosamente agitada (600 rpm); mesmo assim, pode ser o motivo
da falta de arraste completb.

s células podem também se originar do fendmeno chamado
"crescimento de parede". Microrganismos podem aderir & superficie
do fermentador, formando camadas de células e fazendo com que,
depois de atingirem uma determinada concentragdo, a massa total de
bactérias permanega constante (x"), liberando células filhas (%p)
para o meio de cultﬁra. Esse fendmeno foi também observado por
Topiwala & Hamer, (1971). O balango de biomassa, nessas condigdes,

pode ser descrito como:

dxV = nxvVdt + px,Vdt - Fxdt
ous dx/dt = px + px, - Dx
no regime, dx"/dt = 0;

entao: Dx" = pn¥ + px,



127
Dx" = p(% + X;)
0 balango do substrato crescimento-limitante seria:

dsV = Fgdt - Fsdt - px/Y, Vdt - px /Y, vdt

X/s XP/S
ds/dt = D(s; - &) - px/Y,, - BX,/ ¥y,

como X e X, se referem ao mesmo microrganismo, logo, Y, .= Y,

entdo: ds/dt = D(s, - s) - (X - X,)1/Y,,

quando se estabelece o regime, ds /dt = 0;

D(sy - E) = (¥ + F)n/¥,

como Dx" = u(Xx + X,)
entdo: D(s, - §) = Dx"/Y,
ou seja: X" = Y, (8, ~ §)

Isso significa que, no regime estaciondrio, o valor de x" vai
depender da concentragdo do substrato crescimento-limitante (sg)r
ou seja, o modelo para calculo de x" se aplica a processos com e
sem o fenbmeno “"crescimento de parede". O valor de n do

microrganismo durante o regime estaciondrio pode ser calculado como

segue:

sendo X= ¥y (s = g)

e D(s; - §) = (nX + pX,) /Y,

entdo: D(s, - 8) = plY,,(s,- 8} + ¥X,]/Y, .
logo: no= D(sg - B)Y¥, s/ [Y,,5(5, = B) + %]

Quanto & taxa de morte do microrganismo, o valor estimado néste
trabalho (0,07 h™') estd de acordo com aquele obtido com Bacillus
caldotenax a 70 °C (Kuhn et al., 1980). Os resultados indicam que o
cdlcio parece exercer um efeito estimulador sobre o metabolismo do
microrganismo. O valor de Ku, obtido no meio com adigdo de célcio,

foi mais baixo devido, possivelmente, a esse estimulo e ndo ao fato
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de o cdlcio proteger a célula do processo de morte ou lise. O valor .
desta  constante poderia também ser deduzido do balango de

substrato, ou seja:

ds/dt = D(s;~- =8) - px/Y, - Kux/¥, .
no regime: - %(D + Ku)/Y,,. = D(s, - E)
entao: =Y, D(s, - 8)/(D + Ku)
linearizando: 1/%= 1/1¥,,(8;- 8}1 + Ku/[Y,,(5,- §)]}1/D

¥ serd maximo quando todo s,- & for usado para formagdo de

células,
entdo: ¥, ,5(8, - 8) = X,
logo: 1/%= 1/%,,, + (Ku/%,,,)1/D

Ru representa, nesse caso, o valor de D para X atingir a metade de
seu valor méximo. Ky, definido também como a taxa de metabolismo
enddgeno, tem sido responsabilizado pela variagdo observada. no
fator de conversao (Martin et al., 1966; Sinclair & Topiwala, 19?0;

Topiwala, 1971; Esener et al., 1983; Andrews, 1984).

A falta de linearidade observada no grafico da dupla reciproca
1/Y contra 1/D, para o calculo de m, mostra que, em determinadas
faixas de D, o valor de Yy, € diminuido. Este fato tem sido
observado com certa freqiiéncia (Watson, 1970; Russell & Baldwin,
1979; Silley & Armstrong, 1984). A falta de linearidade pode ser
explicada pela sintesé, embora nado detectada no meio, de produtos
de fermentagao dque ocorre em valores altos de D. 0 &cido latico
parece ser um dos principais produtos de fermentagdo de Bacillus

stearothermophilus 11d-15, gquando cultivado em altas taxas de

diluigdo. Além do importante efeito tdéxico do 4&acido sobre o
crescimento (Herrero et al., 1985), o teor de ATP disponivel &
célula diminui, comprometendo ainda mais o crescimento celular e o

fator de conversao (Y,.). .
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O fato de a relagdo entre Y, e D ser hiperbélica revela que a
taxa especifica de crescimento possul valores que limitam o fator

de conversao. Fol encontrada semelhante relagdoc néc apenas para Y5

e D, mas também para Y, ,e D, em culturas de Escherichia coli
crescidas em anaerobiose e em condigdes limitantes de glicose
(Hempfling & Mainzer, 1975). A mesma relagdo hiperbdlica entre Y,
e D foi observada em condigdes aerdbicas (Mainzer & Hempfling,
1976).

De um modo geral, pode~se dizer que a equacdo bdsica:

X = Yy5(8; - 8)

representa o comportamento de um determinado microrganismo crescido
em cultura continua e em diferentes taxas de dilunigdo, se Y,,s for

independente de D, e se x e Y, dependerem apenas do nutriente

limitante. Esses dois pardmetros devem manter uma relagdo de
independéncia com os demais nutrientes do meio. No entanto, mesmo
operando um quimiostato nas condigbes de limitagdo por um Wdnico
nutriente, o sistema nem sempre se comporta da maneira ideal. Pelo
que se observa na literatura, a forma mais comum de anomalia & a
que fol apresentada neste trabalho, ou seja, falta de arraste

completo para D>D.e variagdo de x e de Y, em determinadas faixas

de D.

.

A eficiéncia de uso do substrato foi alta na taxa de diluigéo
onde a produtividade foi maxima. Esse fato estd de acordo com o -
trabalho de Herbert et al. (1956}, onde afirmam que as condigdes
para uma eficiéncia maxima de produgdo sdo obtidas com fluxos de
alimentagdo necessadrios para atingir D,, ou um pouco abaixo deste
valor, e com concentragdes préaticas de substrato as mais altas
possiveis. A concentragéo de substrato usada neste experimento ndo
foi alta, para garantir um regime de substrato crescimento-

limitante. Portanto, a produtividade mi&xima obtida é relativa, ou
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seja, diz respeito & concentragio de s; estabelecida.

Como o objetivo principal do primeiro fermentador é produzir
microrganismos, combinando alta produtividade de células com
eficiéncia de uso de substrato, as condigbes de cultivo utilizadas
se mostram ideais para obter, no primeiro estédgio, células de

Baclllus stearothermophilus 11d-15.

A forte redugdo na formagdo de CO, observada em cultura
continua, durante a transigdoc de aerobiose para anaerobiose e o
significativo aumento na evolugio deste gis, apés 35 horas de
cultivo, sugerem haver um complexo enzimdtico responsavel pela
liberagdo do CO, que opera em condigdes parcialmente aerdbicas e
outro que atua em anaerobiose. Se os complexos fossem os mesmos, o
comportamento gra&fico da segdo A, seria diferente; mostraria uma
queda de produgdo de CO,, que se estabilizaria em 0,65% sem

atingir, por longo periodo de tempo, valores aproximadamente nulos.

Comportamento similar foi detectado em culturas de Klebsiella

aerodgenes e de Escherichia coli (Harrison & Loveless, 1971).

Em condigdes parcialmente aerdbicas, o Coaevoluido resulta da
agdo da PDH sobre o acido pirdvico. Sabe-se também que, nessas
condigdes, etanol e &cido acético sado produzidos. Nesse processo, a
acetil-CoA, formada pela via PDH, serve como substrato para a PTA.
Para ndo haver desbalanceamento da relagdo NADH+H'/NAD, os NADH+H'
liberados durante a descarboxilagdo do a&acido pirdvico seriam
oxidados diretamente pelo complexo I da fosforilagdo oxidativa. No
estabelecimente da ahaerobiose, a PDH é inibida e a sintese de
acetil-CoA se efetua pela via PFL. Essa alteragdo na via de sintese
de acetil-CoA n#o resulta em liberag@o imediata de CO,, mas em
formagdo de acido foérmico. Como a produgdo de CO, foi restabelecida
ap6s 35 horas, assume-se ser este o tempo necessirio para que a FDH
seja sintetizada e/ou atue' sobre o adcido férmico. O longo periodo

de sintese de movo da FDH, no processo de transigio de aerobiose

para anaercbiose, se deve, talvez, & auséncia de substrato (&acido
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férmico) em concentrag¢des necessdrias & indugdo da enzima, em
condigbes parcialmente aerébicas. Se o Acido férmico estivesse
presente no meio nas concentragdes necessérias 4  indugéao,
provavelmente, se teria um periodo de sintese de FDH mais curto, No
processo de duplo estdgio proposto no Apéndice B, essa indugfo deve
ser constante, uma vez dgue o referido Aacido produzido no
fermentador 2 (anaerdbico) é continuamente transferido para o
fermentador 1 (parcialmente aerdbico). A sintese da FDH pode ser
efetuada sem, necessariamente, a enzima apresentar atividade, por
estar em condigéeé parcialmente aerdbicas.

0 aumento na evolugdo de CO, imediatamente apds terem sido
restabelecidas as condi¢des parcialmente aerdébicas sugere a
presenga da PDH mesmo em condigdes anaerdbicas, mas ndo significa,
como j& discutido, que a enzima, nessas condigdes, esteja em
atividade.

A baixa ou quase nula evolugdo de CO, durante a transigdo das
condigdes aerdbicas para anaerdébicas e, ao mesmo tempo, do processo
continuo para batelada, sugere vinculagdo entre a sintese de FDH e
a fase exponencial de crescimento. Isso é reforgado pelo fato de
haver formagdo de CO,, quando a taxa de diluigdo de 0,1 h™ foi
restabelecida. A formagdo da FDH pode depender também da
concentragdo de produtos de fermentagido, uma vez que em batelada,
estes se acumulam no meio. A exaustdo da fonte de carbono, durante
a fase de transigdo do sistema continuo para batelada, ndo pode ser
a causa da falta de evolugdo de CO, porque foram encontrados
valores de agicares residuais relativamente altos.

Os resultados obtidos indicam que existem duas vias para a
sintese de etanol e acido acético em Bacillug stearothermophilus
11d-15. Uma via usa a enzima PFL para a formagdo de acetil-CoRA e a
outra emprega a PDH para o mesmo fim. A primeira atua em condigdes

anaerébicas e a tltima, em condigdes aerdbicas, como sugerido na
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Figura 40. O fato de haver formagdo de CO, 35 horas depois de
instaurada a anaerobiose ndo significa que o inicio da formagdo de
etanol e de outros produtos de fermentagdo se dé a partir do mesmo
periodo de tempo. Isso desvincula a formagdo de CO,com a produgdo
de etanol, como ja discutido e apresentado na Figura 40.

Trocando-se a fonte de carbono de sacarose para xilose,
percebe-se que, em condigdes parcialmente aerdbicas, a relagdo
molar de 2:1:1 (&cido férmico:etanol:acido acético) esperada,
também ndo & obedecida. Os resultados confirmam a fraca ou nula
participagdo da enzima PFL no metabolismo do microrganismo, quando
este é cultivado em condicgdes parcialmente aerébicas e, portanto, a
formagao de COzobservada durante o experimento fol decorrente da
atividade da PDH. As condicgdes de parcial aerobiose fornecem meios
de se obter etancl por via metabdlica diferente  daquela
convencionalmente aceita para esse microrganismo. A PDH pode
participar do processo de produgdo de etanol, mas apenas como fonte
de acetil-CoA. A'partir deste ponto, a via que este produto deve
sequir vai depender da fisiologia do microrganismo, das condigdes
de cultivo e da composigdo quimica do meio de cultura.

E interessante notar que, no momento em que o &cido succinico
desaparece do meio, o acido latico se torna um dos produtos
principais da fermentagdo. Com isso se percebe que a produgdo de
dcido latico depende da pressdo fisioldégica exercida pelo fluxo da
via glicolitica. Assim, & possivel que, aumentando-se o teor de
xilose no meio, o crescimento do microrganismo venha a ser afetado.
A reversdo genética da linhagem ndo parece ser a causa da formagao
de é&cido lético por parte do mutante, uma vez que o processo de
formagdo deste Acido pode ser novamente bloqueado, se as condigdes
de cultivo forem alteradas.

Pelos resultados obtidos verifica-se que o meio, onde houve
redugdo nos teores de biotina e de &cido nicotinico de 100 para 34

png.1"' e diminuigdc na concentragdo de macronutrientes (1/2 da
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concentragdo presente no melo G), apresenta melhor performance para

ser ugado para o crescimento de Bacillus stearothermophilus 11d-15

no primeiro estdgio. Neste meio, o microrganismo, além de
apresentar um bom crescimento, produziu etanol como principal
produto de fermentagao.

Mesmo com a redugdc na concentragi&o desses nutrientes do meio,
ainda ndoc fol solucionado o problema de crescimento que ocorre, com
freqiiéncia, logo apds a inoculagao, dando a entender que algum
componente do meio desempenha um importante papel no processo
inibitério. 0 meio G(1/2MIC-1/2MAC) d& um bom suporte ao
crescimento da bactéria, mas ndo a protege contra agentes
inibidores, principalmente quando o substrato é a xilose.

Tem-se  discutido também a capacidade  adaptativa de
microrganismos durante o crescimento em temperaturas elevadas
{Amelunxen & Mudock, 1978). No presente trabalho, ndo foi
incapacidade de adaptagio o motivo da falta de crescimento imediato
da bactéria a 70 °c, uma vez que a mesma tem mostrado extrema
resisténcia a alteragdes de temperatura. Culturas rapidaménte
descongeladas e transferidas diretamente para temperaturas de 65 a
70 “C ndo apresentam problemas de crescimento. A temperatura esta
envolvida no processo inibitdério, mas de forma indireta.

0 restabelecimento da atividade da bactéria a 65 °C mostra que
esta ndo perdeu a viabilidade devido a inibigd3o. E possivel que o
meic de cultura que se encontra no reservatdério seja de diferente
composigdc daquele que se acha no fermentador. A diferenga &, sem
divida, provocada pela temperatura de trabalho {70 ©C). No momento
da reducdo da temperatura, de 70 para 65 °C, a taxa de formagdo de
possiveis inibidores, se vinculada & temperatura, deve diminuir ou
até ser anulada. Se a formagdo destes inibidores ainda se efetua,

sua taxa, a 65 9C, deve ser sensivelmente menor que a taxa de

diluicdo wusada (0,240 h™'). A hipétese de haver diferenga entre a
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composicdo quimica do meio presente no fermentador e a daquele que
se encontra no reservatédrio fol reforgada pela fase "lag" que o
microrganismo apresentou antes de iniciar a evolugdoc efetiva de
co,, a 65 OC. A bactéria se comportou comoc se um "novo" meic de
cultura estivesse alimentando o fermentador. Quando o t, atingiu o
valor de 1,2, a atividade normal do microrganismo  foi
definitivamente restabelecida. E muito provavel que, durante a fase
de inibigdo, uma pequena parte da xilose estivesse disponivel ao
microrganismo. Caso contrario, haveria arraste completo de células
e o teor de CO, seria reduzido a zero.

Comparando-se a varredura espectrofotométrica do meio de
cultura G(1/2MIC-1/2MAC)-Xi com a da mistura bindria "xilose-
Na,HPO,", verifica~se que a reagdo marrom pode ser aumentada pela
interagdo da mistura com algum outro componente do meio. A
interagdo pode ser semelhante aquela observada com a mistura
ternaria "xilose-K,HPO,-NaCl". A mistura binaria da xilose com um
desses dois componentes, isoladamente, ndo provoca reagdo marrom,
mas, em conjunto, mesmo fraca, apresenta certa tendéncia a reagir.
Ficou, portanto, estabelecido que o Na,HPO, ndo pode ser
adicionado ao meio, em processos de fermentagdo que utilizam altas
temperaturas e que empregam xilose como fonte de carbono e energia.

E interessante observar gue essas reagBes envolvem aglcares
que possuem grupo aldeido em sua molécula. Os testes de reagao
positivos obtidos com xilose e arabinose, e negativos com xilitol e
arabinitol, reforgam a hipétese do envolvimento do grupo aldeido no
processo de formagdo de pigmentos inibidores de crescimento. Embora
a autoclavagem de aguicares com fosfatos nem  sempre iniba
microrganismos (Hang e Hong, 1984) podendo, até mesmo, estimula-los
nos estagios iniciais de crescimento (Seargent et al., 1957), a
formagdo do pigmento marrom provocada por aquecimento tem sido
responsabilizada, como neste trabalho, por processos inibitérios em

microrganismos (Danton & Postgate, 1969; Vadehra & Bellamy 1983).
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A reagdo marrom aqui obtida ndo envolve aminodcidos, peptideos
ou proteinas mas os efeitos dos pigmentos formados sobre o
microrganismo s&do semelhantes Aaqueles descritos por O'Brian &
Morrisey (1989) para reagdo de Maillard. E possivel que, além de
reduzir a disponibilidade de substrato, a reag@o marrom possa estar
envolvida com a inibigdo do sistema de transporte, inibigéo
enzimdtica e com a formagdo de complexos com ions metalicos,
tornando-os indisponiveis ao microrganismo.

Se o Y, for constante, qualquer fator que reduza o
crescimento, como pH (5,9}, por exemplo, provoca um aumento no teor
de substrato (xilose) residual, A presenga de uma maior
concentragdo deste aglcar leva, juntamente com os sais do meio e
com a temperatura de trabalho (70 ©C), & formagio de componentes
inibidores. Quando o pH é novamente alterado para seu valor &timo
{6,5), a Dbactéria, mesmo na presencga de vitaminas, ndoc consegue
superar a inibigdo, porque a taxa de formagdo do agente inibidor &
alta. O fato de o crescimento sé se restabelecer gradativamente
apés a reducdo da temperatura de 70 para 65 °C mostra que o meio
estd se modificando e se tornando livre desse agente inibidor. Isso
se deve a redugdo de sua texa de formagdo (dp,/dt). Passado o
periodo critico de recuperagao, a temperatura pode ser aumentada de
65 para 70 °C, sem que o crescimento seja afetado. A taxa de
formagdo do inibidor pode aumentar em virtude da elevagcdo da
temperatura, mas a baixa concentragdo de xilose no meio, devido ao
crescimento do microrganismo, evita que o processo de sintese seja

efetivo. Sabendo-se que:
K = (dp,/dt)1/([A][B])

a relagdao entre K e a temperatura (T) pode ser definida segundo

Arrhenius:

= -E/(RT)
K = Kbe {
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logo: dp,/dt = (K™} [A]1[B]

Isso explica a inibigdoc que ocorre nos estdglios iniciais de
fermentagdo, principalmente se a xilose for a fonte de carbono. O
procedimento normal para o preparo do fermentador exige gque as
condigdes de trabalho sejam ajustadas horas antes da inoculagdo
para evitar choques ambientais sobre o microrganismoc. . Tal
procedimento promove a reagdo das fragdes [A] e [B]. Se a
temperatura de trabalho (70 °C) for desencadeante do processo de
sintese de inibidores e, conseqiientemente, a =xilose ([A]) nao
estiver disponivel, o crescimento que se observa logo apds a
inoculagdo se deve & disponibilidade de fonte de carbono presente
no indculo. OQuando esta fonte se esgota, o crescimente diminui
chegando a niveis extremamente baixos. E necessario, entdo, reduzir
a temperatura (65 °C) para que a taxa de reagdo quimica diminua.
Ao se retornar a temperatura de 70 °C, a bactéria deve manter
baixas as concentragdes das fragbes [A] e [B]. Se isso ndo ocorrer,
a taxa de formagdo de inibidor dp,/dt volta a aumentar porque K se
eleva com a temperatura e a concentragdo das fragdes [A] e [B]
também aumentam por falta de consumo. Logo, o processo de inibigdo
recomega gradativamente. E necessdrio, pois, que se adicionem
substéncias que diminuam o K de modo a aumentar a afinidade. do
microrganismo pelo substrato. Possivelmente, seja essa uma das
fungdes do TPP. Este fator de crescimento garante a estabilidade do
microrganismo quando mantido a 70 °C e permite, nessa temperatura
a manutengdc do regime estaciondrio por tempo indeterminado.

A recuperagdo do crescimento a 70 °C s6 se efetua se TPP for
adicionado ao meio e se, ao mesmo tempo, a <concentragic de
inibidores ndc tiver atingido niveis criticos e se ainda a
atividade metabdélica, medida em termos de porcentagem de CO, nos
gases de saida, estiver acima de 3%. Isso explica a ndo recuperagio

do crescimente, a 70 °C, mesmo na presenca de fatores de



137

crescimento. Nesses casos, o teor de CO,, nos gases de saida,
esteve abaixo de 3% (0,5 e 1,85%).

A temperatura pode afetar o microrganismo por, entre outros
fatores, comprometer o sistema enzimatico, alterar os paridmetros
¢inéticos (Topiwala, 1971; Mainzer & Hempfling, 1976; Kuhn et al.,
1980; Fieschko & Humphrey, 1983) e interagir com os componentes
quimicos do meio (Sripati, 1987). Pode ainda reduzir a
disponibilidade de nutrientes, interferir no sistema de transporte,
alterar a sintese de produtos do metabolismo (Al-Ssum & White,
1977) e mudar o comportamento do microrganismo em relagdo a
requerimentos nutricionais (Borek & Waelsch, 1951; Campbell &
Williams, 1953).

Tem sido enfatizado que a linhagem 11d-15 exige a presenga. de
meticnina, biotina, acido nicotinico e tiamina para seu crescimento
a 70 °C (Amartey et al., 199la). Esse fato nio foi confirmado no.
presente trabalho. A 65 °C, o microrganismo nido necessita de adigdo
de fatores de crescimento, uma vez que foi possivel recuperar sua
atividade sem ter que adicionar tais fatores. E provavel que o Kqr
nessa temperatura, seja mais baixo gque em 70 ©C. Assim sendo, o
consumo de xilose a 65 °C passa a ser eficiente, dificultando a
formagéo de agentes inibidores. Ultrapassado o periodo critico, a
temperatura pode ser aumentada para 70 °C se TPP for adicionado ao
meio. Com isso se mostra que o microrganismo possui, para TPP,
auxotrofia temperatura-dependente.

A adigdo de aminoécidos e vitaminas em meios de cultura, para
garantir o crescimento de microrganismos ou a formagdo de um
determinado  produto, tem sido uma pratica muito utilizada.
Freqientemente, os aminodcidos se comportam como fatores: de
crescimento, sendo, muitas yvezesg, usados indiscriminadamente.

Esperava-se dque a adigdo dos &cidos aspartico e glutamico ' no
processo respiro-fermentativo fosse de grande valia para o estimulo

do crescimento, uma vez que os componentes do. ciclo de Krebs



138

poderiam ser poupados para fungdes energéticas. O que se verificou
foi uma ligeira redugdo no fator de conversdo e um leve aumento na
taxa especifica de consumo,, indicando que os aminodcidos entramlnos
espagos Mmetabdlicos ocupados pela fonte de carbono, possivelmente,
ao nivel do ciclo de Krebs. Se isso realmente ocorrer, o fluxo da
glicélise pode ser aumentado e, conseqgiientemente, serdo obtidas
maiores concentragdes de produtos como etanol, 4&cido acético e
dcido 1latico. O aumento desse fluxo parece ser tao importante que
até o 4&cido férmico, nessas condigbes, aparece em concentragdes
relativamente altas. Isso indica que a via PFLL é extremamente
influenciada pela composicdo quimica do meio, pois, foi estimulada
até mesmo em parcial aerobiose.

As vitaminas apresentam um papel interessante no metabolismo do
Bacillus stearothermophilus, interagindo com o5 aminocdcidos na
formagdo de produtos. As vitaminas direcionam o metabolismo do
microrganismo para a sintese de etanol e &cido acético na presenga
de aminodcidos. Essa fung@o pode estar diretamente relacionada com
todas as vitaminas adicionadas, com uma determinada vitamina ou com

a formagdo de “"vitamer", como sio chamados os derivados de

-

vitaminas (e.qg. piridoxal e piridoxamina provenientes . da
piridoxina). A sintese ou a ndo formagdo de "vitamer" pode afetar
de modo significativo o comportamento do microrganismo. Os

componentes do meio de cultura podem inibir ou estimular a

formagdo desses derivados. Em Bacillus stearothermophilus, por
exemplo, a biossintese de "vitamer", a partir de biotina, é afetada
pela presenca de glicose (Papiska & Lichstein, 1968). Como esses
derivados podem ser importantes para o crescimento de determinados
microrganismos, podem também desempenhar importantes fungdes no
processo se sintese de produtos de fermentagdo.

No sistema transiente, quando as condigdes vaoc se tornando

anaerdbicas, a fungdo dos aminodcidos adicionados parece se
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modificar. Percebe-se que os aminocdcidos ddo maior sustentagdo ao
crescimento do microrganismo, agindo, possivelmente, como redutor
do choque anaerdbico provocado pela transicdo.

Os dois aminodcidos utilizados tém como precursores os &acidos
oxaloacético e a-cetoglutdrico. Na transigdo de aerobiose para
anaerobiose, a concentragdo destes &dcidos, via ciclo de Krebs,
vai-se reduzindo. R via dos acidos tricarboxilicos, em condigdes
anaerdbicas, se modifica, passando a existir de forma ndc ciclica
com duas ramificagdes, uma oxidativa (sintese de &cido a-
cetoglutarico) e outra redutiva (sintese de acido succinico), que
partem de um componente comum, o &dcido oxaloacético. Como foram
adicionados os acidos aspartico e glut@mico, as fungbes metabdlicas
das ramificagdes ndo dependeriam, de forma exclusiva, dos
esqueletos de carbono provenientes da glicélise. Isso resultaria no
aumento do fluxo da glicdlise e, ao mesmo tempo, melhoraria o
crescimento. De fato, o crescimento da bactéria sofreu am
decréscimo mais 'acentuado e a taxa especifica de crescimento
atingiu valores negativos, no meio onde os amincacidos estiveram
ausentes.

A participagdo da acetil-CoR no processo oxidativoe da
ramificagdo dos &cidos tricarboxilicos implica, teoricamente, numa
redug8o no teor de etanol. Assim, no meio onde os aminoacidos
estivessem presentes, era de se esperar que houvesse uma maior
formagdo de produtos como Acido acético e etanol. Os resultados
mostram que isso & verdadeiro para 4&cido acético, mas nao
necessariamente para etanol. Para o microrganismo, a sintese desse
dcido & importante porque uwm mol de ATP é formado para cada mel de
acido produzido. Como este &acido & um forte indutor da o-
cetoglutarato desidrogenase (Amarasingham & Davis, 1965), o
microrganismo pode ser estimulado n3c s6 a sintetizar, mas também a
acumilar  Acido  acético para fins indutivos. Em condigdes

anaerdbicas, a conex8o das duas ramificagBes da via dos Acidos
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tricarboxilicos, para fechar o ciclo, ndc pode se efetuar por falta
de a-cetoglutarato desidrogenase. Portanto, o acimule de é&cido
acético pode estar vinculado a tentativa de se fechar o ciclo de
Krebs e assim aumentar a eficiéncia de formagdo de ATP. A tendéncia
do microrganismo em acumular este adcido compromete o fator de
conversdo de etanol. A adigdo de &cido glut8mico poderia ter
reduzido o aclmulo do adcido se este estivesse envolvido apenas no
processo de indugdo da enzima a-cetoglutarato desidrogenase, uma
vez que o proprio acido glutdmico é indutor desta enzima.

Os valores de r e de r

apresentando valores bem abaixo

HAC/ET MEo/ACT

do esperado, reforgam a hipdtese na qual se prevé o envolvimento
dos &cidos férmico e acético na formagdo do etanol.

Como a auséncia de vitaminas, em condigdes  anaerdbicas,
favorece a sintese de dcido latico, e a presenca de aminodcidos
ajuda a manter o crescimento, o meio que alimenta o fermentador
destinado a operar em anaerobiose deve conter vitaminas. Além
disso, as vitaminas inﬁ}uenciam o metabolismo da bactéria
aumentando seu coeficiente metabdlico e estimulando a sintese  de
etanol.

O crescimento da linhagem 11d-15 em hidrolisado de palha de
trigo foi um resultado encorajador. O fato de se obter, nesse meio,
uma produgdac de células aprecidvel em condicdes parcialmente
aerébicas (0,057 vvm de ar) e uma remogio de xilose da ordem de
80,77%, mostra que o microrganismo é capaz de utilizar poluentes
industriais que possuam essa fonte de carbono. Aumentando-se ainda
mais a aeragdo, pode-se incrementar também a taxa volumétrica de
consumo de xilose do meio poluente. Se as células formadas nao
forem de interesse para o processo industrial, serido, sem ddvida,
importantes para a nutrig8o de ruminantes.

A ndo formagdo de etanol e dos 4dcidos acético e férmico que se

observou neste meio talvez se deva ao baixo teor de xilose presente
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no hidrolisado. Este meio, embora tenha apresentado coloragdo
marrom, indicadora tipica da presenga de inibidores, permite um bom
crescimento da bactéria, mostrando que, se presentes, ndo afetaram
seu metabolismo.

0 emprego do Bacillus stearothermophilus no processo industrial

para a formagdo de etanol ainda depende de estudos no sistema
produtivo e da obtencdo de linhagens mais adequadas. Mesmo assim, a
linhagem 11d-15 pode ser utilizada para a sintese de xilose
isomerase (EC 5.3.1.5), pafkindo~se de residuos industriais a base
de xilose. Esta enzima tem ampla aplicagdo na indistria de
alimentos por transformar glicose em frutose. Pode ser também usada
na isomerizagio da xilose em xilulose e esta dltima ser
transformada em etanol via PDC. No processo industrial de produgéo
de glicose isomerase, um dos problemas cruciais reside no fato de
se obter linhagens com altos fatores de conversdo de enzima e de
manter as condi¢gdes de cultura pura. A contaminagdc com certos
tipos de microrganismos provoca uma importante redugdo no fator de
conversdao da enzima. Este problema é sensivelmente reduzido pelo
uso da linhagem 11d-15, pois a temperatura de trabalho (65 a 70 °C)
e o pH (6,5) limitam a contaminagdo por microrganismos
mesofilicos. Além disso, a enzima oferece maior probabhilidade de
ser utilizada em temperaturas altas (80 °C), o que aumenta a
constante de equilibrio em relagdo &s temperaturas de 55 e 65 °©C,
geralmente empregadas, e ainda reduz os riscos de contaminagdo
bacteriana durante o processo de isomerizagdo.

Enfim, a presente tese procurou estabelecer condigdes adequddas
para a obtengdo de etanol a partir de xilose. Sabe-se que o estudo
nao teve a pretengao de resolver o problema mas constituiu um
avango promissor para tal. Espera-se a continuagdo das pesquisas
para alcangar as condigles ideais que possam contribuir de maneira

efetiva na produgdo de etanol.
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APENDICE C -Meios de Cultura

A composigdo de cada meio de cultura utilizado esta expressa
em massa de soluto por litro de Aagua.

Meio BSTCM - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; triptona
(Oxoid) 20,0 g; extrato de levedura (Oxoid) 10,0 g; NH,Cl (BDH) 2,0
g; acido citrico (Sigma) 0,32 g; Na,HPO,. 7H,0 (BDH) 2,50 g; MgsoO,.
7H,0 (BDH) 0,27 g; K,SO, (BDH) 1,30 g; MnCl,. 4H,0 (BDH) 3,0 mg;
FeCl;. 6H,0 (BDH) 7,0 mg; zuSO,. 7H,0 (BDH) 0,8 mg; CuSO,. 5H,0 (BDH)
0,4 mg; CoCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; NiCl,. 6H,0 (BDH) 0,2 mg; H,BO,
(BDH) 0,02 mg.

Meio BSTSM - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; NHCL (BDH) 2,0
g; &cido citrico (Sigma) 0,32 g; Na,HPO,. 7H,0 (BDH) 2,50 g; MgSso0,.
78,0 (BDH) 0,27 g; K,50,(BDH)} 1,30 g; MnCl,. 4H,0 (BDH) 3,0 mg;
FeCl;. 6H,0 (BDH) 7,0 mg; ZnSO,. 7H,0 (BDH) 0,8 mg; Cus0,. 5H,0 (BDH)
0,4 mg; CoCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; NiCl,. 6H,,0 (BDH) 0,2 mg; H.BO,
(BDH} 0,02 mg; EDTA (Sigma) 0,5 mg; biotina (Sigma) 100 ug;
tiamina (Sigma) 100 pg; &cido mnicotinico (Sigma) 100 pg;
metionina (Sigma) 0,2 g.

Estes dois meios, usados pelo Centre for Biotechnology do
Imperial College of Science and Technology and Medicine, serviram
de base para a formulagdo dos G, G-(1/2MIC), G-(1/2MIC-1/2MAC), G-
(1/2MICNa-1/2MACK), (G,o- F)Tpp' e (Ggg-F)TPP~ destinados ao estudo
do Bacillus stearothermophilus 11d-15. A composigdo quimica desses
meios € a seguinte: ‘ |

Meio G - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; NH,C1 (BDH) 2,0 gq;
dcido citrico (Sigma) 0,32 g; Na,HPO, {BDH) 2,50 g; Mgso,. 7H0
(BDH) 0,27 q; K,50, (BPH) 1,30 g; MnCl,. 4H53 (BDH)} 3,0 mg; FeCls.
6H,0 (BDH) 1,0 mg; ZnSO,. 7H,0 (BDH) 0,8 mg; CuSO,. S5H,0 (BDH) 0,4
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mg; CoCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; NiCl,. 6H,0 (BDH) 0,2 mg; H,BO, (BDH)
007 ma: BDTA (Siama) 0,5 mg: biotina (Sigma} 100 pg; tiamina
(Sigma) 100 pg; &cido nicotinico (Sigma) 100 pg; metionina
(Sigma) 0,2 g.

Meio G-(1/2MIC) - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; NHCI
(BDH) 2,0 g; &cido citrico (Sigma) 0,32 g; Na,HPO,. 7H,0 (BDH} 2,50
g; MgSo,. 7H,0 (BDH) 0,27 g; K,SO, (BDH) 1,30 g; MnCl,. 4H,0 (BDH)
1,5 mg; CaCl,. 2H,0 (BDH) 1,25 mg; FeCl,. 6H,0 (BDH) 0,5 mg; ZnSO,.
7H,0 (BDH) 0,4 mg; CuSO,. 5H,0 (BDH) 0,2 mg; CoCl,. 6H,0 (RDH) 0,05
mg; NiCl,. 68,0 (BDH) 0,1 mg; H;BO; (BDH} 0,01 mg; biotina (Sigma)
100 pg; tiamina (Sigma) 100 ug; &acido nicotinico (Sigma) 100 ng.

Meio G-(1/2MIC-1/2MAC) - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g;
NH,Cl (BDH) 2,0 g; Acido citrico (Sigma) 0,1 g; Na,HPO,. 7H,0 (BDH)
1,25 g; Mgso,. 7H,0 (BDH) 0,135 g; K,SO, (BDH) 0,65 g; MnCl,. 4H0
(BDH) 1,5 mg; CaCl,. 2H,0 (BDH} 1,25 mg; FeCl,. 6H,0 (BDH) 0,5 mg;
inso,. 7H20 (BDH) 0,4 mg; CuSO". 5H20 0,2 mg; COClz. GHEO (BDH) 0,05
mg; NiCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; H,BO, (BDH) 0,01 mg; biotina (Sigma)
34 pg; tiamina 100 pg; Acido nicotinico (Sigma) 34 pg.

Meio G-(1/2MICNa-1/2MACK) - sacarose ou xilose (Sigma)} 10,0 g
NH,C1l (BDH) 2,0 g; acido citrico (Sigma) 0,1 g; KH,FO, (BDH) 1,0 g;
Mgso,. 7H0 (BDH) 0,135 g; K,80, (BDH) 0,65 g; NaCl (BbH) 0,05 g;
MnCl,. 4H,0 (BDH) 1,5 mg; CaCl,. 2H,0 (BDPH) 1,25 mg; FeCl,. 6H,0
(BDH) 0,5 mg; 2ZnSO,. 7H,0 (BDH) 0,4 mg; CuSO,. 5H,0 (BDH) 0,2 mg;
CoCl,. 6H,0 (BDH) 0,05 mg; NiCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; H,BO, (BDH) 0,01
mg; biotina (Sigma)- 34 ug; tiamina (Sigma) 100 pg; A&cido
nicotinico (Sigma)} 34 pg; metionina (Sigma) 0,2 g.

Meio (G70-F)TPP+ - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; NHCL
(BDH) 2,0 g; acido citrico (Sigma) 0,1 g; KH,PO, (BDH} 0,1 g; MgSO,.
7H,0 (BDH) 0,135 g; K,SO, (BDH) 0,65 g; NaCl (BDH) 0,05 g¢; MnCl,.
46,0 (BDH) 1,5 mg; CaCl,. 2H,0 (BDH) 5,0 mg; FeCl,. 6H,0 (BDH) 0,5
mg; ZnS0,. 7H,0 (BDH) 0,4 mg; Cuso,. 5H,0 (BDH) 0,2 mg; CoCl,. 6H,0
(BDH) 0,05 wg; NiCl,. 6H,0 (BDH) 0,1 mg; H,BO, (BDH) 0,01 mg;
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pirofosfato de tiamina 100 pg.

Meio (Ggg-F)TPP™ - sacarose ou xilose (Sigma) 10,0 g; NHCI
(BDH) 2,0 g; acido citrico (Sigma) 0,1 g; KH,PO, (BDH) 1,2 g; MgsO,.
7H,0 (BDH) 0,65 g; NaCl (BDH) 0,05 g; MnCl,. 4H,0 (BDH) 1,5 mg;
CaCl,. 2H,0 (BDH) 5,0 mg; FeCl,. 6H,0 (BDH) 0,5 mg; ZnSO,. 7H,0 (BDH)
0,4 mg; CuSO,. 5H,0 (BDH) 0,2 mg; CoCl,. 6H,0 (BDH) 0,05 mg; NiCl,.
6H,0 (BDH) 0,1 mg; H,BO, (BDH) 0,01 mg.

Meio Hidrolisado de Palha ~ ¢ hidrolisado foi obtido do ICI
(England) e diluido de forma a se obter uma concentragdo de xilose
de aproximadamente 39 mM. Foram adicionados ao hidrolisado diluido
CaCl,. 2H,0 (BDH) 5,0 mg; &dcido oxélico (Sigma) 1,0 g; &cido
citrico (Sigma} 0,5 g e os macronutrientes do meio (Ggg5-F)TPP™,
quais sejam, NHCL (BDH) 2,0 g; KH,PO, (BDH) 1,2 g; MgSO,. 7H,0 (BDH)
0,6 g; K80, (BDH) 0,65 g. Como controle foi utilizado o
hidrolisado diluido apenas com adigdo de NHCl 2,0 g. Esses dois
meios foram esterilizados por filtragao (fitros com poro de 0,2 mu
- Millipore Corp). As condigdes de cultivo do microrganismo nesse
meio foram: temperatura - 65 °C; pH - 6,5; agitagdo - 600 rpm;

aerago - 0,057 vvm de ar; taxa de diluigdo - 0,240 h™,



