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RESUMO

Zymomonas mobilis produz 4cido gluconico e sorbitol a partir de glicose e frutose,
em reagdes catalisadas pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e
gluconolactonase. Neste processo, para a biotransformagéo de glicose em acido gluconico
e frutose em sorbitol, € necessario concentrar suspensdes celulares, previamente
cultivadas, contendo as enzimas. Isto € normalmente feito por centrifuga¢do ou outro
processo fisico. Com a utilizagdo de uma linhagem floculante, a recuperagdo das células
poderia ser realizada pela sedimentagdo natural dos flocos.

O presente trabalho teve por objetivo o estudo da produgdo de células floculantes -
de Z. mobilis Z1-81 com alta atividade em GFOR, visando sua utilizagdo no processo de
biotransformagdo de glicose e frutose em acido gluconico e sorbitol, respectivamente.

Foram realizados estudos sobre a cinética enzimatica de GFOR para a linhagem
floculante, estudos sobre a influéncia da concentracio inicial de substrato e do estado de
agitacdo do sistema sobre o processo de floculagdo, a produgio de etanol e a atividade de
GFOR, e estudos de avaliagdo da capacidade da linhagem floculante de converter glicose e
frutose em acido glucdnico e sorbitol.

A GFOR de Z mobilis Z1-81 apresenta um valor da constante de Michaelis -
Menten (K,,) de aproximadamente 324g/L. de glicose e frutose e da velocidade maxima
de reagdo (V;,) proximo a 10,4U/g para uma concentragdo de glicose+frutose em torno
de 300g/L. Requer temperatura de 39°C e pH de 6,4 para alcancar a maxima atividade.

Concentragdes iniciais de substrato entre 95 e 144g/L resultaram em indices de
floculagdo (ip) mais altos, em torno de 76%, bem como, maiores valores de conversdo de
substrato em células floculantes, 0,02.

A formacdo de etanol ndo ¢ afetada pela concentrago inicial de substrato, ficando
os rendimentos na faixa de 90 a 92% do maximo tedrico, nas condigdes testadas. Com
concentragdes de substrato mais elevadas, cerca de 210g/L, sdo obtidas as maiores
concentragdes de etanol, proximas a 100g/L.

A atividade especifica em GFOR tende a aumentar com o aumento da
concentracdo inicial de substrato, tendo sido encontrados valores entre 7,3 e 14,1U/g.

O aumento do estado de agitagdo do sistema favorece o crescimento celular, que
chega a 3,4g/L de células totais na condi¢do de agitagdo mais elevada testada. O indice de
floculagdo, porém, ¢ prejudicado, ficando em torno de 40 e 60%. Valores de ip mais altos,
em torno de 76%, foram obtidos sob agitagdo branda.

Os rendimentos em etanol ndo sdo afetados pela agitagdo, bem como a atividade
especifica em GFOR. A produtividade em etanol, por outro lado, aumenta com 0 aumento
da agitacdo do sistema, tendo sido atingidos valores da ordem de 4,9g/(L.h).

Rendimentos de cerca de 95% do maximo tedrico, em sorbitol € acido gluconico,
demonstram a capacidade da enzima GFOR, contida em Z mobilis Z1-81, em converter
eficientemente glicose e frutose em acido glucdnico e sorbitol. Foram obtidas, no ensaio
de biotransformagdo, concentragdes de acido gluconico e sorbitol de 285 e 287¢g/L,
respectivamente, com um tempo de processo inferior a 12 horas.



ABSTRACT

In the presence of glucose and fructose, Zymomonas mobilis produces gluconic
acid and sorbitol. These reactions are catalyzed by the enzymes glucose-fructose
oxidoreductase (GFOR) and gluconolactonase. In this process, for the biotransformation
of glucose to gluconic acid and fructose to sorbitol, the concentration of a previously
grown cell suspension, containing the enzymes, is needed. This is normally carried out by
centrifugation or other physical methods. By using a flocculent strain, the recovery of
cells could be achieved by natural sedimentation of the flocs.

The aim of this work was to study the procuction of flocullent cells to be used in
the biotransformation of glucose and fructose in gluconic acid and sorbitol respectively.

The following studies were done: enzymatic kinetics of GFOR contained in the
flocculent strain; effect of initial substrate concentration and agitation on the flocculation
process, ethanol production, and GFOR activity; the ability of the flocculent strain to
convert glucose and fructose to gluconic acid and sorbitol.

The enzyme glucose-fructose oxidoreductase of Z. mobilis Z1-81 has a Michaelis-
Menten constant (K,) of about 324g/L. glucose plus fructose and a maximum reaction
rate (Vmax) around 10.4U/g at a substrate concentration of 300g/L, approx1mately The
maximum activity of this enzyme is reached at 39°C and pH 6 4.

An initial substrate concentration of 144g/L results in a higher flocculation yield of
about 76% of total cell mass.

Ethanol production is not dependent on the initial glucose concentration, since, in
any condition tested. Yields between 90 at 92% of the theoretical maximum have been
obtained. With a higher substrate concentration (about 210g/L), an ethanol concentration
of 100g/L, approximately, was obtained.

Specific activity of GFOR seems to increase with increasing initial substrate
concentrations. In this case, values between 7.3 and 10.4U/g were found.

Increasing agitation leads to better growth yields. Using the highest agitation rates,
for example, a total cell concentration of 3.4g/L. was obtained. On the other hand, under
these conditions, flocculation is hindered, remaining between 40 and 60% of the total cell
mass. Under conditions of mild agitation, a flocculent fraction of about 76% was
measured.

Ethanol yield and GFOR specific activity are not affected by agitation. Ethanol
productivity, however, is higher as agitation is increased. In the best conditions, values
near to 4.9g/(L.h) have been reached.

Sorbitol and gluconic acid yields of 95% of the theoretical maximum show the
ability of the enzyme GFOR, contained in Z mobilis Z1-81, to convert glucose and
fructose efficiently to gluconic acid and sorbitol. In biotransformations, gluconic acid and

sorbitol concentrations of 285 and 287g/L, respectively, were obtained in less than 12
hours of process.



I INTRODUCAO

Na década de 80, foram realizados diversos trabalhos considerando a
potencialidade da bactéria Zymomonas mobilis para a produgdo de etanol (LYNESS e
DOELLE, 1981; KING e HOSSAIN, 1982; ROGERS ef al., 1982; LAWFORD et al., 1982;
FEIN et al., 1983b; DOELLE e GREENFIELD, 1985, 1989; VIIKARI, 1986; MORTATTI ¢
PARK, 1988).

A época, cogitava-se substituir as leveduras, normalmente utilizadas para
este processo, por esta bactéria, considerando a capacidade de Z mobilis de produzir
etanol cerca de duas vezes mais rapidamente que as leveduras (ROGERS et al, 1982). A
utilizagdo deste microrganismo, entretanto, era viavel apenas com glicose como fonte de
carbono, uma vez que, em presenca de frutose ou sacarose, uma série de subprodutos
eram formados, diminuindo o rendimento em etanol (VIIKARI, 1984).

Em estudos sobre os carboidratos metabolizados por Z. mobilis, VIIKARI
(1984) e BARROW et al. (1984) verificaram que, em presenca de glicose e frutose, ou
sacarose, esta bactéria era capaz de produzir acido gluconico e sorbitol.

Mais tarde, ZACHARIOU e SCOPES (1986), estudando a formagéo de acido
gluconico e sorbitol por Z. mobilis, identificaram a enzima glicose-frutose oxidorredutase
(GFOR) como a responsavel pela converséo da glicose e frutose em gluconolactona e
sorbitol, respectivamente. Na seqiiéncia, gluconolactona ¢ hidrolisada a acido gluconico
pela enzima gluconolactonase.

Sorbitol e acido gluconico sdo produtos com varias aplicagdes,
especialmente nas industrias farmacéutica e de alimentos (FREITAS, 1990). Acido
glucdnico ¢ produzido por processo fermentativo com Aspergillus niger (HUSTEDE et al,

1985). Sorbitol, por sua vez, ¢ obtido industrialmente por via quimica, através da



hidrogenacao catalitica de xarope de glicose, em temperaturas em torno de 150°C, com
pressdes entre 40 e SOatm (PHILLIPS, 1963).

Assim, a possibilidade de produzir sorbitol por via biologica com Z. mobilis,
em condi¢cdes de processo moderadas, tendo acido glucdnico como co-produto,
desencadeou a realizacdo de pesquisas visando a definicdo de um processo tecnicamente
viavel.

Em condigdes normais de fermentagdo, o acido glucdnico produzido por
Z. mobilis ¢ metabolizado no sentido da formagédo de etanol através da via de Entner-
Doudoroff (VIIKARI, 1984; BARROW et al., 1984; SILVEIRA et al., 1992). De modo a
evitar o consumo do gluconato formado, CHUN e ROGERS (1988) desenvolveram um
processo no qual eram utilizadas culturas concentradas de Z. mobilis permeébilizadas com
tolueno. Com a permeabilizagdo, as cé€lulas perdiam para o meio externo cofatores
essenciais para a producdo de energia €, em conseqiéncia, o consumo do acido gluconico
era impedido.

Visando evitar a necessidade de permeabilizacdo das celulas, SILVEIRA
et al. (1994) desenvolveram e patentearam um processo utilizando células livres € nfo
permeabilizadas de Z. mobilis, em que o consumo do gluconato ndo ocorria quando a
concentragdo de substrato (glicose+frutose) era superior a 600g/L. Neste caso, o
processso deve ser realizado em quatro etapas: (1) produgéo de c€lulas com alta atividade
em GFOR, (i1) concentracgdo das células, (111) biotransfomagdo dos substratos em sorbitol e
acido glucdnico e (iv) recuperagédo dos produtos por extragdo com solventes.

Neste processo, o meio utilizado na etapa de producdo de células ¢ semi-
sintético, com glicose como substrato. Assim, nestas condi¢des, um etanol de alta
qualidade pode ser produzido. Estudos de viabilidade econdmica demonstraram que o
-élcool produzido tem uma participagdo fundamental na economia deste processo.

Um dos pontos que poderiam ser melhorados no processo biologico, € a
recuperagdo e concentragdo das células contendo GFOR para uso na biotransformagéo.

Nos trabalhos descritos na literatura, a concentragdo das células foi feita por



centrifugagdo. Numa eventual ampliacdo de escala, a utilizagdo deste método encareceria
0 Processo.

Uma alternativa, entfo, seria a utilizagdo de uma linhagem floculante de
Z. mobilis, ja que, normalmente, estas linhagens apresentam alta velocidade de
sedimentag¢do (LOPES et al., 1991). Neste caso, a etapa de recuperacdo das células seria

realizada simplesmente pela sedimentagéo natural dos flocos.

Assim sendo, este trabalho teve por objetivo principal, estudar a produgdo
de células floculantes de Z. mobilis com alta atividade em GFOR, visando sua utilizagio
no processo de biotransformacdo de glicose e frutose em acido glucdnico e sorbitol,
respectivamente.

Neste contexto, os seguintes pontos foram abordados:

. estudos sobre a cinética enzimatica da glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) para a
linhagem floculante;

. estudos da influéncia da concentragdo 1nicial de substrato e do estado de agitagdo do
sistema sobre o processo de floculagdo, sobre a producdo de etanol e a atividade da GFOR,;
. estudos de avaliag@o da capacidade da linhagem floculante de converter glicose e frutose

em acido gluconico e sorbitol, respectivamente, no processo de biotransformagao.



11 REVISAO BIBLIOGRAFICA

IL.1 MICRORGANISMO

Zymomonas mobilis (KLUYVER e van NIEL) s&o bactérias gram-negativas,
pertencentes a familia Pseudomonadaceae, habitantes comuns do solo e da &gua,
normalmente encontradas em sucos de plantas tropicais, principalmente cana-de-agucar.
Possuem, de 1 a 6 um de comprimento e 1 a 1,5 um de largura, podendo ocorrer isoladas
ou em pares, com mobilidade ou ndo (SWINGS e DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986).
Algumas linhagens apresentam formas agregadas com poder de floculagdo, células em
cadeia, células curvas ou filamentosas (VIIKARI, 1986).

Segundo 0 BERGEY'S MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY 9° ed.
(KRIEG e HOLT, 1984), o género Zymomonas apresenta uma unica espécie com duas sub-
espécies: Z. mobilis sub-espécie mobilis € Z. mobilis sub-espécie pomaceae.

A maioria das linhagens € capaz de crescer em pH entre 3,5 € 7,5 , com uma
faixa ideal entre 5,0 e 7,0 , e temperatura entre 25 ¢ 30°C. Até 38°C, 74% das linhagens
conseguem crescer. Acima de 40°C, porém, o crescimento € raro (SWINGS e DE LEY,
1977). |

Apesar de possuir um metabolismo fermentativo, Z. mobilis ¢ capaz de
crescer em condi¢des aerobias, sendo também classificada como anaerobia facultativa
(VIIKARI, 1988). KERSTERS e DE LEY (1968) verificaram que Zymomonas ¢ capaz de
converter glicose, frutose e sacarose em etanol, utilizando a via metabolica de Entner-
Doudoroff, normalmente constatada em microrganismos aerébios. STOKES ef al. (1981)
sugeriram que embora possua natureza anaerobia, € possivel que o género Zymomonas

descenda de organismos aerdbios que perderam algumas enzimas do ciclo do acido

citrico.



11.1.1 Floculacao

Em geral, as linhagens de Zymomonas mobilis apresentam-se em forma de
flocos, com alta velocidade de sedimentagdo. LOPES ez al. (1991) pesquisaram o efeito da
concentragdo inicial de agucar, temperatura ¢ pH sobre o perfil de sedimentagdo dos
flocos. Os resultados mostraram que a influéncia da concentragdo inicial de substrato
sobre o comportamento da sedimentagéo ¢ significativamente maior que a da temperatura

e do pH.

Em estudo realizado com trés linhagens floculantes de Z. mobilis, Z1-81, T2
e CP1, cultivadas em diferentes substratos (LOPEZ et al., 1993), demonstraram que o
indice de floculagdo, concentragdo de células floculantes pela concentragdo de células
totais, da linhagem Z1-81, era de, aproximadamente, 73% quando o meio de crescimento
continha glicose. As linhagens T2 e CP1 apresentavam um indice de floculagdo de 52 e

22%, respectivamente, no mesmo meio.

Segundo FALCAO DE MORAIS et al. (1993), a floculagdo em Z mobilis
parece estar relacionada com propriedades da parede celular. FEIN et al. (1983a) isolaram
mutantes espontaneas das linhagens ATCC 29191 e CP4 em cultivo continuo. Com base
em observagdes microscopicas € estudos bioquimicos, estes autores tentaram elucidar o
mecanismo de floculagdo em Z mobilis. Os resultados demonstraram a existéncia de
fibrilas de natureza celuldsica em torno das células. Estas fibrilas seriam as responsaveis
pela adesdo das células e, conseqiientemente, pelo fendmeno da floculagdo. Verificaram,
ainda, que em um mesmo cultivo de Z mobilis WR6, mutante da linhagem ATCC 29191,
existiam células com maior tendéncia a formar flocos enquanto outras se desenvolviam de

forma individualizada.

Além destes trabalhos, pouco se sabe sobre o mecanismo de floculagdo de

Z. mobilis.

A maior parte dos estudos sobre a floculagdo de microrganismos foi

realizada com leveduras. Neste caso, a floculagdo tem relagdo, principalmente, com forgas



idnicas. Interagdes proteina-proteina, proteina-carboidrato e carboidrato-carboidrato
também s3o possiveis. A presen¢a de determinados sais no meio, dependendo das suas
concentragdes, pode inibir ou provocar a floculag@o, enquanto que a presenca de alcoois €

solventes pode promover um aumento da floculagdo (CALLEJA, 1987).

I1.1.2 Uso terapéutico

Zymomonas mobilis ndo ¢ patogénica para seres humanos, animais ou
plantas, possuindo, ao contrario, propriedades terapéuticas. Meios liquidos contendo
determinadas linhagens de Zymomonas tém sido utilizados para tratamentos de disturbios
e infecgdes intestinais, problemas renais, cistites cronicas, vaginites, vulvovaginites e
diversas infecgdes ginecolégiéas (WANICK et al., 1970; WANICK ¢ CAVALCANTI DA
SILVA, 1971, SWINGS e DE LEY, 1977, FALCAO DE MORAIS et al., 1993).

11.1.3 Necessidades nutricionais

Zymomonas mobilis requer para um melhor crescimento uma série de
nutrientes. Como fonte de nitrogénio, geralmente sdo utilizados sais de amonio,
aminoacidos e peptideos (ROGERS er al, 1982). BELAICH e SENEZ (1965)
demonstraram que praticamente a metade do carbono celular era derivado do substrato € a
outra metade provinha de um ou mais aminodcidos, alguns dos quais, ndo somente

serviam como fonte de nitrogénio, mas também como fonte de carbono.

Sulfatos, sulfitos, metionina, tiamina e cisteina sdo usualmente empregados
como fonte de enxofre no meio sintético. Segundo ANDERSON e HOWARD (1974), 50%
do enxofre das células é derivado de sulfato ¢ de metionina, a origem do restante €

desconhecida.



Com relagdo aos ions fosfato, fundamentais para a atividade catabodlica das
células, SENEZ e BELAICH (1965) relataram que, sob limitacdo de fosfato e excesso de
glicose, a atividade catabolica de Z. mobilis era reduzida em torno de 20%. No entanto, o
decréscimo da atividade catabolica era completamente e imédiatamente restituido pela
adigdo de fosfato inorgénico.

Existem evidéncias de que ions magnésio sdo importantes para prevenir a
degradacdo do RNA e prolongar a sobrevivéncia das linhagens de Zymomonas. DAWES e
LARGE (1970), verificaram que a degrada¢do do RNA ndo ocorria na presenca de MgCl,
(33mM).

A necessidade de vitaminas parece ser variavel. A maioria das linhagens de
Zymomonas requer pantotenato e biotina como fonte de vitaminas. Existem, porém,
linhagens que apresentam bom crescimento celular na presenga de apenas uma destas
vitaminas ou na auséncia delas (VAN PEE er al., 1974). Extrato de levedura, entretanto,

fornece as vitaminas necessarias ao crescimento de Z. mobilis (FEIN et al., 1983b).
I1.2 VIAS METABOLICAS PRINCIPAIS

Como citado anteriormente, Zymomonas mobilis utiliza, no metabolismo de
carboidratos, a via de Entner-Doudoroff descrita por GIBBS e DE MOSS em 1954 ¢, mais
tarde, confirmada por diversos autores (SWINGS e DE LEY, 1977, ROGERS et al., 1982;
VIIKARI, 1986).

Na Figura I.1 sdo mostradas as reagdes bioquimicas ocorridas na via de
Entner-Doudoroff, os principais produtos formados a partir do piruvato, além de algumas
rotas secundarias.

Glicose ¢ transportada, quando fosforilada, pela glucoquinase constitutiva
que nio sofre inibi¢do por substrato ou pelo produto final, etanol. Frutose, por sua vez, é
fosforilada pela frutoquinase, enzima que ¢ inibida pela glicose e pela glicose-6-P. A
fosforilagdo da frutose é, entdo, regulada pela concentragéo de glicose. Na seqiiéncia,

glicose-6-P i1somerase converte frutose-6-P em glicose-6-P.
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FIGURA 11.1 - Vias metabolicas principais em Zymomonas mobilis.

(1)levanassacarase, (2)invertase, (3)manitol desidrogenase, (4)glicose-frutose oxidorredutase, (5)frutoquinase,
(6)glicose-6-P isomerase, (7)glicose desidrogenase, (8)gluconolactonase, (9)gluconato quinase, (10)glucoquinase,
(11)glucose-6-P desidrogenase, (12)6-P gluconolactonase, (13)6-P gluconato desidratase, (14)2-ceto-3-deoxi-6-P
gluconato aldolase, (15)gliceraldeido-3-P desidrogenase, (16)fosfoglicerato quinase, (17)fosfoglicerato mutase,
(18)enolase, (19)piruvato quinase, (20)lactato desidrogenase, (21)triose-P isomerase, (22)fosfatase, (23)glicerol-P
desidrogenase, (24)piruvato descarboxilase, (25)alcool desidrogenase, (26)piruvato-formato liase, (27)acetaldeido

desidrogenase, (28)acetil-CoA sintetase (BRINGER -MEYER ¢ SAHM, 1988)



A degradacdo da 6-P-gluconato para 2-ceto-3-deoxi-6-P-gluconato pela
6-P-gluconato desidratase e a clivagem do 2-ceto-3-deoxi-6-P-gluconato pela 2-ceto-3-
deoxi-6-P-gluconato-aldolase produz um mol de piruvato € um mol de gliceraldeido-3-P.

Portanto, para cada molécula de glicose ou frutose consumida sio
produzidos um mol de NADPH ou NADH através da glicose-6-P desidrogenase ¢ um mol
de NADH através da gliceraldeido-3-P desidrogenase. A coenzima reduzida ¢ amplamente
reoxidada pela reducdo do acetaldeido a etanol pela alcool desidrogenase, € em menor
grau, pela lactato desidrogenase (SWINGS e DE LEY, 1977; VIIKARI, 1988).

Como produtos do catabolismo, Z.mobilis forma, principalmente, etanol e
CO, e menores quantidades de lactato, acetoina, acetato, formato e glicerol.

O mecanismo da hidrélise da sacarose em Zymomonas ndo estd bem
definido. Tanto a invertase quanto a levanassacarase podem ser as enzimas responsaveis
pela conversdo da sacarose em glicose e frutose, como visto na Figura I1.1 (VIIKARI,
1988).

De acordo com LYNESS e DOELLE (1981), a levanassacarase ¢ induzida
durante a fase "lag" e o periodo subseqiiente de crescimento, no qual a concentragdo de
glicose livre € menor, pois a levanassacarase € inibida por glicose e etanol.

Uma vez hidrolisada, a sacarose pode ser metabolizada através da via de
Entner-Doudoroff como descrito anteriormente.

A partir de uma mistura de glicose e frutose, quantidades consideraveis de
sorbitol sdo acumuladas no meio. Esta reagdo ¢ catalisada pela enzima glicose-frutose
oxidorredutase e tem como co-produto gluconolactona. Esta ultima substdncia ¢
hidrolisada por gluconolactonase para gluconato que, por -sua vez, dependendo das
condi¢des do meio, retorna & via de Entner-Doudoroff por agdo de gluconato quinase
(Figura11.1).

Em virtude da importancia de glicose-frutose oxidorredutase para o

presente trabalho, esta enzima sera discutida separadamente no proximo item.
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11.3 GLICOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE

Nos primeiros estudos bioquimicos sobre a produgdo de sorbitol € acido
glucdnico por Zymomonas mobilis, fo1 proposto por LEIGH et al. (1984) que duas
desidrogenases, atuando com um cofator desconhecido, seriam as responséaveis pela
desidrogenacdo da glicose para formar gluconolactona e pela redugéo da frutose a
sorbitol.

Mais tarde, ZACHARIOU e SCOPES (1986) descobriram que, como ja visto
no item anterior, uma unica enzima, glicose-frutose oxidorredutase (GFOR), € responsavel
pela conversdo de glicose € de frutose em gluconolactona e sorbitol, respectivamente.
Gluconolactona ¢, posteriormente, hidrolisada a acido glucénico pela enzima

gluconolactonase (Figura 11.2).

frutose sorbitol

glicose-frutose oxidorredutase /I

glicose gluconolactona

\L gluconolactonase

acido gluconico

N

FIGURA 112 - Conversdo de glicose e frutose em acido glucdnico e sorbitol,
respectivamente, pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase e gluconolactonase.

GFOR localiza-se na regido periplasmatica da célula, caracteristica das
bactérias gram-negativas (LOOS et al., 1991). E uma proteina tetrAmica que apresenta em
sua estrutura uma molécula de NADP com hidrogénio carregado, ndo requerendo nenhum
outro cofator para sua atividade (ZACHARIOU e SCOPES, 1986). Esta enzima opera com

o classico mecanismo cinético "ping-pong" (Figura 11.3) (HARDMAN e SCOPES, 1988).
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/l\\
A
s

S
wa < NADPH
. 2 \
I ’

Sorbitol Frutose

(1) - oxidag@o da glicose a gluconolactona pela redugdo do NADP a NADPH;
(2) - reoxidagdo do NADPH a NADP pela entrada da frutose que é reduzida a sorbitol.

FIGURA 1IL3 - Esquema do mecanismo "ping-pong" para a enzima glicose-frutose
oxidorredutase.

Em células intactas de Z. mobilis, linhagem CP1, GFOR apresenta uma
velocidade maxima teorica de 17g acido gluconico/g célulah e um Km de 192g/L de
glicose. A enzima demonstra sofrer inibi¢do pelo substrato (glicose+frutose) a partir de
490g/L e requer energia da ordem de 30 KJ para a conversdo de um mol de glicose em
um mol de acido gluconico (ERZINGER et al., 1993).

ZACHARIOU e SCOPES (1986) verificaram queA células de Z mobilis,
cultivadas em meio contendo glicose, possuiam atividades especificas de GFOR (U/mg
proteina) mais altas do que aquelas cultivadas em meio com frutose ou com a mistura dos
dois agticares. Mostraram, ainda, que a atividade da GFOR aumenta com o aumento da
concentragdo inicial de glicose.

A atividade da GFOR em Z. mobilis pode ser diferente dependendo da
linhagem. Z. mobilis ATCC 29191 apresenta uma atividade especifica muito mais elevada
que as outras linhagens testadas, bem como um superior fator de conversdo de glicose em

GFOR (SILVEIRA e al., 1995).
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1.4 CRESCIMENTO MICROBIANO E PRODUCAO DE ETANOL

Em comparagdo com outras bactérias anaerobias, a conversdo de substrato
em células de Zymomonas mobilis ¢ menor. Isto se deve ao fato da via de Entner-
Doudoroff fornecer somente um mol de ATP por mol de glicose (VIIKARI, 1988;
ROGERS et al., 1982).

VIIKARI e KORHOLA (1986) verificaram que a conversdo em células,
obtida na fermentag¢do com frutose, ¢ geralmente a metade da obtida a partir de glicose ou
da mistura de ambos os agucares. Isto se deve, provavelmente, a perda de energia devido
a formacdo de produtos especificos do metabolismo da frutose, a inibigdo do crescimento
pelos metabolitos formados ou pela modificagdo da rota do metabolismo da frutose.

Concentracdes elevadas de glicose, cerca de 200g/L, em culturas em
batelada, promovem inibi¢do do crescimento celular, devido a propria concentragdo de
substrato e ao acamulo do CO, no meio (VEERAMALLU e AGRAWAL, 1986).

LEE et al. (1980) observaram, para a linhagem ZM4, menores conversdes
de substrato em células com o aumento da concentragdo inicial de glicose. Para 100 e
200g/L. de glicose, estes autores encontraram valores de 0,032 e 0,018 gramas de células
por grama de glicose consumida, respectivamente. Observaram, ainda, que a velocidade
especifica de crescimento era decrescente com o aumento da concentra¢do inicial de
glicose, tendo obtido valores de 0,35 e 0,22h-!, para as concentragdes citadas.

A conversdo de substrato em células de Z. mobilis varia de acordo com a
linhagem. SILVEIRA et al. (1995) encontraram valores de 0,016g/g glicose para a
linhagem Agll e 0,035g/g glicose para a linhagem ATCC 29191, nas mesmas condigdes

de operagio.

O rendimento em etanol na fermentacdo de glicose ¢, em média, de cerca de
95% do valor maximo teorico (VIIKARI, 1986). KLUYVER e¢ HOPPENBROUWERS
(1931) calcularam empiricamente a equagdo molar da fermentagdo da glicose para a

linhagem ATCC 10988:
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1 glicose — 1,8 etanol + 1,9 COy + 0,15 ac. lactico.

Equagdes similares foram descritas por outros autores (GIBBS ¢ DE MOSS,
1954; BELAICH e SENEZ, 1965; DAWES et al., 1966). ROGERS et al. (1982), entretanto,
relataram a obtengdo de 1,9 moles de etanol por mol de glicose, em condigdes anaerdbias.

O rendimento em etanol a partir de frutose ¢, geralmente, menor que o
obtido com glicose, 88,4% do maximo teorico (Tabela 1I.1) (VIIKARI, 1988). Em
presenga de sacarose, além de etanol e CO,, ocorre a producdo de cerca de 8% de levana
e 11% de sorbitol. Assim sendo, o uso deste microrganismo na produgdo de etanol €
viavel, apenas, quando glicose ¢ utilizada como fonte de carbono (VIIKARI, 1986).

A cinética da produgdo de etanol por Zymomonas mobilis foi estudada e
revisada por ROGERS et al. (1982), VIIKARI (1986) e BUCHHOLZ et al. (1987), que
constataram que Z. mobilis produz etanol a uma velocidade cerca de duas vezes maior
que a das leveduras.

Segundo ROGERS et al. (1982), Z.mobilis possui propriedades interessantes

para a produgdo de etanol:

. a habilidade de algumas linhagens de tolerar altas concentragdes de agutcar (até 400g/L),
. a habilidade de algumas linhagens de tolerar concentragdes relativamente altas de etanol
(até 100g/L),

. 0 potencial para menores rendimentos de biomassa e altos rendimentos de etanol com

alguns agucares.

Concentragdes de glicose de 150g/L provocaram uma redugdo no
rendimento de etanol, quando KING e¢ HOSSAIN (1982) utilizaram Z. mobilis ATCC
10988 em processo batelada. Estes autores encontraram um maximo valor de rendimento
em etanol com concentragdo de glicose de 100g/L. ROGERS e a/. (1982) e MORTATTI e
PARK (1988), porém, nio observaram diferenga nos rendimentos em etanol, quando

utilizaram 100 e 200g/L. de glicose em fermentagdes em batelada com Z. mobilis.



SWINGS e DE LEY (1977) mostraram que entre as varias linhagens de
Z. mobilis testadas, todas cresciam na presenca de 55g/L. de etanol, 73% das linhagens
podiam crescer em 77g/L. de etanol e que 47% eram capazes de crescer em 100g/L de
etanol. Acima desta concentragdo, porém, o etanol tornava-se um forte inibidor. Segundo
BARATTI e BULOCK (1986), o primeiro efeito do etanol € aumentar a permeabilidade da
membrana plasmatica. Conseqiientemente, ocorre a perda de cofatores essenciais,
coenzimas €, possivelmente, de metabolitos intermediarios das células, reduzindo assim a

conversdo de agucar em etanol.

A temperatura também interfere na producdo de etanol. O rendimento
diminui quando o processo € realizado a temperaturas em torno de 40°C. Nesta
temperatura um sensivel aumento na inibi¢do pelo produto ¢ verificado (ROGERS et al,
1982). MORTATTI e PARK (1988) observaram a influéncia da temperatura no rendimento
de etanol em fermentagdo em batelada com Z. mobilis NRLL B-14022. Um rendimento de
94% do maximo teorico foi encontrado quando a concentragéo de glicose era de 200g/L a
30°C. A 35°C, o rendimento foi de 68,5% na mesma concentragdo de substrato. KING e
HOSSAIN (1982), no entanto, realizaram fermentagdes em batelada com a linhagem
ATCC 10988 a 37°C com 100 e 150g/L. de glicose e obtiveram 99,2 e¢ 85,5% de
rendimento maximo tedrico em etanol, respectivamente, sugerindo que a influéncia da

temperatura varia de acordo com a linhagem.

O rendimento de etanol é constante em pH entre 5,0 e 7,5, mas decresce
sensivelmente entre 7,5 e 8,0 (KING e HOSSAIN, 1982). Na maioria dos trabalhos em que

bons rendimentos foram atingidos, o pH foi controlado entre 5,0 € 6,0 (Tabela I1.1).

A Tabela I1.1 apresenta alguns resultados dos trabalhos, desenvolvidos
pelos autores citados, utilizando diferentes substratos e linhagens de Z. mobilis. De um
modo geral, as fermentagbes com glicose como substrato apreséntam rendimentos em
etanol na ordem de 90% do maximo tedrico € produtividades inferiores a 6g/(L.h). As
fermentagdes conduzidas em regime continuo com reciclo de células, destacam-se pelas

altas produtividades em etanol, superiores a 90g/(L.h) (LAWFORD et al., 1982).
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11.5 SORBITOL E ACIDO GLUCONICO

I1.5.1 Aplicacdes

Uma das mais importantes aplica¢des do sorbitol € sua utiliza¢do como
matéria-prima basica para a produgfo do acido ascorbico. Na industria de alimentos, o
sorbitol ¢ indicado para inibir a cristalizagdo de aglcares, controlar a textura e aperfeigoar
o sabor do alimento. Também atua como edulcorante de corpo em produtos dietéticos,
destacando-se pela sua ndo cariogenicidade (FREITAS, 1990).

Nos cosméticos, o sorbitol age como umectante € emoliente na produgdo de
cremes, emulsdes e logdes. Sua utilizagdo em cremes dentais proporciona plasticidade e
aperfeigoa o sabor (FREITAS, 1990).

E utilizado ainda na produggio de resinas e adesivos, em galvanoplastia, e
nas industrias farmacéutica, téxtil, de papel e tabaco (MERCK INDEX, 10? ed.).

O 4cido glucdnico, ou sua forma ionizada gluconato, tem sua principal
aplicagd@o na industria de alimentos como acidulante em sorvetes, balas, xaropes, refrescos
e outros. Atua, também, como aditivo em produtos derivados da carne (HUSTEDE et al.,
1985).

Tendo a capacidade de formar complexo com varios cations, como por
exemplo Ca™2 e Fe*2, que possuem aplicagdo terapéutica no tratamento por deficiéncia de
calcio e ferro, o gluconato pode ser utilizado ainda na industria farmacéutica (MILSON e
MEERS, 1985; ROHR e KUBICEK, 1981).

Acido gluconico e seus sais sdo ainda utilizados para remogdo de
incrustagdes provocadas por oxida¢do em ferro galvanizado, ligas de magnésio ou aco
inoxidavel. Em concretagem, gluconato de sédio ¢ um efetivo agente para o retardamento
de cura, 0 que produz um concreto mais homogéneo e com maior resisténcia a agua, gelo
e rachaduras. Solugdes alcalinas de gluconato de sodio, a 95-100°C, sdo efetivas para a

rapida remoc¢do de pintura e verniz, sem danificar a superficie (HUSTEDE et al., 1985).
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I1.5.2 Processos convencionais de producio

A produgdo industrial de sorbitol ¢ realizada, normalmente, };elo processo
quimico de hidrogenagdo catalitica de uma solugdo de glicose 70%, catalisada por niquel
(Ni1%2), a uma temperatura de cerca de 150°C e pressdo entre 40 e 50atm. Este processo
envolve a geracdo e o armazenamento do H, produzido pela eletrolise da agua. O xarope
de sorbitol resultante passa por varias colunas de troca-idnica para reduzir a concentragéo
de Nit2 a niveis inferiores a 5ppm, aceitiveis na indistria de alimentos. O produto
resultante apresenta contaminantes como, por exemplo, o manitol (PHILLIPS, 1963).

O 4cido glucénico pode ser obtido industrialmente por processo
fermentativo utilizando, principalmente, Aspergillus niger. Neste caso, o acido glucénico
¢ produzido pela desidrogenagdo da glicose em reagio catalisada pela enzima glicose
oxidase. Este processo requer altas taxas de aeragdo para alcangar um suprimento de
oxigénio satisfatorio e apresenta rendimento em acido glucdnico da ordem de 80% do
valor méximo tedrico (HUSTEDE,1985; MILSON e MEERS, 1985; CHUN e ROGERS,
1988).

A primeira patente de um processo de produgdo de acido glucdnico em
grande escala com Aspergillus niger data de 1932 e foi solicitada por BERNHAUER ¢
SCHULHOF (ROHR e KUBICEK, 1981).

I1.5.3 Producao por Zymomonas mobilis

A possibilidade de produzir sorbitol e acido gluconico por via bioldgica
com Zymomonas mobilis desencadeou a realizagdo de diversos estudos (LEIGH et al,
1984; BARROW et al., 1984; VIIKARI, 1984, CHUN e ROGERS, 1988; REHR et al., 1991;
SILVEIRA et al., 1992).

VIIKARI (1984) verificou que em uma mistura de 75g/L de glicose e 75g/L
de frutose a concentragdo final de sorbitol era de 17g/L, equivalente a 11% do substrato

inicial.
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BARROW et al. (1984), ndo observaram produgdo significativa de gluconato
na fermentagio de glicose e frutose, pois o gluconato produzido era fosforilado pela
gluconato quinase e posteriormente metabolizado a etanol, como ja explicado no item 11.2.

SILVEIRA et al. (1992) estudaram a produgdo de sorbitol e acido gluconico
por diferentes linhagens de Z. mobilis em uma mistura de 60g/L de glicose e 60g/L de
frutose. Verificaram que as linhagens CP1, CP4 e T2 apresentavam maior producdo de
sorbitol que as linhagens ATCC 10988 e Agll. Entretanto, praticamente todo o acido
gluconico produzido era convertido em etanol durante a fermentag3o. V

Nos trabalhos citados acima, foi utilizado o processo convencional de
fermentagdo em batelada.

Trabalhos utilizando o processo de biotransformagéo, onde somente ocorre
a conversdo de substratos em produtos com culturas concentradas de células, também
foram realizados. De modo a evitar o consumo do gluconato formado, CHUN e ROGERS
(1988) desenvolveram um processo no qual culturas concentradas de Z. mobilis eram
tratadas com tolueno a fim de permeabilizar a parede celular das células. Neste caso, as
bactérias perdiam a capacidade de formar etanol e outros produtos do catabolismo devido
a hiberagdo, para o meio externo, de substincias essenciais. Nessa pesquisa, foram
testadas células livres e imobilizadas em alginato de cdlcio. Verificou-se que, a partir de
uma mistura de 300g/L de glicose e 300g/L de frutose, as células livres apresentaram uma
conversdo de substrato em sorbitol de 95,4% e em acido gluconico de 93,6%, enquanto
que as cé€lulas imobilizadas apresentaram uma conversdo em sorbitol de 94,3% e em 4cido
gluconico de 92,7%.

Em 1991, foi patenteado um processo para obtengdo de sorbitol e acido
gluconico por Z. mobilis (BRINGER-MEYER e SAHM, 1991). No processo era utilizada
uma solugdo de glicose e frutose como substrato e as células eram permeabilizadas pela
técnica de congelamento e descongelamento.

REHR e SAHM (1992) aplicaram o mesmo conceito mas utilizando células
de Z mobilis permeabilizadas com detergentes, como por exemplo, brometo de

cetiltrimetilam6nio (CTAB). Este processo foi patenteado em 1992.
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Estudos com células livres e ndo permeabilizadas de Z mobilis, para a
producdo de sorbitol e acido gluconico, foram também desenvolvidos. SILVEIRA et al.
(1994) patentearam o processo de produgdo e recuperagdo de sorbitol € acido gluconico
ou gluconato, utilizando células livres € ndo permeabilizadas de Z. mobilis. Segundo os
autores, o consumo do gluconato formado ¢ impedido em concentragGes altas de agucares

ou produtos. Esse ultimo processo envolve quatro etapas principais:

. produgdo de células com alta atividade em glicose-frutose oxidorredutase,

. concentragdo da biomassa,

. biotransformagdo de glicose e frutose, em concentra¢des somadas superiores a 600g/L,
em sorbitol € acido gluconico;

. recuperagdo dos produtos por extragdo com solventes.

Na Tabela I1.2 sdo resumidos alguns resultados dos trabalhos citados.
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11l MATERIAL E METODOS

111 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado em todos os ensaios fo1 Zymomonas mobilis
(Z1-81), linhagem floculante cedida pelo Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Esta linhagem foi isolada de mosto de caldo de cana-de-agtcar
(FALCAO DE MORAIS et al., 1983).

A cultura era conservada em meio liquido SDL (SWINGS ¢ DE LEY, 1977),
a 4°C. Os repiques para manuten¢do eram feitos mensalmente. As Figuras 1.1 e II1.2

mostram células livres e floculantes, respectivamente, de Z. mobilis 71-81.
I111.2 MEIOS DE CULTURA

O meio para manutengdo das culturas, SDL (SWINGS e DE LEY), tinha a

seguinte composi¢do (g/L):

glicose 20,0
extrato de levedura 5,0

O pH deste meio ficava entre 6,5 € 7,0.
Para o preparo dos indculos € nos ensaios de fermentacdo, era utilizado o

meio semi-sintético para Z. mobilis floculantes (SSF). Este meio continha (g/L):

(NH4)2S04 1,0
MgSOu 7H20 0,5
KH:PO: 1.0

Extrato de levedura 5,0
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FIGURA IIL1 - Células livres de Zymomonas mobilis 71-81 coradas pelo método de
Gram. (Aumento observado ao microscéopio: 1000x)
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FIGURA IIL2 - Células floculantes de Zymomonas mobilis 7Z.1-81 coradas com fucsina.

(Aumento observado ao microscopio: 400x)



Diferentes volumes de uma solugdo concentrada de glicose (500g/L),
esterilizada separadamente, eram adicionados ao meio de forma a ter-se as concentragdes
desejadas. No meio utilizado para o preparo dos indculos, a concentragcdo de glicose era
de 100g/L. Quanto aos meios de fermentagdo, na Tabela III.1 do item II1.5.2 sdo

mostradas as concentracdes de glicose utilizadas.

No caso do preparo dos indculos, o0 meio era tamponado em pH 5,5 com
MES (4&cido 2-[N-morfolino]etano-sulfonico)/MES-K (sal potdssico), 0,2M. Nos ensaios
de fermentagdo, o pH era mantido constante em 5,5 pela adicdo de NaOH 3M durante o

processo.

A esterilizagdo dos meios e da solugdo concentrada de glicose era feita a

121°C por 15 minutos.

111.3 METODOS ANALITICOS

IIL.3.1 Amostragem

Nos ensaios de fermentagdo, as amostras eram retiradas com o auxilio de
uma bomba peristaltica, situando-se o ponto de amostragem logo acima da turbina inferior
(Figura II1.10). Apos a inoculagdo, duas amostras eram retiradas. A primeira, com um
volume de cerca de 10mL, destinava-se a medida da concentragdo de células totais € a

segunda, de SmL, era usada para a medida de células livres.

Imediatamente apOs a coleta, cada amostra era convenientemente preparada
e diluida para a medi¢do da absorbancia de suspensdes celulares. O restante do volume
era centrifugado (centrifuga modelo SIGMA 3K 12, B.BRAUN) a 12000min-t (12879xg)
por 10 minutos, sendo o sobrenadante separado e congelado para analises posteriores de

glicose ¢ etanol.



No decorrer das fermentagdes apenas um volume de SmL por amostra era
retirado para analise de glicose e etanol. Uma explicag@io para este procedimento ¢é
apresentada no item seguinte.

Apos a retirada de cada amostra, revertia-se o sentido da bomba para que o
meio contido na mangueira retornasse a cuba.

Ao fim do processo fermentativo, eram retiradas amostras para medida de
concentragdo celular, via absorbancia de suspensdes celulares e via peso de matéria seca,
e para determinagéo da atividade enzimatica de GFOR. Maiores detalhes sobre a coleta de
amostra ao fim da fermentacdo sdo apresentados no item II1.3.2.

Nos ensaios de biotransformacdo, amostras de 0,5mL foram retiradas com
auxilio de uma pipeta automatica e imediatamente diluidas 10 vezes para facilitar a
centrifugacdo. Os sobrenadantes foram separados e congelados para analises posteriores
de glicose, frutose, sorbitol e acido gluconico. Nao foram realizadas medidas de

concentragdo celular.

111.3.2 Concentracao celular

A concentragdo celular nos ensaios de fermentac¢do era determinada de duas
formas: indiretamente pela medida da absorbancia de suspensdes celulares € diretamente
por peso de matéria seca. O procedimento completo € descrito a seguir.

No inicio da fermentagdo, como ja visto, duas amostras eram retiradas do
fermentador. A primeira amostra, utilizada para medir a concentragdo inicial de células
totais, era tratada pela passagem sucessiva por uma seringa com agulha (0,9x40mm). Esse
procedimento tinha por objetivo a desintegragdo dos flocos ¢ a obtengdo de uma
suspensdo homogénea para a estimativa da absorbancia da suspensdo celular. A segunda
amostra era deixada em repouso até a sedimentagéo total dos flocos, medindo-se a seguir
a absorbancia do sobrenadante a fim de se obter a concentragdo inicial de células livres. A
concentragdo inicial de células floculantes era estimada, entdo, pela diferenga das

concentragdes de células totais e de células livres.
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Nos ensaios com baixa agitagdo (inferiores a 250min-1), as medidas de
concentragdo de cé€lulas, durante a fermentagdo, tinham um valor limitado devido a falta
de homogeneidade da suspensdo celular no fermentador. No entanto, o ensaio com
freqiiéncia do agitador de 500min-!, uma das condigdes testadas, por apresentar
homogeneidade do meio, permitiu a realizagdo de medidas de concentracdo de células

totais durante a fermentagdo.

No final da fermentagdo, apoOs a retirada de uma amostra para a medida da
concentragdo final de células livres, a agitagdo era fixada em 500min-!, permanecendo
nesta condi¢do por cerca de 15 minutos para garantir a homogeneidade do meio. Era
coletada, entdo, uma amostra para medir a concentragio final de células totais pelos dois

métodos utilizados.

A medida da concentragdo final de células totais via peso de matéria seca
era realizada para comprovar os resultados obtidos pelas medidas da absorbancia de
suspensdes celulares. A concentragdo final de células floculantes era estimada pela

diferenca das concentragdes de células totais e de células livres.

As medidas de absorbancia eram feitas a 560nm em espectrofotdmetro
(modelo UV-160A, SHIMADZU) e convertidas em concentragdo, massa de matéria seca

por unidade de volume, através de uma curva de calibrag@o.

Para a construgdo das curvas de calibragfo, o primeiro passo era calcular a

concentragdo da suspensdo celular, da seguinte maneira:

. 200mL da cultura de Z. mobilis eram coletados em quatro tubos de centrifuga de 50mL,
apos a homogeiniza¢do do meio pela agitagdo a 500min-!, e centrifugados (centrifuga

modelo SIGMA 3K 12, B.BRAUN) a 5500min-! (5039xg) por 20 minutos;

. 0 sobrenadante era desprezado e as células lavadas e centrifugadas duas vezes com agua

deionizada;
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. as células de cada tubo eram ressuspensas em 40mL de agua deionizada e colocadas em
quatro cadinhos de porcelana, previamente secos em estufa a 90°C e pesados em balanga
analitica até peso constante;
. 0s cadinhos contendo a massa celular eram postos a secar por 24 horas a 90°C;
. apos este periodo, os cadinhos eram transferidos para vaso dessecador contendo cristais
de silica, por 30 minutos, para resfriamento;

os cadinhos eram pesados em balanga analitica e recolocados na estufa, sendo a

operacao repetida até que fosse confirmada a constancia das medigdes.

Uma vez conhecidos o volume € a massa de células, esta ultima obtida pela
subtracdo do peso dos cadinhos vazios do peso dos cadinhos com células, determinava-se
a concentragdo celular na suspensfo original.

Em paralelo era executada a medida da absorbancia de suspensdes celulares
em diferentes diluicées, a fim de encontrar uma relagdo entre estes valores e as

respectivas concentragdes celulares. O procedimento era o seguinte:

. ap0s a ruptura dos flocos, media-se o valor da absorbancia da suspensdo original;

. diluia-se a suspens@o com agua deionizada de forma a obter-se uma suspensdo com
absorbancia aproximadamente igual a 0,5 a 560nm;

. a partir desta diluic@o eram preparadas diluigdes de 1:10, 2:10, 3:10, ... até 9:10;

. a absorbancia de cada diluigdo era medida.

Com base nas absorbancias das dilui¢des e na concentragdo ja conhecida da
suspensdo original, era construida uma curva de calibragdo, relacionando a absorbéancia
com a concentracdo celular, e definida uma equagdo matematica que a descrevesse.

Foram construidas varias curvas de calibragdo tendo sido obtidos dois tipos
de equagdo: uma para ensaios com concentragdes iniciais de substrato até 100g/L (Figura

111.3) e outra para concentragdes entre 100 e 200g/L (Figura I11.4).
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FIGURA TIL.3 - Curva de calibrag@o para fermentagdes com concentragdo inicial de substrato
até 100g/L, obtida a partir de suspensoes celulares de Zymomonas mobilis 71-81 em diferentes

concentragdes, definida pela equagdo: X= ((a+9,76x10%)/3,524)d com r = 0,999 e onde
"X" € concentracdo celular, "a" absorbancia e "d" dilui¢do da amostra.
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FIGURA 111.4 - Curva de calibragdo para fermenta¢des com concentragdo inicial de
substrato entre 100 e 200g/L, obtida a partir de suspensdes celulares de Zymomonas

mobilis Z1-81 definida pela equagdo: X= ((a+5,53x107)/4,047)d com r = 0,999 ¢ onde
"X" ¢ concentragdo celular, "a" absorbancia e "d" diluigdo da amostra.
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111.3.3 Atividade Enzimatica

A determinag¢do da atividade da enzima glicose-frutose oxidorredutase

(GFOR) seguia a metodologia descrita por ERZINGER e al. (1993):

. a amostra era centrifugada a 5500min-! (5039 x g) por 20 minutos e ressuspensa a uma
concentragdo de 10g/L com solugdo tampdo de MCLLVAINE (fosfato dissodico e acido
citrico) (MORITA e ASSUMPCAO, 1983), 1,0M e pH 6,4,

. 0,4mL desta suspensdo era adicionado a 1,6mL de uma solugéo de glicose (180g/L) e
frutose (180g/L) preparada no mesmo tampio;

. 0 teste era realizado em banho termostatizado, sob agitagéo, a 39°C por 20 minutos;

. transcorrido o tempo de reagdo, a amostra era levada a banho fervente, por um minuto,
para interromper a reacao;

. 0 material era, entdo, centrifugado a 12000min-! (12879 x g) por 10 minutos e o

sobrenadante conservado a -4°C para posterior analise de acido gluconico produzido.

Uma unidade (U) de GFOR foi definida como a massa de acido glucdnico

produzido por hora, nas condig¢des do teste.

111.3.4 Glicose, frutose e sorbitol

A concentragdo de glicose, dos ensaios de fermentagdo, era medida pelo
método Glicose-E (CELM, Cia. Equipadora de Laboratorios Modernos).

Neste método a glicose ¢ oxidada pela enzima glicose-oxidase (GOD) a
acido gluconico e agua oxigenada (1). Em presenca de pero;cidase (POD), H202 produz a

copulag¢iio oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) dando lugar a formagdo de



um cromogeno vermelho cereja (2), cuja intensidade da cor é proporcional a
concentracdo de glicose presente na solugdo em analise (TRINDER, 1969). A sequéncia

reacional ¢ apresentada a seguir:

GOD
(1) glicose + 02 + H20 > icido gluconico + H202

POD
(2) 2H202 + 4-AF + fenol 4-(p-benzoquinona-monoimino)fenazona + 4H20

As leituras de absorbancia eram feitas em espectrofotdmetro (modelo UV-

160A, SHIMADZU) a 505nm. O procedimento completo é descrito em seguida:

. as amostras eram diluidas em agua deionizada de modo a que fosse obtida uma solugio
de glicose com concentracdo entre 4 e 50mg/L;

. a 1,0mL desta dilui¢do era adicionado 1,0mL de reativo GOD-POD;

. a mistura era incubada em estufa a 37°C por 20 minutos;

. as medi¢des de absorbancia eram realizadas, tendo o branco uma preparacdo idéntica, na
qual a amostra era substituida por agua;

. em paralelo com as amostras, quatro solugdes padrdo, contendo 4,0 , 16,0 , 32,0 e

50,0mg/L de glicose, sofriam o mesmo tratamento.

Com base nas leituras obtidas com os padrdes, era definida uma equacéo,
por regressdo linear, através da qual eram calculadas as concentragdes de glicose nas

amostras. Todas as andlises eram realizadas em duplicata para cada amostra.

As concentracdes de glicose, frutose e sorbitol, nos ensaios de
biotransformacdo, eram quantificadas por cromatografia em fase liquida (HPLC, MERCK-

HITACHI) em sistema com a seguinte configuragdo:
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. detetor de indice de refragcdo RID-6A (SHIMADZU);,
. bomba inteligente 1.-6210 (MERCK-HITACHI),

. software modelo D-6000 (MERCK-HITACHI);,

. interface D-6000 (MERCK-HITACHI),

. injetor automatico AS-2000 (MERCK-HITACHI);

. termostato para coluna T-6300 (MERCK-HITACHI),
. microcomputador PC 45111 (COMMODORE);

O equipamento era operado nas seguintes condigdes:

. coluna - Eurokat-Pb (KNAUER),

. didmetro da coluna - 8,0mm;

. comprimento da coluna - 300mm;
. temperatura da coluna - 60°C;

. fluxo de eluente - 0,8mL/min;

. eluente - agua destilada;

. volume de injecdo - 20uL;

. padrdo interno - rhamnose (3g/L).

As amostras eram convenientemente diluidas de modo que as concentragdes
de glicose, frutose e sorbitol estivessem entre 0,5 e 3g/L. Estas dilui¢des eram filtradas e
misturadas em proporg¢do 1:1 (v/v) com a solugdo de padrdo interno.

Para a analise dos picos obtidos, através do modulo do cromatografo,
determinag¢do das alturas e calculo das concentragdes correspondentes em g/L, era
construida uma curva de calibragdo com seis solu¢des padrdo contendo 0,5, 1,0 , 1,5,
2,0 , 2,5 e 3,0g/L de glicose, frutose e sorbitol, preparadas da mesma forma que as
amostras.

Na Figura 111.5 ¢ apresentado um cromatograma tipico das andlises de

glicose, frutose e sorbitol.
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FIGURA 1ILS5 - Cromatograma tipico das analises de glicose, frutose € sorbitol realizadas

por cromatograifa em fase liquida.
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IT1.3.5 Etanol

Etanol era quantificado por cromatografia em fase gasosa (HEWLETT
PACKARD modelo 5890 series 1I), equipado com detetor de ionizagdo de chama, nas

seguintes condigdes de operagio:

. coluna - FFAP Cross-Linked (HEWLETT PACKARD),
. didmetro da coluna - 500um,;

. comprimento da coluna - 30m;

. temperatura da coluna - 75 a 130°C;

. temperatura do detetor - 230°C;

. vazdo de gas de arraste (hélio) - 15mL/minuto;

. vazdo de gas de arraste (nitrogé€nio) - 20mL/minuto;

. vazdo de hidrogénio - 35mL/minuto;

. vazdo de oxigénio - 300mL/minuto;

. volume de inje¢éo - 1,0 uL;

. padrdo interno - 1sobutanol (1,0 g/L).

As amostras eram convenientemente diluidas de modo que as concentragdes
de etanol estivessem entre 0,3 € 2,0g/L. Estas diluigdes eram misturadas em propor¢éo
1:1 (v/v), com a solugdo de padréo interno.

Para que o integrador pudesse analisar os picos obtidos através do modulo
do cromatografo, determinar suas areas € calcular as concentragdes correspondentes em
g/L, era construida uma curva de calibragdo com cinco solu¢des padrédo, contendo 0,39 ,
0,78 , 1,55 e 1,94 g/L de etanol, preparadas da mesma forma que as amostras.

Na figura I11.6 ¢ apresentado um cromatograma tipico desta analise.

As analises apresentavam, também, resultados de acetoina e acido acético
em baixas concentra¢des. Estas substancias, entretanto, ndo foram consideradas neste

trabalho.
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111.3.6 Acido Glucéonico

Determinou-se as concentragdes de acido gluconico, para a determinagdo
da atividade enzimatica, pelo teste enzimatico BOEHRINGER-MANNHEIM. Neste teste,
segundo MOELLERING ¢ BERGMEYER (1984), o acido D-glucdnico (D-gluconato) €
fosforilado por adenosina—S'-trifoSfato (ATP) em presenca da enzima gluconato quinase

para 6-P-gluconato com formacao simultanea de adenosina-5'-difosfato (ADP) (1).

gluconato quinase
(1) D-gluconato + ATP 7 6-P-gluconato + ADP

Na sequéncia, em reacdo catalisada por 6-P-gluconato desidrogenase (6-
PGDH), 6-P-gluconato é oxidado por nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADP)
para 5-P-ribulose com a formagdo da nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato

reduzido (NADPH) (2).

6-PGDH
(2) 6-P-gluconato + NADP* > 5-P-ribulose + NADPH + CO2 + H'

A quantidade de NADPH formada na reagdo (2) é proporcional a quantidade

de D-gluconato, podendo ser determinada pela medida da absorbancia a 340nm.

Apos hidrdlise alcalina, gluconolactona pode ser determinada (3).

pH 10
(3) gluconolactona + H20 > D-gluconato

Para a quantificagdo do acido glucénico as amostras eram preparadas da

seguinte maneira:

. 0,1mL de amostra era tratada com 0,1mL de KOH 1,1M por 30 minutos para a hidrdlise

da gluconolactona, eventualmente presente na amostra, a gluconato;
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. as amostras eram diluidas com &gua deionizada, de modo a que fossem obtidas
concentragdes de gluconato entre 0,1 e 0,6g/L;
. trés solugdes padrdo contendo 0,1 , 0,3 e 0,6g/LL de gluconato de potéssio eram

preparadas.

O teste era realizado em sistema Microttiter Reader (SLT Lab Instruments).
Este sistema utilizava uma placa com 96 cubetas de 400uL. Cada cubeta era preenchida

da seguinte forma:

.160uL. de tampdo trietanolamina pH 7,8 (NADP, ATP, sulfato de magnésio,
estabilizantes);
. 20uL de amostra ou padrao,

. 20uL de enzima 6-PGDH.

A placa era mantida sob agitagdo por 5 minutos e, em seguida, instalada no
sistema Microttiter Reader para a realizacdo da primeira leitura. Em seguida o sistema
iniciava uma contagem regressiva de 30 minutos. Neste tempo eram adicionados a cada
cubeta 20uL da enzima gluconato quinase € a placa era colocada novamente sob agitagéo.
Antes do término da contagem regressiva, a placa era instalada no sistema para a
realizagdo da segunda leitura. O sistema fornecia, entdo, as absorbéncias lidas a 340nm
em cada cubeta.

Com base nas leituras obtidas com os padrdes, definia-se uma equagdo, por
regressdo linear, pela qual eram calculadas as concentragdes de gluconato de potéssio
para cada amostra.

Os resultados eram entdo, multiplicados por um fator de converséo, 0,838, a
fim de se obter a concentragdo em acido gluconico.

As concentra¢des de acido glucdnico, dos ensaios de biotransformagio,
eram quantificadas por cromatografia em fase liquida (HPLC) em aparelho com os

seguintes componentes:
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. detetor de indice de refragdo 7515A (ERC);

. bomba inteligente L-6200 (MERCK-HITACHI),

. termostato para coluna T-6300 (MERCK-HITACHI),
. Integrador D-2000 (MERCK-HITACHI);

O equipamento era operado nas seguintes condigdes:

. coluna - PRP-X300 (HAMILTON);

. didmetro da coluna - 4,1mm;

. comprimento da coluna - 250mm,;

. temperatura da coluna - 50°C;

. fluxo de eluente - 0,5SmL/min;

. eluente - 4gua destilada,

. volume de inje¢do (manual) - 20uL;

. padrdo externo.

As amostras eram convenientemente diluidas de modo que as concentragdes
de gluconato estivessem entre 0,5 e 1,5g/L.

Para a analise dos picos obtidos, através do modulo do cromatdgrafo,
determinagdo das alturas e cdlculo das concentragdes correspondentes em g/l., era
construida uma curva de calibragdo com duas solugdes padrdo contendo 0,5 ¢ 1,5g/L de
gluconato de sddio, sendo realizadas trés repeticdes para cada padrdo. Os resultados eram
multiplicados por um fator de conversdo, 0,899, a fim de se obter a concentragdo em
acido gluconico.

A Figura I11.7 mostra o cromatograma tipico deste tipo de analise.

As concentragdes de acido gluconico, para determinagdo da atividade
enzimatica, ndo foram analisadas por cromatografia devido a interferéncia que o tampao

(fosfato dissodico e acido citrico) tem sobre este método.
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FIGURA 1I1.7 - Cromatograma tipico das analises de acido glucdnico realizadas por
cromatografia em fase liquida.
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111.4 ENSAIOS ENZIMATICOS

Foram realizados ensaios para a determinagdo da velocidade maxima de
reagdo (Vax), da constante de Michaelis-Menten (K,,) e da temperatura e pH ideais para
a enzima glicose-frutose oxidorredutase (GFOR).

Estes ensaios tinham por objetivo conhecer os pardmetros cinéticos de
Zymomonas mobilis Z1-81, verificar a concentracdo de substrato (glicose+frutose), -
temperatura e pH ideais para a glicose-frutose oxidorredutase, desta linhagem, a fim de
confirmar as condigdes pré-estabelecidas por ERZINGER et al. (1993), para a medida da
atividade enzimatica, assim como, estabelecer as condigdes de operagdo do processo de
biotransformacao.

A técnica descrita por ERZINGER er al. (1993), para a determinagdo da
atividade da glicose-frutose oxidorredutase em células integras de Zymomonas mobilis,
foi utilizada nos ensaios. Detalhes sobre esta técnica sdo apresentados no item 111.3.3.

Na avalia¢do da influéncia de cada pardmetro sobre a atividade enzimatica,

as demais condi¢des eram mantidas constantes, ou seja:

. no ensaio para determina¢do de V., € K., a concentragéo inicial de substrato
(glicose+frutose) variava entre 40 e 634g/L, enquanto o pH e a temperatura (6,4 ¢ 39°C)

eram mantidos constantes;

. para a determinagdo da temperatura ideal, foram testadas temperaturas entre 25 e 48°C,

mantendo-se o pH e a concentragdo inicial de substrato constantes (6,4 € 288g/L),

. no ensaio para determinagdo do pH ideal, os valores variavam entre 4,0 e 8,0, enquanto

a temperatura e a concentragfo inicial de substrato eram mantidas constantes (39°C e

288g/L).
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111.5 ENSAIOS DE FERMENTACAO

Sao discutidos neste trabalho, cinco ensaios referentes ao estudo da
influéncia da concentragdo inicial de substrato e quatro ao estudo da influéncia do estado
de agitagdo sobre o processo. Um dos ensaios foi comum aos dois grupos de
experimentos. Cada ensaio teve, no minimo, uma repeticdo para confirmag¢do dos

resultados.
IIL5.1 Preparo dos inéculos

A partir das culturas estocadas sob refrigera¢do, era feita a ativagfo,
colocando-se 0,5mL da cultura em tubos de ensaio com tampa rosqueada contendo 4,5mL
de meio SDL com 20g/L de glicose. Estes tubos eram incubados estaticamente a 30°C por
72h.

Tubos contendo 7mL de meio SSF e 2ml. de solugdo 500g/L. de glicose
eram inoculados com 1mL da cultura ativada e incubados a 30°C por 24h. Estes tubos
eram hermeticamente fechados com tampas de borracha, fixadas por um selo de aluminio,
onde eram introduzidas agulhas com filtros de ar. Estes filtros tinham a fung¢fo de permitir
a saida do CO, formado durante a incubagfo, uma vez que nesta etapa o meio continha
100g/L de glicose, o suficiente para a producdo de uma quantidade consideravel de gas.
Na etapa anterior esta precaugdo ndo era necessaria devido a relativamente baixa
concentragdo de glicose.

Um frasco de 500mL, com tampa rosqueada, com duas saidas laterais, uma
saida superior para conectar o filtro de ar e uma saida inferior para a passagem do
inoculo, contendo 280mL de meio SSF e 80mL de solugdo de glicose (500g/L), era
inoculado com 40mL da cultura da etapa anterior e incubado a 30°C por 16h. O
fermentador era, entdo, inoculado com 400mL desta cultura. As incubacdes de todas as
etapas eram realizadas estaticamente. A Figura I11.8 mostra o esquema do preparo do

inoculo.
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FIGURA 111.8 - Esquema do preparo do indculo para os ensaios de fermentago.
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I1L5.2 Condigdes de operac¢io

Todos os ensaios de fermentacdo em batelada simples foram realizados em
fermentador de bancada (modelo BIOSTAT MD, B.BRAUN), tendo acoplados a ele um
sensor de pH (modelo 465-35-90-K9, INGOLD ELEKTRODE) € um sensor de temperatura
(modelo PT 100, B.BRAUN). |

A cuba de fermentacgdo, encamisada, utilizada nos ensaios tinha um volume

util de 5 litros (160 x 250mm), sendo o volume nas fermentagdes de 4 litros.

Na maioria dos ensaios, o sistema possuia trés turbinas, com seis pas planas.
A primeira turbina situava-se imediatamente acima do anel dispersor de ar. O didmetro
das turbinas era de 63mm e a distdncia entre elas de 50mm. No estudo do efeito da
agitacdo sobre o processo, em uma das condi¢des testadas, apenas a turbina superior foi

utilizada.

Na preparagdo do sistema, o fermentador vazio era esterilizado em
autoclave a gas a 121°C por 30 minutos. O eletrodo de pH passava por um tratamento
com etanol 70% e em seguida era lavado com agua deionizada esterilizada e instalado no

fermentador.

Apos a instalacdo da cuba de fermentagdo e do eletrodo de pH no sistema, o
meio € o substrato eram transferidos para a cuba com cuidados assépticos. Antes de
inocular o fermentaddr, era introduzido nitrogénio no sistema para saturar 0 meio com
este-gas inerte. Logo que a temperatura atingia 30°C, desligava-se o fluxo de N, e

iniciava-se a fermentagdo, inoculando-se o fermentador como descrito no item I11.5.1.

As Figuras 111.9 e 11110, mostram o esquema e uma fotografia do sistema de
fermentacgdo utilizado, respectivamente. Na Tabela 1I1.1 s@o apresentadas as condigdes

testadas nos diferentes ensaios.
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. Fermentador

. Controlador de pH

. Bomba peristaltica para base

. Frasco contendo NaOH 3M

. Eletrodo de pH

. Sensor de temperatura

. Controlador de temperatura do fermentador
. Camisa do fermentador

. Condensador

. Controlador de temperatura do condensador
. Coletor de amostra

.Bomba peristaltica para retirada de amostra
. Sistema de agitagdo

. Entrada de meio, glicose e indculo

. Entrada de base

. Entrada de nitrogénio

FIGURA IIL9 - Esquema do sistema de fermentagéo.
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FIGURA IIL.10 - Sistema de fermentacdo utilizado nos ensaios.
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TABELA 1111 - Condigoes testadas nos ensaios de fermentagéo.

Ensaio Frequéncia do agitador Glicose Numero de turbinas

(min’") (g/L)

19 70 29,8 3

18 70 61,0 3

08 70 95,0 3

04 70 144,0 3

12 70 210,0 3

17 25 100,0 1

15 250 96,0

14 500 98,0 3

II1.6 ENSAIOS DE BIOTRANSFORMACAO

Os ensaios de biotransformagdo tiveram por objetivo confirmar a
viabilidade de utilizagdo da linhagem floculante de Zymomonas mobilis Z1-81 na
conversdo de glicose e frutose em 4acido gluconico e sorbitol, respectivamente. Para
confirmacéo dos resultados, o experimento foi realizado em duplicata.

Células floculantes de Z. mobilis, produzidas em reator de 4 litros, eram
separadas do meio por sedimentagdo e, apOs sucessivas lavagens com agua deionizada,
concentradas em suspensdo aquosa num volume de 100mL.

Um volume de 200mL de uma solugé@o contendo glicose (465g/L) e frutose
(465g/1) era preparada em um copo de Becher de S00mL e esterilizada em autoclave a
121°C por 15 minutos.

A solugdo de glicose e frutose era mantida sob agitagdo com o auxilio de um
agitador magnético situado sob o banho termostatizado, dentro do qual era colocado o

copo de Becher.



Um eletrodo de pH era tratado com etanol 70% e, em seguida, lavado com
agua deionizada esterilizada, sendo entdo, instalado no sistema. O pH era mantido
constante em 6.4 pela adigao de uma solugdo de NaOH 14M contida em uma bureta ligada
a bomba peristaltica do controlador de pH.

ApoOs o sistema ter sido montado e a temperatura ter atingido 39°C, as
células floculantes eram misturadas a solugdo de glicose e frutose dando inicio a
biotransformagao.

As Figuras I11.11 e II1.12 apresentam o esquema e uma fotografia do sistema

de biotransformacgao utilizado.

. Banho termostatizado

. Agitador magnético

. Copo de Becher

. Sensor de temperatura

. Sensor de pH

. Controlador de pH

. Bomba peristaltica para base

. Bureta contendo solugdo de NaOH 14M

. Entrada de meio e suspensdo de células floculantes
. Entrada de NaOH 14M

o*®

6

~

T

C XN s W~

11l

[
—
<

FIGURA IIIL.11- Esquema do sistema de biotransformagao.
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FIGURA I1I1.12 - Sistema de biotransformagéo utilizado no ensaio.

I11.7 METODOLOGIAS UTILIZADAS NOS CALCULOS

I11.7.1 Indice de Floculacio

O indice de floculagdo era calculado dividindo-se a concentragdo final de

células floculantes pela concentragdo final de células totais, como segue:

ip = —+100 (1)

Onde: i = indice de floculagdo;
Xpr € Xpp = concentragdo final de células floculantes e totais (g/L),

respectivamente.



111.7.2 Atividade Enzimatica

A atividade especifica foi definida como unidades de GFOR produzida, por

grama de célula, nas condi¢des do teste (item II1.3.3).

a =Y o)
g

As atividades globais de células floculantes (Agp) e totais (Agr),

respectivamente, em U/L eram calculadas por:

Agr = A Xpr (3)

AgT=A X1t (4)

I11.7.3 Rendimentos

. Etanol

A partir de um mol de glicose sdo produzidos dois moles de etanol. Assim,
para cada grama de glicose consumida forma-se, estequiometricamente, 0,51g de etanol.

Assim, para o calculo de rendimento, era utilizada a seguinte formula:

Py —Py
(Sg—5;)+0.51

-100 (5)

Onde: R =rendimento em etanol (%);
Pre Po= concentracdo final e inicial de etanol (g/L), respectivamente;

S € S¢= concentracdo inicial e final de gicose (g/L), respectivamente.
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. Sorbitol e acido gluconico

Os calculos de rendimentos em sorbitol € acido gluconico eram realizados
em base de massa, devido a diluigdo que o meio sofre pela adi¢do de base para o controle
de pH.

A partir de um mol de glicose e frutose sdo produzidos um mol de acido
glucdnico e um mol de sorbitol, respectivamente. Assim, para cada grama de glicose €
frutose consumidas formam-se, estequiometricamente, 1,09g de acido glucénico e 1,01g
de sorbitol, respectivamente. Entdo, para o calculo dos rendimentos em acido glucdnico €

sorbitol, as seguintes formulas eram utilizadas:

R = age —agq
4 (Gy-Gy)+1,09

-100 (6)

Onde: R,, = rendimento em acido glucdnico (%),
age € agy = massa final e inicial de 4acido gluconico (g), respectivamente;

Gy e Gr= massa inicial e final de glicose (g), respectivamente.

R _ sorf—soro
0T (F, — F¢)+1,01

+100 (7)

Onde: Ry, = rendimento em sorbitol (%0);
sorg € sorg = massa final e inicial de sorbitol (g), respectivamente;

Fo e Fr= massa de inicial e final de frutose (g), respectivamente.

111.7.4 Fatores de Conversao

Os fatores de conversdo, nos ensaios de fermentagdo, foram definidos da

seguinte maneira:
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.conversdo de glicose em etanol (Yp/g);

Py — Py
So —Sr

(8)

Yp/s =

.conversdo de glicose em células floculantes (Yxg/s);

Xrr — XFo

So 8¢ €

Yxrp/s =

Onde: Xgo = concentracdo inicial de células floculantes (g/L).

.conversdo de glicose em células totais (Yx/g);

X=X
Yo o= T0 (10)
XT/S

So —S¢

Onde: Xtq = concentracdo inicial de células totais (g/L).

.conversdo de glicose em células livres (Yx;/g);

XL —XLo

11
So—Sr (11)

Yxi/s =

Onde: X e X} = concentragdo inicial e final de células livres (g/L), respectivamente.

.conversdo de glicose em atividade enzimatica global nas células floculantes em U/g

(Y acr/s)s

AGF
So—-S¢

YAcr/s = (12)
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.conversdo de glicose em atividade enzimatica global nas células totais em U/g (Y o¢1/5);

AGgT )
YAcr/S = 13
AGT/S So_S; (13)

Os fatores de conversdo no ensaio de biotransformacdo, foram assim

definidos:

.conversdo de glicose em acido gluconico (Yag / G);

_28f ~ 28
Yag/G =G G, (14)

.conversdo de frutose em sorbitol (Ygor/ F)

v __Sorg — SOTO (15)
sor/F F() _ Ff

111.7.5 Produtividades

As produtividades, nos ensaios de fermentagdo, foram calculadas da

seguinte forma:

. etanol em g/(L.h) (p):

_ Pr—Po

1
. (16)

Onde: t=tempo de fermentacio .(h).
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. células floculantes (pX), totais (pXr) e livres (pX; ), respectivamente em g/(L.h):

Xrf — XFo

PXF = =10 (17)
XTF - X

pXT = = (18)
Xie—X

pXq, = =Lf Z2LO (19)

t

.atividade enzimatica global nas células floculantes (pAgp) € totais (pAgr),

respectivamente em U/(L.h):

A
A __"GF
PAGr= " (20)

A
A _2GT :
PAGT=—, 1)

O fim da fermentag¢fo era determinado pela curva de consumo de substrato
em fun¢do do tempo. Préximo ao final da fermentagdo, esta curva tinha um
comportamento linear com o tempo, o que permitia a definigdo de uma equagdo de reta
para esta por¢do. Era, entdo, atribuido o valor zero para a concentragdo de substrato e o
tempo de fermentagdo era estimado.

As produtividades especificas, no ensaio de biotransformagdo, eram

calculadas por:

- acido glucdnico em g/(g.h) (P,p);

_age —ag,

, 22
Pag Xyt (22)

Onde: X = massa de células floculantes (g).

sorbitol em g/(g.h) (ps,,);

sOT¢ — SOT, (23)
Psor =
Xp ot
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111.7.6 Velocidades

As velocidades de crescimento de de células totais (dX/dt), consumo de
substrato (dS/dt), formacdo de etanol (dP/dt) e acido gluconico (dag/dt) eram calculadas
" pelo método de LE DUY e ZAJIC, (1973).

Eram tragcadas curvas de crescimento, variagdo da concentracdo de
substrato e produto em fungdo do tempo, com os dados experimentais. Destas curvas eram
retirados os valores a serem utilizados nos calculos. A velocidade de formagédo de acido

gluconico era dada em g/h e as demais velocidades em g/(L.h).
IIL.7.7 Velocidades Especificas

As velocidades especificas de crescimento de células totais (uy), consumo
de substrato (ug) e de produgéo de etanol (up), eram obtidas dividindo-se as velocidades

pela concentracdo de células totais. As velocidades especificas eram dadas em h-1.

Para o calculo da maxima velocidade especifica de crescimento das células
totais (Mxmax)> €ram tragadas curvas relacionando os logaritmos neperianos das
concentracdes celulares, obtidas com os dados experimentais, com 0s seus respectivos
tempos de fermentagdo. Neste grafico, a fase exponencial tinha um comportamento linear,

“sendo o coeficiente angular desta reta, 0 proprio Uxmax-

I11.7.8 Velocidade maxima de reacio (V,,;,) e constante de Michaelis-Menten (K,,))

para glicose-frutose oxidorredutase

Os pardmetros cinéticos V ;. € K., foram estimados através da construcdo
de uma curva de 1/A em fungdo de 1/S, onde, A era a atividade especifica em GFOR
(U/g) e S a concentragdo de substrato, glicose+frutose (g/L), segundo LINEWEAVER-
BURK (BAILEY & OLLIS, 1986). Este curva tinha um trecho linear, no qual o inverso do

coeficiente linear definia o valor de V4, € 0 coeficiente angular o valor de K ,,/V ax-



1V RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos
ensaios realizados. As Tabelas e Figuras, com os resultados experimentais, sdo mostrados

no Anexo - Resultados Experimentais.

IV.1 ENSAIOS ENZIMATICOS

Neste item sdo discutidos trés ensaios que tiveram como objetivos a
determinacdo dos pardmetros cinéticos V., (velocidade maxima de reagdo) e K,
(constante de Michaelis-Menten) e a determinagdo da temperatura € do pH 1deais para a
atividade de glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) em Zymomonas mobilis 7.1-81.

Estes ensaios ndo visaram aprofundar o estudo enzimatico sobre esta
enzima, mas sim conhecer melhor a enzima GFOR desta linhagem e, também, definir as
condigbes experimentais a serem utilizadas nas medidas de atividade enzimatica e nos

ensaios de biotransformacao.

IV.1.1 Determinaciio da velocidade maxima de reacfio (V4,) ¢ da constante de

Michaelis-Menten (K,,,) para glicose-frutose oxidorredutase

Os testes foram realizados em diferentes concentragdes equimolares de
glicose e frutose em tampdo Mcllvaine (pH 6,4), a temperatura de 39°C. Os valores de
temperatura e pH foram escolhidos por terem sido definidos como ideais para a enzima
GFOR de células intactas de Z. mobilis CP1 (ERZINGER et al., 1993) e ATCC 29191
(SILVEIRA er al., 1995).
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De acordo com a definicdo de "unidade" de GFOR (massa de acido
gluconico produzido por hora; item 111.3.3), os conceitos de "atividade especifica" e
“"velocidade" se confundem. Neste item, estas duas expressdes sdo usadas indistintamente.
A Figura 1V.1 mostra os valores de atividade especifica de GFOR em fungéo
das concentra¢des de substrato (glicose+frutose). Foi observado um valor maximo de
atividade especifica proximo a 10,4 U/g para uma concentragdo de glicose+frutose em

torno de 300g/L.

42 A (Usg)

10

0 1 1 1 1 i ]
0 100 200 300 400 500 600 700

Glicose+Frutose (g/L)

FIGURA 1V.1 - Atividade de GFOR com diferentes concentragdes de glicose+frutose a
39°CepH 6,4.

O patamar existente entre 300 e 500g/L € interessante para o processo de
biotransformag¢do, uma vez que permite operar o sistema, por um maior tempo, em
concentragdes de substrato que levam & maxima velocidade. As linhagens CPl
(ERZINGER et al., 1993) e ATCC 29191 (SILVEIRA et al., 1995) ndo apresentam um

patamar tdo largo.
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Os parametros cinéticos Vi € K, foram estimados por um gréfico
relacionando o inverso da atividade especifica com o inverso da concentracdo de
glicoset+frutose (Figura 1V.2) (BAILEY e OLLIS, 1986). A partir do trecho linear da curva
mostrada na Figura 1V.2, fo1 definida uma equagdo de reta (1/A = 0,047 + 15,3 1/S) que
permitiu estimar os valores de V4, € K, como sendo 21U/g e 324g/L. de glicose+frutose,

respectivamente.

/A0 (g/U)
24]

20¢
161

12

| | | | |
1 [ 1 I I I I Il ! i

6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/(Glicose+Frutose).10™ (L/g)

FIGURA 1V.2 - Grafico duplo reciproco para GFOR. Glicose e frutose em mistura
equimolar a 39°C e pH 6,4.

A Tabela IV.1 apresenta os valores de V., tedrica e experimental, e de
K,, calculados para Z1-81, assim como aqueles medidos para as linhagens CPI

(ERZINGER et al., 1993) e ATCC 29191 (SILVEIRA et al., 1995).
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TABELA 1V.1 - Comparagdo dos parametros cinéticos V.. € K,, para diferentes
linhagens de Zymomonas mobilis.

Linhagem K., V nay teOTIC V 4y €Xperimental
(&/L) Ulg) (Ulg)
Z1-81 324,0 21,0 10,4
(floculante)
CP] 384,0 17,0 10,0
(ndo floculante)
ATCC 29191 408.0 35,0 19,0

(ndo floculante)

Este método incide, em geral, em significativos erros de medida. Apesar
disto, os valores expostos na Tabela IV.1 indicam que a linhagem floculante Z1-81
apresenta um menor valor de K., em comparagdo com outras linhagens, sugerindo que a
GFOR de Z1-81 apresenta maior afinidade por glicose e frutose.

Verifica-se, ainda, que V. teoérica das trés linhagens € praticamente o
dobro das respectivas Vs, experimentais € que a linhagem ATCC 29191 apresenta os
maiores valores de V4, tedrica e experimental.

A partir destes dados, pode-se afirmar que o patamar observado na Figura
IV.1 ¢ provocado pela inibigdo que o substrato (glicose+frutose) provoca sobre GFOR a

partir de uma concentragdo proxima a 300g/L.

I1V.1.2 Determinaciio da temperatura ideal para glicose-frutose oxidorredutase

Os testes foram realizados com temperaturas entre 25 e 48°C, em pH
constante de 6,4, em solugdo de glicose+frutose com concentragdo inicial de 288g/L. Foi
adotada esta concentracdo de substrato por ter sido a utilizada no teste enzimatico descrito
por ERZINGER e/ al. (1993), permitindo, assim, uma compara¢do com outras linhagens de
Z. mobilis. Este valor se encontra, para a linhagem Z1-81, no inicio da faixa de maxima

velocidade experimental.



A Figura 1V.3 apresenta os valores de atividade relativa em funcio da
temperatura e mostra que a atividade ¢ profundamente dependente da temperatura, tendo
os valores mais altos sido observados em temperatura da ordem de 39°C. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por ERZINGER ef al. (1993) e SILVEIRA et al. (1995),
quando mediram a atividade da GFOR em células intactas de Z mobilis CP1 e ATCC
29191, respectivamente. ZACHARIOU e SCOPES (1986) também definiram a temperatura
de 39°C como a ideal para a GFOR livre de Z. mobilis ATCC 29191.

Atividade relativa (%)

T

100
80+

60}

40

20+

o 1 1 1 i 1 1
22 26 30 34 38 42 46 50

Temperatura (°C)

FIGURA 1V.3 - Efeito da temperatura sobre a atividade da GFOR em solugio 288g/L de
glicose+frutose, em pH 6.4.

1V.1.3 Determinac¢iio do pH ideal para glicose-frutose oxidorredutase

Os testes foram realizados com valores de pH entre 40 e 80, em
temperatura constante de 39°C, em solugdo de glicose+frutose com concentrag¢do inicial

de 288g/L.
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Na Tabela A.3.1, do Anexo, onde estdo apresentados os valores de
atividade especifica deste ensaio, pode-se observar que em pH 6,4 o valor de A (U/g) €
menor que o encontrado nos ensaios de temperatura € concentragdo de glicose+frutose. A
pratica tem mostrado que a atividade de GFOR em células de Z. mobilis decresce com 0
tempo. Assim, a redugédo observada deveu-se, provavelmente, ao fato de que o ensaio de
pH ndo foi realizado no mesmo dia que os demais. Entretanto, isto ndo o invalida, uma
vez que os resultados estdo expressos em atividade relativa.

A Figura IV .4 apresenta o grafico das atividades relativas em func¢éo do pH.
De acordo com os resultados apresentados, constatou-se que os valores de pH entre 6,0 e
6,7 resultaram em atividades de GFOR mais elevadas. Fora destes limites, a atividade

enzimatica cai drasticamente.

Atividade relativa (%)

100+

60

40~

201

8.5

FIGURA 1V.4 - Efeito do.pH sobre a atividade de GFOR em solugdo 288g/L de
glicose+trutose, a 39°C.
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ERZINGER et al. (1993) e SILVEIRA et al. (1995) definiram o valor de 6,4
para o pH como o ideal para células intactas de Z mobilis CP1 ¢ ATCC 29191,
respectivamente. ZACHARIOU e SCOPES (1986) definiram 6,2 como valor de pH 6timo
para a GFOR livre da linhagem ATCC 29191. REHR et al. (1991), quando utilizaram
células permeabilizadas € imobilizadas em K-carragena da linhagem ATCC 29191,

verificaram maiores atividades da GFOR em pH entre 6,5 e 7.0.

De acordo com os resultados, foi verificado que os valores ideais de pH e
temperatura para GFOR de Z. mobilis Z1-81 foram 6,4 e 39°C, respectivamente. Estes
valores estdo de acordo com os encontrados por ERZINGER et al. (1993), para a linhagem
CP1, ao definirem as condigdes de operacdo para a medida de atividade enzimatica.
Portanto, foram adotadas, no presente trabalho, as condigdes ja definidas por estes autores
para a realizacdo das medidas da atividade enzimatica (item III.3.3). Nos ensaios de

biotransformagéo, estes valores de pH e temperatura foram, também, empregados.
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1V.2 ENSAIOS DE FERMENTACAO

Sdo discutidos, neste item, um grupo de ensaios de fermentagdo em
batelada, dos quais cinco s@o referentes ao estudo do efeito da concentragio inicial de
substrato e quatro ao estudo do efeito da agitag@o sobre o processo.

Nestes ensaios, na andlise dos resultados, levou-se em considera¢éo o indice
de floculagdo, a atividade da enzima glicose-frutose oxidorredutase contidas nas células,
principalmente nas floculantes, € a formagdo de etanol que, no caso, se constitui num

importante sub-produto do processo de produgéo de sorbitol e acido glucénico.

I1V.2.1 Influéncia da concentracio inicial de substrato

Foram realizados ensaios com concentrag¢des iniciais de substrato entre 21,8
e 210g/L, mantendo-se constantes o pH, a temperatura e a freqiiéncia do agitador em 5.5,
30°C e 70min-!, respectivamente. Os valores de pH e temperatura foram escothidos por
terem sido definidos como sendo 6timos para o crescimento de Zymomonas mobilis, de
acordo com SWINGS e DE LEY (1977). A frequéncia do agitador, 70min-!, foi escolhida
por promover uma boa agitacdo do meio e, simultaneamente, ndo provocar destrui¢do
significativa dos flocos (LOPEZ et al., 1993).

Como os ensaios foram realizados a 70min-!, ndo foi possivel manter a
homogeneidade dos flocos de Z. mobilis, prejudicando, assim, a coleta de amostras
representativas para o acompanhamento da variagdo da concentracdo de células com o
tempo nos diferentes ensaios. Deste modo, as velocidades especificas, essenciais para o
estudo cinético de um processo fermentativo, ndo foram calculadas.

Na Tabela IV.2 sdo apresentados resultados experimentais obtidos ao fim
das fermenta¢des e na Tabela 1V.3 os indices de floculacdo, fatores de conversdo,

rendimentos e produtividades calculados para este grupo de ensaios.
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TABELA IV.2 - Resultados experimentais obtidos ao fim dos ensaios para o estudo da
influéncia da concentragdo inicial de substrato.

Ensaio 05 18 08 04 12
AS (g/L) 21,8 61,0 95,0 144,0 210,0
AP (g/L) 10,0 29,0 45,0 68,5 100,0
AXp (g/L) 0,72 1,76 2,49 2,29 2,25
AX, (g/L) 0,34 0,53 0,61 0,59 1,59
AXp (g/L) 0,38 1,23 1,88 1,71 0,66
A (Ulg) 73 10,0 9,5 14,2 14,1
Agr (UL) 6,25 18,3 24,4 34,08 32,15
Agp (U/L) 3,4 ' 12,9 18,5 256 9.6

t (h) 8,8 12,5 12,5 21,0 88,0

TABELA IV.3 - Resultados gerais dos ensaios realizados para o estudo da influéncia da
concentragio inicial de substrato.

Ensaio 05 18 08 04 12

iF (%) 55,3 70,5 75,9 75,0 29,8

R (%) 9,2 92,1 92,1 92,1 92,1
Yps 0,46 0,47 0,47 0,47 0,47
Yyus 0,033 0,029 0,026 0,016 0,011
Yy s 0,0150 0,0087 0,0064 0,0041 0,0076
Yypss 0,0170 0,0200 0,0200 0,0120 0,0031
Yagss (Ulg) 0,29 0,30 0,26 0,24 0,15
Y acrrs (Ulg) 0,16 0,21 0,20 0,18 0,046
p (¢/(L.h)) 1,14 2,32 3,60 3,30 1,14
pAgr (UKL.h)) 0,71 1,46 1,95 1,62 0,36

pAg (UAL.h)) 0,39 1,03 1,48 1,22 0,11

’




61

Apesar de ndo ter sido possivel obter os valores das velocidades especificas,
tentou-se avaliar o possivel efeito inibidor da concentragdo inicial de substrato pela
variacdo da concentragdo de glicose com o tempo (Figura IV.5).

Foi observada, no ensaio com 210g/L de concentracfo inicial de substrato,
uma forte inibi¢do, evidenciada por uma fase "lag" de aproximadamente 50h. Por outro
lado, ¢ dificil afirmar que nos demais ensaios tenha ocorrido inibigdo por substrato, uma

vez que o patamar existente no inicio da fermentag@o parece ser uma tendéncia natural do

Processo.

Glicose (g/L)

50 60 70 80 90
Tempo (h)

FIGURA 1IV.5 - Varia¢do da concentra¢do de substrato com o tempo com diferentes
concentragdes iniciais de substrato (Sq).

Como mostra a Figura IV.6, o fator de conversdo em células totais (Yyx/s)
diminui com o aumento de S. Esse fato pode ser devido a propria concentragdo inicial de
substrato, inibindo o crescimento, e/ou a inibigdo pelos produtos finais da fermentagéo,

etanol e CO, (SWINGS e DE LEY, 1977, VEERAMALLU e AGRAWAL, 1986).
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Em estudos realizados no Centro de Desenvolvimento Biotecnoldgico
(dados ndo publicados) com Z. mobilis CP1 e 29191, em concentragdes de S, acima de
180g/L, verificou-se interrup¢do do crescimento celular, possivelmente devido ou a
inibigdo pelo etanol ou a escassez de algum nutriente do meio. E provavel que Z. mobilis
Z1-81 também apresente este comportamento, podendo-se, assim, explicar os baixos

valores de Y x /g no ensaio com Sy =210g/L.

ROGERS et al. (1982) observaram fatores de conversdo em células livres de
Z. mobilis ZM4 de 0,032 e 0,018 quando utilizaram 100 e 200g/L. de concentragéo inicial
de glicose, respectivamente. Isto mostra que o comportamento de Z. mobilis, com relagio
ao efeito da concentragdo inicial de glicose sobre o fator de conversdo em biomassa, €

semelhante para diferentes linhagens.

Yxr1/8
0.04 T

0.03

0.02r

0.01

o 1 L I} L 1 1 1 1 ] 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

So (g/L)

FIGURA IV.6 - Fatores de conversdo em células totais (Y x,/5) em fun¢éo da concentragdo
inicial de glicose (Sy). '



Na Figura V.7 sdo apresentados os fatores de conversdo em células livres
(Yx;/5) € células floculantes (Yx;/s). O fator de conversdo em células livres diminui com
o aumento de S, até concentracdes de 144g/L.. No ensaio com Sy=210g/L foi observado
um aumento de Yy, /5. Maiores conversdes em células floculantes foram medidas com S,
entre 61 e 95g/L., 0,02 grama de célula por grama de substrato consumido. A defini¢do
desta faixa é importante, uma vez que no processo de biotransformagdo de glicose e
frutose em acido glucdnico e sorbitol, respectivamente, apenas as células floculantes séo

utilizadas.

Yxo/8, YXF/S
0.025 ——+ F

T

0.02

0.015

0.01

T

0.005

0 1 1 i 1 I ] 1 1 1 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

SO (Q/L)

FIGURA 1IV.7 - Fatores: de conversdo em células livres (Y5, A) e {floculantes
(Yxg/s » O) em fungdo da concentragdo inicial de glicose (Sy).

Os maiores indices de floculagdo (ip), 75,9 ¢ 75%, foram obtidos nos
ensaios com concentracgdes iniciais de glicose de 95 e 144g/L, respectivamente (Figura
IV .8). Resultados semelhantes foram encontrados por LOPEZ e al. (1993), quando
utilizaram Z. mobilis Z1-81 nas mesmas condi¢gdes de operagdo. De acordo com a Figura
IV 8, observa-se uma sensivel queda de ip no ensaio com Sy= 210g/L, devido a alta

concentrac¢do de células livres no meio.
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FIGURA 1V.8 - indices de floculaggio (1p) em funcdo da concentragdo inicial de glicose

(So).

Nao foram observadas diferencgas significativas nos fatores de conversao de
glicose em etanol (Ypsg), com qualquer dos valores de S, testados, como mostra a
Figura IV.9. Valores semelhantes de Yp/g foram encontrados por ROGERS\et al. (1982) e
MORTATTI e PARK (1988), com Z. mobilis ZM4 e NRLL B-14022, respectivamente, em
fermentacdes em batelada com concentragéo inicial de glicose de 100 e 200g/L, a 30°C.
Esta constincia pode ser devida ao fato de que etanol ¢ o produto principal do
catabolismo de glicose por Z. mobilis, estando sua formacgdo diretamente relacionada com
a reoxidag¢do de coenzima (NADPH) a ser utilizada para a producdo de ATP na via de
Entner-Doudoroft.

A andlise conjunta dos resultados mostrados nas Figuras IV.6 € IV.9, Yx /g
decrescente com o aumento de Sy € Yp,g constante, deixa diividas com relagdo ao destino
de parte do substrato nestes ensaios. Quanto aos demais produtos do catabolismo de
glicose, ainda que ndo seja proposta deste trabalho discuti-los, ndo foram verificadas,
pelas analises cromatograticas das amostras destes ensaios, concentragdes importantes de

acido acético e acetoina.
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FIGURA IV.9 - Fatores de conversdo em etanol (Yp,g) em fungdo da concentragdo inicial
de glicose (Sy).

A Figura IV.10 mostra as produtividades em etanol em funcéo de S,. Sendo
etanol um produto importante para a economia do processo, uma especial atengdo ¢ dada
ao ensaio com S;=95g/L, 0 qual apresenta a maior produtividade 3,5g/(L.h). ROGERS
et al. (1982) alcangaram produtividade de 5,2g/(L.h) e MORTATTI e PARK (1988) de
1,87g/(L.h), quando utilizaram Z. mobilis ZM4 e NRRL B-14022, respectivamente, nas
mesmas condigdes de operagdo, sugerindo que a produtividade em etanol esta relacionada

com a linhagem utilizada.

p (g/(L.h))
3l
2l
1k
o L ! ; : ! | . . .
(4] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

So (g/L)

FIGURA 1V.10 - Produtividades em etanol (p) em fun¢do da concentragdo inicial de
glicose (S).
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Apesar da relativamente alta produtividade em etanol do ensaio com
S=95g/L, a concentracdo final deste produto, 45g/L (Tabela 1V.3), € ainda baixa para a
operacdo de um sistema de destilacdo de forma econdmica. Neste aspecto, destaca-se a
concentragdo de alcool, 100g/L, no ensaio com S;=210g/L., ainda que a produtividade
(1,14 g/(L.h)) tenha sido quase 70% menor. |

Como ja fo1 discutido neste capitulo, ndo se sabe ao certo a utilizagdo dada
pelas células a parte do substrato consumido durante as fermentagdes nestes ensaios. Foi
observado, porém, que a atividade especifica (A) em glicose-frutose oxidorredutase
(GFOR) tende a aumentar com o aumento de S, (Figura IV.11), confirmando os
resultados de ZACHARIOU e SCOPES (1986). Este aumento sugere, entdo, que parte do
substrato poderia estar sendo utilizado para a producdo de GFOR, embora néo seja
possivel afirmar com certeza, visto que a quantificagdo da enzima ¢ feita por medida de

atividade e ndo de concentracio.

A (W
20 W/

16

10

0 1 ! 1 1 1 1 1 Il 1 1
O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

So (g/L)

FIGURA 1V.11 - Atividades especificas (A) em fungdo da concentragéo inicial de glicose
(So).
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Por ser a enzima GFOR considerada como produto, tornou-se interessante
saber qual a atividade enzimatica global de células totais (Agr) € floculantes (Agr)
obtidas ao fim da fermentac¢do. Foram realizados ensaios prévios de atividade enzimatica
e verificou-se que as atividades especificas de células totais, livres e floculantes néo
variavam entre si. Assim sendo, foi possivel obter os valores de Ag € Agg multiplicando-
se A por Xtr€ Xgp, respectivamente.

A Figura 1V.12 apresenta as atividades globais de células totais (Agr) €
floculantes (Agg) em fungfo da concentragfo inicial de glicose. Observa-se que Agt €
Agr aumentam com o aumento de Sy até 144g/L. Com Sy=210g/L, Agt mantém-se,
aproximadamente, no mesmo valor que no ensaio com Sg=144g/L, j& que as atividades
especificas e concentragdes celulares finais foram praticamente idé€nticas em ambos
experimentos. Com relacio a Agg, verificou-se, com S,=210g/L, uma substancial queda
em comparag¢do com o valor obtido com Sy=144g/L, devido ao indice de floculagdo mais

baixo.

Aat, AGF (U/L)

30

20
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0 1 1 13 H 1 1 1 i ] 1
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FIGURA 1V.12 - Atividades globais de células totais (Agr . O) € floculantes (Agg, O) em
funcio da concentragdo inicial de glicose (Sy).
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Analisando-se os resultados ilustrados pela Figura 1V.13, que mostra os
fatores de conversdo em atividade global de células totais (Y og1/5) € floculantes (Y pqp/s)s
observa-se que os perfis das duas curvas sdo semelhantes, com os fatores de conversdo
diminuindo com o aumento de S, a partir de 61g/L. Com relagdo aos fatores de
conversdo em atividade global de células floculantes, destacam-se os ensaios com S,
entre 61 ¢ 144g/L, nos quais os maiores valores de Y 555 , €m torno de 0,2 unidades de

GFOR produzidas por grama de glicose consumida, foram encontrados.

Yagr/s , Yaer/s (U/g)
0.4 AGT/S , GF g

0.3

0.2

0.1

0 1 1 1 i 1 1 i 1 1 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

So (g/L)

FIGURA 1V.13 - Fatores de conversdo em atividade global nas células totais (Y 5;/5,0) €
floculantes (Y oqg/s ,19) em fungdo da concentragéo inicial de glicose (Sg).

A Figura 1V.14 mostra as produtividades em atividade global de células
totais (pAgr) € floculantes (pAgr), para cada concentragdo de S, testada, constatando-se
que o ensaio com S;=95g/l. apresentou os maiores valores, pAgr=1,95U/(gL) e

pAGgr=1,48U/(g.L).
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FIGURA 1IV.14 - Produtividades em atividade global de células totais (pAgt.0) €
floculantes (pAgr, O) em fungdo da concentragdo inicial de glicose (Sg).

De acordo com os resultados, verificou-se que o ensaio 08, com 95g/L de
substrato inicial, apresentou um bom indice de flocula¢do e uma expressiva produtividade
em etanol. Nesta condig¢do, foram obtidos ainda valores relativamente aitos de atividade
especifica, concentragdo de células floculantes, fator de conversdo e produtividade em
atividade global de células floculantes. Considerando estes aspectos, aliados ao fato de
que nesta concentragdo de substrato ndo foi evidenciada inibi¢do, as condi¢Oes deste
ensaio foram estabelecidas como basicas para a sequiéncia dos estudos descritos-neste

trabalho.
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O estudo da influéncia do estado de agitagdo do sistema sobre o

crescimento celular de Zymomonas mobilis 71-81, a floculagdo e a produgio de glicose-

frutose oxidorredutase (GFOR) e etanol foi realizado com concentragdo inicial de

substrato em torno de 100g/L e com a frequéncia do agitador variando de 25 a 500min-1.

Foram mantidos constantes o pH e a temperatura em 5,5 ¢ 30°C, respectivamente. No

ensaio a 25min-1, utilizou-se apenas a turbina superior do agitador e nos demais ensaios

foram utilizadas trés turbinas.

Na Tabela IV .4 sdo apresentados os resultados experimentais obtidos ao fim

das fermentagdes e na Tabela IV.5 os indices de floculagdo, os fatores de conversdo,

rendimentos e produtividades obtidos nos ensaios.

TABELA IV.4 - Resultados experimentais obtidos ao fim dos ensaios para o estudo da

influéncia da agitagdo.

Ensaio

17 08 15 14
Freqiiéncia do agitador (min'!) 25 70 250 500
AS (g/L) 100,0 95,0 96,0 98,0
AP (g/L) 49,5 45,0 47,0 475
AXy (/L) 1,92 2,49 3,08 3,38
AX; (g/L) 0,64 0,61 1,31 2,07
AXp: (g/L) 1,28 1,88 1,77 1,30
A (Ulg) 8,7 9,5 8,8 8.4
Ay (UL) 17,4 244 28,0 29,2
Ag: (UL) 11,7 18,5 16,4 1.6

t (h) 19,5 12,5 11,8 9.8
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TABELA 1IV.5 - Resultados gerais dos ensaios realizados para o estudo da influéncia da
agitacao.

Ensaio 17 08 15 14

iF (%) 67,0 75,9 58,5 39,6

R (%) 96,0 92,1 960 94,1
Yis 0,49 0,47 0,49 0,48
Yyeurs 0,019 0,026 0,032 0,034
Yxuss 0,0064 0,0064 0,014 0,021
Yxers 0,013 0,020 0,018 0,013
Yagus (Ulg) 0,17 0,26 0,29 0,30
Y acrrs (Ulg) 0,12 0,20 0,17 0,12
p (/(Lh) 2,54 3,60 4,00 4,90
pAGr (UAL.hy) 0,89 1,95 237 3,00
pAGy (U/(L.h)) 0,60 1,48 1,39 1,18

A variagdo da concentra¢do de células totais (AXy) é um dos pontos em que
se verifica mais claramente a influéncia da agitagdo. De acordo com a Figura IV.15,
observa-se um aumento de AXT em fungdo da frequéncia do agitador. Observa-se,
também, que quanto mais agitagdo se proporciona ao sistema, mais rapidamente a
fermentagdo chega ao fim (Tabela 1V 4). Este fato tem, provavelmente, relagdo com o
desprendimento de CO,, formado durante a fermentacdo, pela agitagdo. Sendo o CO, um
inibidor do crescimento (VEERAMALLU e AGRAWAL, 1986), quanto maior a agitagdo
mais facilmente o CO, ¢ retirado, promovendo maior concentragdo de células totais e,
conseqiientemente, um menor tempo de fermentagdo. Outra possibilidade a cogitar, ¢ que
o aumento da agitagdo provoca a liberacdo de células e a reducdo do tamanho dos flocos,
0 que me.]horaria o transporte de substrato e nutrientes para as células devido ao aumento

da area de troca.
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FIGURA 1V.15 - Concentragdes de células totais (AX, &) e livres (AX;, ® ) em fungdo
da freqiiéncia do agitador.

A Figura 1V.15 apresenta, ainda, a concentragdo de células livres (AX}) em
funcdo da frequéncia do agitador. Foi observado um aumento de AX| a partir de
70min-!, tendo o ensaio a 500min-! apresentado uma concentragdo de células livres de
aproximadamente 2g/L. Provavelmente, em agitacdes mais elevadas, as células
desprenderam-se dos flocos por cisalhamento, aumentando assim a concentragdo de
células livres no meio.

No ensaio a 25min-! foi utilizada, apenas, a turbina superior do agitador, na
tentativa de minimizar o desprendimento de células dos flocos em fungdo do
cisalnamento. Verificou-se, por meio de um tragador (corante fucsina), que estas
condi¢Oes proporcionavam uma agitagdo suficiente para manter a homogeneidade do
liquido, necessaria para o controle do pH e o acompanhamento do consumo de glicose e
formagdo de etanol com o tempo. Era esperado, entdo, uma concentragio menor de
células livres, mas o que se observou foi uma concentragdo semelhante a concentragédo do

ensaio a 70min-! com trés turbinas, cerca de 0,6g/L..
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Por ndo se conhecer claramente o mecanismo de floculacdo destas células,
torna-se dificil justificar este fato. O que foi observado neste ensaio, porém, é que durante
a fermentagdo, os flocos sedimentaram, devido a baixa agitagdo, permanecendo em
suspensdo somente células livres. Supondo que as células livres ndo possuam a
capacidade de se reagruparem para formar um novo floco, entdo, o fato de estarem em
suspensdo e, consequentemente, em maior contato com o substrato, pode ser usado para
justificar o aumento da concentragédo de células livres. Esta teoria se apdia no trabalho de
FEIN er al. (1983a) que demonstraram que, em um mesmo cultivo de Z. mobilis WR6,
existem c€lulas com maior tendéncia a formar flocos enquanto outras se desenvolvem de
forma individualizada.

A Figura IV.16 apresenta a concentracdo de células floculantes (AXg) em
fungdo da freqiiéncia do agitador. Verifica-se que o ensaio a 70min-! apresentou maior
AXg, 1,9g/L. Este resultado deve ser, provavelmente, fungdo da a¢do conjunta de um

baixo cisalhamento € uma remogdo de CO, mais eficiente.

1 / /
o,:- ...... {// ,,,,,,,,,,,, % _____________ %/// AAAAAAAAA %0//

Freqiiéncia do agitador (min')

FIGURA 1V.16 - Concentra¢des de células floculantes (AXg) em fungdo da freqiiéncia
do agitador.
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Resultados proporcionais sdo encontrados na Figura 1V.17, que mostra o
indice de floculagdo (1F) em fungdo da agitagdo, sendo o ensaio a 70min-! aquele que
apresentou maior 1 (76%). Os ensaios com agitagdo mais alta apresentam menores
indices de floculagdo. Sem divida isto se deve ao desprendimento de células livres no
meio provocado pelo maior cisalhamento em altas agitagdes.
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FIGURA IV.17 - Indices de floculagdo (i) em fungdio da freqiiéncia do agitador.

Nos ensaios realizados com freqii€ncia do agitador de 25, 70 e 250min-!,
ndo fo1 possivel, como ja foi mencionado, determinar as velocidades especificas, devido a
ndo homogeneidade dos flocos no meio, prejudicando a coleta de amostras
representativas. No ensaio a 500min-!, porém, o meio podia ser considerado homogéneo.
Neste ensaio, entdo, foram estudados alguns parametros cinéticos, com o fim de conhecer
melhor Z. mobilis Z1-81, visto que na literatura, com excecdo de alguns trabalhos sobre
floculagdo, ndo ha qualquer referéncia a esta linhagem.

A maxima velocidade especifica de crescimento (ymax), para células totais,
for determinada tragando-se uma curva que relacionava os logaritmos neperianos das
concentracdes celulares com o tempo. Este gratico era linear entre 3 e 6 horas, sendo

neste intervalo observada a ocorréncia de [y ax-
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Para Zymomonas mobilis Z1-81, nas condi¢des deste experimento, o valor
encontrado para pymax foi de 0,47h-1. Valor semelhante, 0,42h-1, foi encontrado por AIT-
ABDELKADER e BARATTI (1993), quando utilizaram Z. mobilis ZM4 com 50g/L de
glicose e 50g/L de frutose. ROGERS et al. (1982), ao estudarem a cinética da linhagem
ZM4, com 100g/L de concentragdo 1nicial de glicose, encontraram um valor para pymax
de 0,31h-!. Os diferentes valores encontrados para pxmsx demonstram que este €
dependente da linhagem e das condi¢des de operagdo do processo fermentativo.

A Figura 1V.18 apresenta a variagdo das velocidades especificas de
crescimento (uy), consumo de substrato (ug) € formagdo de etanol (up) com o tempo.
Observa-se que a partir de 3 horas de processo, ux € crescente com o tempo, chegando ao
Wxmax POr volta das 4 horas, verificando-se uma fase de cerca de 2 horas com valores de
iy muito proximos ao maximo. Em seguida, o valor de px decresce com o tempo até o
fim da fermentagdo. O decréscimo da velocidade especifica de crescimento pode ser
devido a inibi¢do pelo produto, etanol, que neste tempo é de aproximadamente 15g/L.. Os
resultados obtidos nos tempos iniciais ndo sdo confiaveis, uma vez que a concentragéo de
células é muito baixa e qualquer erro de medida é muito significativo nos calculos das

velocidades.

h’) , (")
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FIGURA 1V.18 - Velocidades especificas de crescimento (uy, 00 ), consumo de
substrato (ug, A ) e formagdo de etanol (up, O ) em fungdo do tempo (t). Frequéncia do
agitador de 500min-! e Sy = 98g/L.
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Verifica-se, ainda, na Figura IV.18, que entre 4,5 ¢ 6 horas pug €
praticamente constante .(aproximadamente 12h-1), tornando-se, apos este periodo,
decrescente quase que linearmente com o tempo. Comportamento semelhante foi
encontrado por AIT-ABDELKADER e BARATTI (1993) para o consumo de glicose.

No que se refere a velocidade especifica de formagdo de etanol (up),
observa-se que, entre 4,5 e 8 horas, pp ¢ praticamente constante com o tempo (5h-1),
sendo decrescente apos este intervalo. Os perfis obtidos ndo permitem caracterizar a
cinética de formagdo de produto como associada ou semi-associada ao crescimento
celular.

A Figura IV.19 mostra os valores de py em fungdo da variacdo da
concentracdo de etanol (P). Verifica-se que, entre 10 e 15g/L de etanol, px apresenta um
valor quase constante. A partir de 15g/L de etanol, py ¢ linearmente decrescente,
sugerindo que esta concentragdo seja suficiente para intbir o crescimento. LEE ez al.
(1980) verificaram que a partir de 20g/L de etanol o crescimento de Z mobilis ZM4

comegava a sofrer inibi¢éo pelo produto.
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FIGURA 1V.19 - Velocidades especificas de crescimento (uy) em fungdo da variagéo da
concentragdo de etanol (P).



77

Na Figura 1V .20 estdo apresentados os valores de pup em fungéo da variagdo
da concentragdo de etanol. Verifica-se que entre 15 e 35g/L a velocidade de formagdo de
etanol apresenta um patamar. Com P maior que 35g/L, up torna-se decrescente. Os perfis
das Figuras 1V.19 e V.20, entdo, sugerem que o acumulo de etanol influi muito mais

sobre o crescimento celular do que sobre a formagéo do proprio produto.
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FIGURA 1V.20 - Velocidades especificas de formagdo de etanol (up) em fungdo da
varia¢do da concentracdo de etanol (P).

Na Figura IV.21 sdo mostrados os fatores de conversdo em células totais
(Yxqs) € floculantes (Y xg/5) em funcdo da agitacdo.

O aumento da agitacdo, pelas razées ja mencionadas, afetou positivamente a
conversdo em células totais. Observa-se que no ensaio a 500min-i, por exemplo, foi
obtido um fator de conversdo de 0,034 grama de células totais por grama de substrato
consumido. Um valor de Yy = 0,035 fot encontrado para a linhagem ndo floculante
ATCC 29191 (SILVEIRA et al., 1995). Segundo estes autores, a conversdo de substrato em
células, com ATCC 29191, foi superior a de cinco outras linhagens testadas. Por outro
lado, a 500min-!, Yy, toi de 0,013, mostrando a fragilidade dos flocos em altas

agitacoes.
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Observando-se as Figuras IV.16 e IV.21, verifica-se que os perfis de Ay €
Y5 em fungdo da frequii€ncia do agitador sdo semelhantes, uma vez que a concentragdo
inicial de substrato nestes ensaios ¢ constante. O ensaio a 70min-! apresentou o0 maior

valor de Y /g, 0,02 grama de células produzidas por grama de substrato consumido.

Yxr/s , YXF/8

0.03 é
0.02 - % .......
0.01+~ /

500

Fregiiéncia do agitador (min ')

FIGURA 1IV.21 - Fatores de conversdo em células totais (Yxyg, B) € floculantes
(Yxp/s, ®) em fungéo da freqii€ncia do agitador.

N3ao foram observadas variag¢des significativas nos fatores de conversdo em
etanol em fungdo da agitacdo, indicando que esta ndo influencia na produgéo de etanol. Os
valores encontrados variam entre 0,47 € 0,49, 92 a 96% do maximo tedrico, como mostra
a Figura IV.22, e sdo semelhantes aos encontrados por ROGERS e ol (1982) e

MORTATTI e PARK (1988) com Z. mobilis ZM4 e NRRL B-14022, respectivamente.
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Fregiiéncia do agitador (min ')

FIGURA 1V.22 - Fatores de conversdo em etanol (Yp/g) em fungdo da freqiéncia do
agitador.

Os dados representados na Figura 1V.23 mostram um aumento das
produtividades em etanol em fungdo da frequiéncia do agitador. Isto ¢ devido ao
favorecimento do crescimento celular pelo aumento da agitagdo, diminuindo,
consequentemente, o tempo de fermentag_:?;t__o. ROGERS et al. (1982) verificaram uma
produtividade de 5,2g/(L.h) com a li-nhagem ndo floculante ZM4, com 100g/L. de
concentragdo inicial de glicose. Isto mostra que a linhagem Z1-81, sob agitacdo mais

intensa, pode ser comparada a uma linhagem néo floculante.

p (g/(L.h)}

-
.

T L)
250 500
Freqiiéncia do agitador (min ')

FIGURA 1V.23 - Produtividades em etanol (p) em fungdo da freqii€ncia do agitador.
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Na Figura 1V .24 estdo apresentadas as atividades especificas em fun¢do da
agitacdo. As atividades ficaram entre 8,4 e 9,5U/g , ndo apresentando uma variagio

significativa.

A (U/g)

7.6~

251~

1
70 : 250 500
Freqiiéncia do agitador (min ')

FIGURA IV.24 - Atividades especificas (A) em fungfo da freqii€ncia do agitador.

As Figuras 1V.25, IV.26 e 1V.27 apresentam resultados relacionados as
atividades globais de células totais e floculantes. Sendo A praticamente constante em
fun¢do da frequéncia do agitador, os perfis das Figuras IV.25, IV.26 e IV.27 sdo
decorrentes das concentrac¢des finais de células totais e células floculantes (Figuras IV.15
eIV.16).

Observa-se na Figura IV.25 que o ensaio a 500min-! apresentou a maior
atividade global de células totais (Agy), tendo, porém, menor atividade global de c€lulas
floculantes (Agp). O ensaio a 70min-! apresentou a maior atividade global de c€lulas
floculantes, 18,5U/L, provavelmente, como ja explicado, pela acdo conjunta de menor

cisalhamento e melhor retirada de CO,.
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Agr,AcF (U/L)

30

)

N\

25 70 250 500
Fregiiéncia do agitador (min ')

FIGURA 1V.25 - Atividades globais de células totais (Agt, B) e floculantes (Agg, ) em
fungdo da freqii€ncia do agitador.

As conversdes de glicose em atividade global de células totais (Y agrs) €
floculantes (Y pqr/s) € as produtividades em atividade global de células totais (pAgt) €
floculantes (pAgr), em fungdo da agitagdo, sdo apresentadas nas Figuras IV.26 e IV.27,
respectivamente. Verifica-se que o ensaio a 70min-! apresentou os maiores valores de

Y aors, 02U/g € pAgp, 1,48U/(L.).

Yagrss , Yacess (U/g)

0.3 ; 7
0.2 /
?

25 70 250 500
Fregiiéncia do agitador (min ")

FIGURA 1V.26 - Fatores de conversé@o em atividade global de células totais (Y oqy/s, B) €
floculantes (Y p¢/s, ®) em fungdo da freqiiéncia do agitador.
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PAGT, PAGF (U/L.h)

25 70 250 500
Freqiiéncia do agitador (min™")

FIGURA 1V.27 - Produtividades em atividade global de células totais (pAgt, B) €
floculantes (pAgr, B) em fungio da frequiéncia do agitador.

As condi¢des do ensaio a 70min-!, por apresentarem os melhores resultados
com rela¢do as ceélulas floculantes, foram escolhidas para a produ¢do de biomassa

floculante a ser utilizada no ensaio de biotransformacao.
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IV.3. ENSAIO DE BIOTRANSFORMACAO

O ensaio de biotransfomacdo, discutido neste item, ndo teve por objetivo
otimizar o processo, mas sim avaliar a capacidade de conversdo de glicose e frutose em
acido glucdnico e sorbitol, respectivamente, pela enzima GFOR de Zymomonas mobilis
71-81.

A massa celular foi produzida por fermentagdo em batelada nas condi¢des
de operacdo definidas no item IV.2: concentragdo inicial de glicose de 100g/L e
frequiéncia do agitador de 70min-1.

O ensaio de biotransformag@o foi realizado com aproximadamente 20g/L de
células floculantes, 600g/L. de glicose+frutose (quantidades equimolares), num volume
inicial de 300mL. A temperatura for mantida constante em 39°C ¢ o pH em 6,4 pela
adi¢cdo de NaOH 14M. Os valores de pH e temperatura foram definidos como ideais para
a GFOR de Z. mobilis CP1 (ERZINGER et al., 1993) e estdo de acordo com os resultados
encontrados para a linhagem Z1-81 no item V.1 deste capitulo.

A concentra¢do de 600g/L. de glicoset+frutose foi estabelecida em fungédo
dos resultados obtidos por SILVEIRA er al. (1994) que definiram, para a linhagem CP1,
que em concentra¢des de glicose+frutose superiores a 600g/L, a formac¢do de etanol ¢
inibida e o consumo do gluconato formado € impedido.

Na Tabela 1V.6 sdo apresentados os resultados gerais obtidos ao fim do
ensaio. A Figura IV.28 apresenta a variagdo das concentragdes de glicose, frutose, acido
gluconico e sorbitol com o tempo.

Os valores de rendimento e produtividade especifica em acido gluconico e
sorbitol, como ja mencionado, foram calculados em base de massa, pois 0 meio sofre uma
diluigdo consideravel pela adi¢do de base para o controle do pH (Tabela C.1, Anexo). Nas

curvas apresentadas na Figura 1V 28 esta dilui¢do nédo ¢ considerada
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TABELA 1V.6 - Resultados gerais obtidos no ensaio de biotransformagéo (Ensaio 23).

AG (g/L) 295,0
AF (gb) 300,0
A ag (g/L) 285.0
A sor (g/L) 267,0
Yag/ G 1,04
Ysor / F 0,96
Rag (%) 96,0
Rsor (%) 95,0

Pag (&/(gh)) 1,1 -13

Psor (&/(g-h)) 1,0 - 1,2
t (b 12,0

Concentragoes (g/L)

150

100

50

Tempo (h)

FIGURA 1V.28 - Variacdo das concentragdes de glicose (A), frutose (O), acido
gluconico (O) e sorbitol (0) com o tempo (t).
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Os rendimentos em relagdo ao maximo teorico, encontrados para acido
glucénico e sorbitol, foram 96 e 95%, respectivamente (Tabela 1V.6). E possivel, neste
caso, que o restante dos agucares tenha sido utilizado para a produgdo de outros
subprodutos € para manutengfo celular, embora, nas analises cromatograficas, ndo tenha
sido verificada a presenga de etanol ou acetoina, por exemplo. No entanto, os valores sdo
semelhantes aos encontrados por SILVEIRA et al. (dados ndo publicados) com a linhagem
CP1 em concentragdo de substrato de aproximadamente 700g/L.

Na Tabela 1V.6 ¢ apresentada uma faixa de produtividade especifica por
ndo ter sido possivel definir exatamente a concentragio de células floculantes utilizada no
ensaio. Foram encontfados valores entre 1,1 e 1,3g/(g.h) para acido gluconico e entre 1,0
e 1,2g/(g.h) para sorbitol. REHR er al. (1991), utilizando Z. mobilis ATCC 29191,
permeabilizadas com CTAB, encontraram valores maiores de produtividade especifica,
2,1 e 1,8g/(g.h) para acido gluconico e sorbitol, respectivamente. Isto pode ter relagdo
com o fato de que a atividade especifica da linhagem Z1-81, em condi¢des padronizadas,
¢ cerca de 40% menor que a linhagem ATCC 29191 (SILVEIRA er al., 1995). Assim
sendo, os valores de produtividade especifica, obtidos para Z1-81, sdo 40% menores que
os obtidos para ATCC 29191.

Nos resultados apresentados na Figura 1V .28, verifica-se que os agucares
sdo consumidos simultaneamente e que a formag¢do de acido gluconico e sorbitol é
proporcional ao consumo de glicose e frutose. Este comportamento é previsivel uma vez
que para cada mol de glicose e frutose consumidos um mol de acido gluconico e sorbitol
séo formados, respectivamente.

A Figura IV.29 mostra as velocidades de formagéo de acido gluconico em
funcéo da concentragdo de glicose+frutose. Observa-se uma velocidade praticamente
constante entre 350 e 600g/L de glicose+{rutose, semelhante aos resultados obtidos no
item IV.1.1 (Figura 1V.1). Em concentra¢gdes menores que 300g/L a velocidade ¢

decrescente. Ndo ¢ posssivel precisar se a razdo deste decréscimo ¢ devida a menor
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concentragdo de glicose e frutose, a elevada concentra¢do de produtos (acido gluconico e
sorbitol), a uma baixa termoestabilidade da enzima GFOR ou a uma agéo conjunta destes
fatores.

Com relagdo ao aspecto termoestabilidade, estudos com a enzima GFOR da
linhagem CP1 foram realizados no Centro de Desenvolvimento Biotecnolégico (CDB,
1993) e for verificado que a 39°C, apos 28,5h de incubagdo de uma suspensdo celular,

apenas 23% da atividade inicial foi conservada.

dag/dt {(g/h)

25

20+

0 i 1 i 1 1
(o] 100 200 300 400 500 600

Glicose+Frutose (g/L)

FIGURA 1V.29 - Velocidades de formagdo de acido gluconico (dag/dt) em fungdo da
variagdo da concentragdo de glicose+rutose.

Na Figura IV .29 observa-se, ainda, uma maxima velocidade de formagdo de
acido gluconico de aproximadamente 22g/h. Este valor corresponde a uma maxima
velocidade especifica de, aproximadamente, 3,5g/(g.h). A maxima velocidade especifica
experimental de formagdo de acido glucdnico, encontrada no ensaio para determinagdo de
Vmax € Ky, (item 1V.1.1) foi de 10,4g/(g.h). Esta diferenga pode estar relacionada com a
utilizagdo de meio tamponado, no ensaio para determinagdo de V;, € K, que poderia
provocar certa permeabiliza¢do nas células, aumentando o acesso dos substratos a enzima

€, em consequiéncia, a velocidade de formagdo de acido gluconico.
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As velocidades de fomagdo de sorbitol ndo foram apresentadas devido a

semelhanga das cinéticas.

I3

De acordo com os resultados, verifica-se que Z. mobilis 71-81 ¢ uma
linhagem que pode ser utilizada em processos bioldgicos de produgdo de acido gluconico

e sorbitol.



V CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho objetivou desenvolver estudos sobre a cinética da enzima
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) contida em Zymomonas mobilis, linhagem
floculante Z1-81, estudos da influéncia da concentragdo inicial de substrato e do estado
de agita¢do do sistema sobre o processo de floculagdo, a produ¢do de etanol e a atividade
da GFOR e estudos de avaliagdo da capacidade da GFOR desta linhagem floculante de
converter glicose e frutose em acido gluconico e sorbitol, respectivamente, no processo de
biotransformagao.

Neste capitulo sdo, entdo, apresentadas as principais conclusdes obtidas de
acordo com os objetivos propostos para este trabalho, bem como algumas sugestdes para a

sua continuag¢do.

. Com relagdo a enzima glicose-frutose oxidorredutase (GFOR):

- o valor de K, =324¢g/L de glicose ¢ frutose demonstra a baixa afinidade da enzima
GFOR por estes substratos;

- em concentragdes equimolares de glicose e frutose superiores a 300g/L, a enzima
GFOR sofre inibi¢ao pelos substratos, apresentando um valor de V ;. de 10,4U/g;

- temperatura de 39°C e pH de 6,4 sdo ideais para a obtengdo da maxima atividade da

enzima GFOR.

. Com rela¢do a influéncia da concentragdo inicial de substrato sobre o processo de

floculagdo, producéo de etanol e atividade em GFOR:
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- os indices de floculagdo mais altos, em torno de 76%, sdo obtidos com concentragdes
iniciais de substrato entre 95 e 144g/L;

- conversdes mais altas de substrato em células floculantes (0,02) sdo encontradas com
concentragdes de substrato na faixa de 95 a 144¢g/L;

- concentragdes iniciais de substrato proximas a 210g/L inibem 0 crescimento celular;
neste caso, no entanto, concentragdes de etanol de cerca de 100g/L, suficientemente
altas para a recuperacdo econdmica do alcool, so alcangadas;

- rendimentos em etanol de 90 a 92% do maximo teorico, obtidos nas condi¢des
testadas, demonstram que a concentracgdo inicial de substrato ndo influencia a formagdo
de etanol; as produtividades em etanol, porém, sofrem influéncia, sendo seus valores
mais altos na faixa de 3,6g/(L.h), obtidos com concentra¢des de substrato em torno de
95¢/L;

- a atividade especifica em GFOR tende a aumentar com o aumento da concentrag@o

inicial de substrato.

. Com relagdo a influéncia da agitagdo sobre o processo de floculagdo, produgédo de etanol

e atividade em GFOR:

- o indice de floculagdo maximo (cerca de 76%) ¢ atingido em condig¢bes brandas de
agitagdo (70min-1), embora, nesta condi¢fo, o crescimento celular seja prejudicado pela
retengdo de CO,, provavelmente;

- maiores agita¢des, 250 e 500min-1, favorecem o crescimento de células totais embora

prejudiquem o indice de floculagdo, que fica entre 60 e 40%, respectivamente;

1

a agita¢do ndo influencia o rendimento em etanol, ficando na faixa de 92 a 96% do
maximo tedrico, nas condi¢des testadas; o aumento da agitag¢do, entretanto, promove 0
aumento da produtividade em etanol, em virtude do aumento da biomassa;

- a atividade especifica em GFOR ndo ¢ influenciada pela agitacdo, permanecendo

proxima a 9U/g nas condig¢des testadas;
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Com relagdo a biotransformagdo, os rendmmentos em sorbitol e acido
gluconico da ordem de 95% do maximo teorico, e as produtividade especificas, na faixa
de 1,1 - 1,3g/(g.h) para acido gluconico e de 1,0 - 1,2g/(g.h) para sorbitol, demonstram a
capacidade da enzima GFOR, contida na linhagem Z1-81, de converter glicose e frutose
em acido gluconico e sorbitol, respectivamente. Logo, esta linhagem pode ser comparada

as methores linhagens até entfio utilizadas para este processo.

Os resultados apresentados abrem uma série de possibilidades de avaliagio,
dependendo do pardmetro ou produto escolhido como referéncia. Considerando a
produgdo de etanol, em que uma concentragdo alta do produto é um dado importante,
parece evidente que o uso de um sistema em regime descontinuo alimentado ¢ o mais
indicado. Quanto a producdo de GFOR, a sequéncia desta pesquisa deve buscar a
obtengdo de uma maior biomassa floculante, aspecto que tem relagdo com a utilizagdo de
linhagens de Z mobilis mais eficientes, em termos de floculagdo, e a otimizagdo das
condi¢des de operagio.

Entre as possivels condi¢des de operagdo a serem pesquisadas, sugere-se a
realiza¢do do processo de fermentagdo sob vacuo. Assim, seria possivel operar o sistema
em baixas agitagcdes, com menor destrui¢do dos flocos € menor interferéncia do CO,, que
seria em grande parte removido.

No processo de biotransformagdo, maiores estudos para esta linhagem
necessitam ser realizados, a fim de otimizar o processo. Estes estudos poderiam envolver,
por exemplo, temperatura, concentragio de células e substrato.

Levando em conta a economia do processo como um todo, entretanto, ¢
necessario que sejam considerados com o mesmo grau de importincia, tanto a enzima

GFOR, visando a producéo de sorbitol e acido glucdnico, como o etanol.



ANEXO - RESULTADOS EXPERIMENTAIS

A. ENSAIOS ENZIMATICOS

A.1 Determina¢dio da velocidade maxima de reacdo (V;) € da constante de

Michaelis-Menten (K,,,) para glicose-frutose oxidorredutase

TABELA A.1.1 - Variagdo da atividade especifica (A) com a concentragdo inicial de
glicose+frutose, a pH=6,4 ¢ 39°C.

Teste Glicose+Frutose A
(g/L) (Ulg)
01 40,0 2,0
02 79,0 4,1
03 141,0 6,5
04 2190 8.4
05 254.0 9,0
06 288.0 10,3
07 352,0 10,4
08 373,0 10,5
09 409,0 10,4
10 453,0 10,5
11 488,0 10,6
12 507,0 10,5
13 551,0 99
14 604.0 93

15 634,0 8,7
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A.2 Determinacgao da temperatura ideal para glicose-frutose oxidorredutase

TABELA A.2.1 - Variagfo da atividade especifica (A) com a temperatura, a pH=64 ¢
concentragdo inicial de glicose+frutose de 288g/L.

Teste Temperatura A
(Y (Ulg)
01 25,0 4,0
02 30,0 5,7
03 35,0 8,1
04 36,0 8,2
05 37,0 8,4
06 38,0 9,5
07 38,5 9,5
08 39,0 9,9
09 39,5 9,9
10 40,0 9,2
11 42,0 8,9
12 45,0 5,5

5

13 48,0 1,7
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A.3 Determinacio do pH ideal para glicose-frutose oxidorredutase

TABELA A.3.1 - Variacio da atividade especifica (A) com o pH, a 39°C e concentragio
nicial de glicose+frutose de 288g/L.

Teste pH A
(Ulg)
01 4,0 1,2
02 4,5 2.5
03 5,0 4,5
04 5,5 6,3
05 6,0 7,8
06 6,1 7,8
07 6,2 8,1
08 6,3 8,1
09 6,4 8.1
10 6,5 7.9
11 6,6 8,0
12 6,7 7.4
13 7,0 24
14 7,5 0,05

15 8,0 0,03
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B. ENSAIOS DE FERMENTACAO

B.1 Influéncia da concentracio inicial de substrato

TABELA B.1.1 - Variagdo das concentragdes de glicose ¢ etanol com o tempo e
concentragdo inicial e final das células totais e livres (Ensaio 05, freqiiéncia do agitador
de 70min-1).

Tempo Glicose Etanol Xr X
) €419) 1¢:19) L) L)
0,0 21,9 4,5 0,13 0,04
0,5 21,7 4,8 - -
1,2 21,4 52 - -
2,0 19,8 5,4 - -
2,8 17,0 6,1 - -
3,5 14,8 6,4 _ - -
43 12,4 7,5 - -
5,0 10,1 8,4 - .
5,8 8.8 9,3 - -
6,5 6,5 11,2 - -
7,2 43 12,9 - .
8,0 1,9 13,7 - -

8,8 0,09 14,5 0,85 0,38

5>




Glicose (g/L)
25

95

Etanol (g/L)
16

20

16

101

12

Tempo (h)

FIGURA B.1.1 - Variagdo das concentragdes de glicose (A) e etanol () com o tempo.

Ensaio 05 (Sy=21,8g/L).



96

TABELA B.1.2 - Variagdo das concentra¢cdes de glicose e etanol com o tempo e
concentracdo micial e final das células totais e livres (Ensaio 18, freqiiéncia do agitador
de 70min-1).

Tempo Glicose Etanol Xy X
(h) eL) (L) (€49 (g/L)
0,2 61,0 3,3 0,07 0,02
1,2 59,5 3,7 . -
2,1 58,0 4,1 - B}
3,1 56.8 5,5 - .
4,0 55,5 6,0 - -
5,1 53,6 7,5 - -
6,0 50.8 9,7 - -
7,0 46,5 12,3 - -
8,0 40,2 15,3 . .
9,2 32,2 19,0 - -
10,1 23,8 24,5 - -
11,2 141 28,3 . ' _
12,4 1.5 32,1 - -

12,5 0,05 32,3 1,83 0,55
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Glicose (g/L) Etanol (g/L)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Tempo (h)

FIGURA B.1.2 - Variagdo das concentragdes de glicose (A) e etanol (¥) com o tempo.
Ensaio 18 (Sg=61g/L).
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TABELA B.1.3 - Vanacdo das concentragdes de glicose e etanol com o tempo e
concentragdo inicial e final das células totais e livres (Ensaio 08, freqii€ncia do agitador

de 70min-1).

Tempo Glicose Etanol Xr Xy
(0] (gL) (L) (L) L)
0,2 95,0 4,0 0,08 0,02
1,0 93,8 43 - -
2,1 92,7 53 - -
3,0 88,8 6,4 - -
4,0 85,7 7,7 - -
4,6 84,7 8,9 - -
5,0 82,7 10,2 - .
6,1 80,3 13,0 - -
7,0 72,8 16,9 - -
7,5 68,6 18,2 - -
8,0 60,0 21,0 - -
9,0 48,0 26,6 - .
10,5 282 _ 38,1 - -
12,0 6.7 462 ; ;

12,5 0,0 49,0 2,57 0,63
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Glicose (g/L) Etanol (g/L) 50

100
80 - 140
60 130
40+ 120
20} 110
0 : : E— : : : : : . —=—0
o + 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tempo (h)

FIGURA B.1.3 - Variagdo das concentragdes de glicose (A) e etanol (¢) com o tempo.
Ensaio 08 (Sy=95g/L).
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TABELA B.1.4 - Variagdo das concentragdes de glicose e etanol com o tempo e

concentragdo inicial e final das células totais e livres (Ensaio 04, freqiiéncia do agitador
de 70min-1)

Tempo Glicose Etanol Xy X
(h) (L) (@) L) L)
0,1 145,2 45 0,11 0,01
1,5 142,2 5,2 . .
3,0 139,0 59 , .
4,5 138,0 73 . .
6,0 136,0 10,4 - .
7,5 134,3 13,9 - -
9,0 129,8 17,9 - .-
10,5 1148 23,6 - -
12,0 93,8 292 - -
13,5 67,6 34,5 - .
15,0 48 1 46,4 - -
16,5 37,5 58,1 - .
18,0 233 63,8 - -
19,5 8,0 69,7 - -

21,0 1,2 73.0 2.4 06"
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FIGURA B.1.4 - Variagio das concentragdes de glicose (A) e etanol (¢) com o tempo.
Ensaio 04 (Sy = 144g/L).
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TABELA B.1.5 - Variagdo das concentragdes de glicose e etanol com o tempo e
concentragdo 1nicial e final das células totais e livres (Ensaio 12, freqiiéncia do agitador

de 70min-1).

Tempo Glicose Etanol X Xy
() (gL) (gL) €419 (glL)
0,2 210,3 1,5 0,03 0,01
5,0 208,4 1,7 - -
7,0 207,4 1,9 - .
11,0 206,5 2,7 - -
15,0 203,0 2,8 - -
19,0 200,5 3,0 - -
25,6 198,0 3,2 - -
26,7 197,0 33 - -
31,0 193,3 3.4 - -
35,0 191,1 3,9 - .
49,8 183,6 9,0 ; B}
52,8 178,7 9,2 - -
55,0 168,0 13,2 - -
58,0 163,9 19,1 L .
61,0 154,6 23,7 ; _
64,0 125,9 36,7 - -
67,0 98,7 53,1 ; o
70,0 72,2 69,5 - .
73,0 55,4 73,2 - . .
76,0 40,6 83,2 ; .
78,0 248 85,2 - ' .
82,0 11,4 93,2 - .
86,0 48 983 - B

88,0 0.3 101,5 2,28 1,6
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Glicose (g/L) Etanol (g/L)

200 4100
160+ 180
120 160
80 140
40 120
o‘ 1 t 1 1 _ 1 1 1 - o
0 10 20 30 40 80 60 70 80 90
Tempo (h)

FIGURA B.1.5 - Variag¢do das concentragdes de glicose (A) e etanol (Q) com o tempo.
Ensaio 12 (Sy =210g/L).
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B.2. Influéncia da agitacéao

Os resultados do ensaio 08 estdo apresentados no item I1.1 (Influéncia da

concentracdo inicial de substrato).

TABELA B.2.1 - Variagdo das concentragdes de glicose e etanol com o tempo e
concentracdo inicial e final das células totais € livres (Ensaio 17, freqiiéncia do agitador

de 25min-1).

Tempo Glicose Etanol Xy Xy
(h) (g/L) (/L) L) (49
0,2 100,8 2.8 0,08 0,02
1,2 99,3 3,1 - -
2,2 98,9 3.7 - -
3,5 97,5 438 - -
45 97,4 5,7 - .
5,5 97.4 6,9 - -
6,5 96,8 8,4 - .
7,5 94,1 9,9 - .
8,5 88,5 12,4 - -
95 81,4 14,1 - B}
10,5 79,3 18,1 - N
12,0 65,3 24,1 y .
13,5 51,1 31,9 - .
15,0 384 35,9 - -
16,6 20,1 438 - -
18,0 9.3 49,8 - -

19,5 0,8 52,3 2,0 0,66
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Glicose (g/L) Etanol (g/L)

100

75

50

256

Tempo (h)

FIGURA B.2.1 - Variagdo das concentragdes de glicose (A) e etanol () com o tempo.
Ensaio 17 (S = 100g/L).
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TABELA B.2.2 - Variagdo das concentragdes de glicose e etanol com o tempo e
concentragdo inicial e final das células totais e livres (Ensaio 15, freqiiéncia do agitador
de 250min-1).

Tempo Glicose Etanol Xy X
() (g/L) (elL) (g/L) 19
0,2 96,0 4,0 0,1 0,02
1,0 93,2 5,1 - -
2,2 91,4 6,5 . .
3,3 90,9 7,4 - -
4,2 89,2 10,6 - -
5,6 84,8 13,6 ; ;
6,5 79,2 17,4 ; .
7,5 77.4 24,7 ) )
8,7 60,8 34,6 - -
9,8 41,2 473 . .
11,2 13,4 50,1 ] _

11,8 0,02 51,0 3,18 1,33
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Glicose (g/L) Etanol (g/L)
100 9 g 60

o 1 ] 1 1 1 I 1 1 1 L luo
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo (h)

FIGURA B.2.2 - Variagio das concentragdes de glicose (A) e etanol (¢) com o tempo.
Ensaio 15 (Sp = 96g/L).
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TABELA B.2.3 - Variagio das concentragdes de glicose, etanol e células totais com o
tempo e concentragdo inicial e final das células livres (Ensaio 14, freqiiéncia do agitador
de 500min-1).

Tempo Glicose Etanol Xy Xy
() (e/L) (gL (g/L) (g/L)
0,2 98.0 5,0 0,12 © 0,03
1,2 96,0 5.4 0,21 -
22 92.5 6.8 032 -
32 87.8 75 0,52 -
472 84.4 10,7 0,79 -
5,2 76,0 13,9 1,5 -
6,3 45.4 19,8 2,1 -
7.2 30,4 25,9 2,8 .
8,2 8,5 395 33
9,2 60,8 51,6 3,5 -

9,8 0,02 52,5 3,5 2,1
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Conc.celular {g/L) Glicose, Etanol (g/L)
4 100
180
3r
160
2 -
-140
1 -
] 20
o 1 1 i 1 ] 1 1 1 1 e 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (h)

FIGURA B.2.3 - Variagio das concentragées de glicose (A), etanol (Q) e células totais (0)
com o tempo. Ensaio 14 (S, = 98g/L).
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C. ENSAIO DE BIOTRANSFORMACAO

TABELA C.1 - Variagdo das concentragdes de glicose, frutose, acido gluconico e
sorbitol com o tempo e volume da NaOH adicionado (Ensaio 23).

Tempo Glicose Frutose Acido glucdnico Sorbitol NaOH
)] L) (gL (glL) (glL) (mi)
0,0 2948 300,3 6,2 6,9 0,0
0,5 248 .4 252,2 37,7 48,2 3,5
1,0 2244 2248 73,7 76,8 7,4
1,5 175,5 177,8 110,6 1024 11,2
2,0 1542 157,8 140,1 121,9 14,4
3,0 121,7 1249 185,8 160,1 19,9
4,0 89,3 90,6 215,0 200,0 245
5,5 52,7 53,9 2427 2323 29,5
7,0 29,9 323 266,8 2478 32,7
8,5 9,9 10,7 '278,1 259,0 34,9
10,0 3,2 4,1 2805 272,4 36,2
11,0 1,4 1,8 296,3 273,8 36,6

12,0 0,0 0,0 291, 274,0 36,9
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