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RESUMO

Zymomonas mobilis ¢ um microorganismo muito conhecido pela sua capacidade
e velocidade de producdo de etanol. Essa bactéria apresenta-se, também, como uma
alternativa viavel para a obten¢do de sorbitol, em substituicdo ao processo quimico
tradicional que envolve altas pressdes e temperaturas. O processo de produgio de
sorbitol a partir de glucose e frutose, com Zymomonas mobilis resulta ainda na produgéo
de acido glucdnico como co-produto. Com pequenas variagdes, o processo € realizado
basicamente, em duas fases: (i) obtengio de massa celular, com alta atividade
enzimatica, € sua concentragio por centrifugagdo e (ii) biotransformagdo de glucose e
frutose em acido gluconico e sorbitol. O interesse em linhagens de Zymomonas mobilis
com capacidade de floculagdo deve-se ao apelo econémico da substituigdo das etapas de
centrifugagio por decantagio natural quando da aplicag@o industrial do processo.

O objetivo do presente trabalho € estudar aspectos do processo de produgdo da
linhagem floculante de Zymomonas mobilis Z1-81 e seus produtos: a enzima glucose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e etanol, a partir de glucose, visando e contribuindo para
o melhoramento do processo e sua melhor aplicabilidade industrial.

Devido ao carater floculante do microorganismo e conseqilente nio
homogeneidade das suspensdes celulares dentro do biorreator, desenvolveu-se uma
metodologia de retirada de amostras que possibilita a obtengio de dados cinéticos de
crescimento celular. O indice de floculagio mostra ser dependente do cisalhamento
provocado pela agitagao.

Avaliou-se a influéncia da concentragio inicial de glucose sobre os produtos
desejados, etanol e GFOR, em ensaios descontinuos. A atividade especifica de GFOR
aumenta com o aumento da concentragdo de glucose. Para concentragdes de glucose
acima de 200 g/L ha uma drastica queda da atividade global da enzima GFOR, devido a
um menor crescimento celular. A produtividade em GFOR e a conversdo de glucose a
etanol n3o variam de maneira substancial para concentragGes iniciais de glucose
menores que 150 g/L (2,5 — 2,8 U/(L.h) e 0,46 — 0,49 g/g, respectivamente). A
produtividade em etanol apresenta seus valores maximos para concentragdes iniciais de
glucose em tommo de 150 g/L, obtendo-se aproximadamente 5 g/(L.h) de etanol. A
produtividade em GFOR, bem como a produtividade em etanol, também caem
drasticamente para concentrag¢des iniciais de glucose maiores que 200 g/L.

Aspectos tais como: o cultivo em batelada alimentada do microorganismo para
diminuig3o da inibigio, desenvolvimento do indculo e influéncia da concentragio inicial
de células, grau de floculagdo, alternativas econdmicas para a substitui¢do do extrato de
levedura e a modelagem do crescimento celular e formagdo de produtos também sio
abordados e discutidos no trabalho.

Conclui-se que a utilizagdo da enzima glucose-frutose oxidorredutase sem
nenhuma etapa de purificagiio é viavel atingindo conversdo de glucose e frutose a,
respectivamente, acido glucénico e sorbitol da ordem de 97 % nos testes de
biotransformacio.



ABSTRACT

Zymomonas mobilis is a well known microorganism in its capacity and velocity of
ethanol production. This bacteria is shown as a viable alternative for the traditional
chemical sorbitol production that involves high pressure and temperature. This proposed
way of sorbitol production from glucose and fructose with Zymomonas mobilis, results in
the production of gluconic acid as a by-product. This process, with small variations is
made basically, in two steps: (i) production of the cell mass, with high enzymatic activity,
and concentration by centrifugation and (ii) bioconversion of glucose and frutose to
gluconic acid and sorbitol. The interest of use strains of Zymomonas mobilis flocculant is
due to the economic point of view, in which it is possible to substitute the centrifugation
step for the natural settling of the flocs when used in an industrial scale.

The objective of this work is to study some aspects of the production process of
the flocculant strain of Zymomonas mobilis Z1-81 and its products: the enzyme Glucose-
Fructose Oxidoreductase (GFOR) and Ethanol, from glucose, aiming for the improvement
of the process and its industrial applicability.

Due to the flocculant characteristic of this microorganism there is no homogeneity
of the cell suspension in the bioreactor, therefore, a methodology for the sampling was
developed that allowed to obtain kinetic data for cell growth. The flocculation fraction
(if) shows to be dependent on the shear of the agitator.

The influence of the initial concentration of glucose on the desired products,
GFOR and ethanol were evaluated in batch fermentations. The specific activity of GFOR
increase with the increase of the initial concentration of glucose. For initial concentration
of glucose above 200 g/LL global activity goes down drastically, because of a low cell
growth. The productivity of GFOR and the conversion of glucose to ethanol do not
change substantially for initial glucose concentration below 150 g/L (2,5 - 2,8 (U/L.h) and
0,46 - 0,49 g/g, respectively). The productivity in ethanol shows its maximum value for
initial glucose concentration close to 150 g/L, obtaining approximately 5 g/(L.h) of
ethanol. The productivity in GFOR, as the ethanol productivity, goes down drastically for
initial concentration of glucose above 200 g/L.

Aspects involving: fed-batch process to avoid inhibition with glucose, development
of the inoculum step and the influence of the initial cell concentration, the flocculation
fraction, economical alternatives for the yeast extract and a modeling of the cell growth
and product formation are discussed in this work.

Finally, the utilization of glucose-fructose oxidoreductase without any purification
is a viable way to produce sorbitol and gluconic acid from fructose and glucose
respectively, reaching a yield close to 97 %.
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L INTRODUCAO

Diante da crescente necessidade da procura de opg¢des  denominadas
“ecologicamente corretas” para a industrializagdo de produtos, diversos trabalhos vém
sendo realizados para a substituicio de processos quimicos. Estes processos, muitas
vezes perigosos, normalmente envolvem altas temperaturas e pressdes, € a formagao de

subprodutos indesejaveis.

A produgdo convencional de sorbitol ¢ realizada através de processo quimico
pela hidrogenag@o catalitica de xarope de glucose. Este processo envolve temperaturas e
pressdes altas e uso de catalisadores, o que implica em custos elevados de instalagdo e
purificacdo do produto. O -presente trabalho visa contribuir para a alternativa de

produgdo de sorbitol e acido gluconico por processos biotecnologicos.

Zymomonas mobilis, ja ha quase duas décadas, vem sendo utilizada para a
produgio de etanol em fermentagdes com glucose como unica fonte de carbono. O
grande interesse da produc@o de etanol por essa bactéria, em substitui¢do aos processos
tradicionais com leveduras, € devido a velocidade de produg@o de etanol, que pode, em
‘alguns casos, ser até duas vezes superior a da levedura. Porém, procurando utilizar
outras fontes de carbono como sacarose e frutose, com o objetivo de minimizar os
custos relativos a glucose, verifica-se a formacgdo de quantidades maiores de

subprodutos como levana, sorbitol e acido gluconico.

A formagio de acido glucOnico e sorbitol ocorre através da agdo de duas
enzimas, glucose-frutose oxidorredutase (GFOR) e gluconolactonase (GL), presentes
em linhagens de Zymomonas mobilis. O processo de biotransformacdo simultinea de
glucose e frutose em acido glucénico e sorbitol, utilizando-se células de Z. mobilis, tem
sido aprimorado nos ultimos anos. A partir desta constatagdo, aumentou-se o interesse €
o estudo da obtenc¢do simultinea destes produtos por processo de biotransformagdo

utilizando células de Zymomonas mobilis.

O processo ¢é realizado, basicamente, em duas etapas: crescimento e concentragao de
células, por centrifugacdo, e biotransformagdo dos agucares a sorbitol e acido glucdnico.

Diferentes linhagens ndo floculantes de Z. mobilis vem sendo empregadas nestes
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processos. Contudo, um dos pontos criticos do processo € a recuperagio € concentragido
das células contendo GFOR para uso na segunda etapa (biotransformac¢io). Numa
eventual amplia¢do de escala, a utilizagdo de tais métodos encareceria sobremaneira o

processo.

Considerando-se a boa capacidade de floculagido de certas linhagens de Z. mobilis,
pretende-se utilizar estas cepas na produg@o de sorbitol e acido glucdnico de modo a
substituir a centrifugacéo, até aqui empregada, por um método de sedimentac@o natural
que permita reduzir custos do processo. Além disso, linhagens de Z. mobilis capazes de
agregar-se e formar flocos, podem ser utilizadas em processos continuos onde € possivel
manter uma alta concentragio celular, resultando em produtividades superiores quando

comparadas aos processos convencionais com linhagens nio floculantes.

Neste trabalho sera utilizada a linhagem floculante Z1-81 de Zymomonas mobilis,
pois apresenta indices de floculagdo e valores de atividade enzimatica suficientemente

altos para a sua aplicagdo neste processo.

O objetivo do presente trabalho é estudar aspectos do processo de produgdo da
linhagem floculante de Zymomonas mobilis Z1-81 e seus produtos: a enzima Glucose-
Frutose Oxidorredutase (GFOR) e etanol, visando e contribuindo para a aplicagdo

industrial do processo.

Para tanto, foram realizados estudos sobre a influéncia da concentragio inicial de
células e da concentragdo inicial de glucose na atividade da enzima GFOR e, também,

de inibi¢do por excesso de glucose.

Para contornar dificuldades experimentais foram realizados desenvolvimentos no

processo de cultivo de indculo e, também, na metodologia de amostragem das células.

Anilises de alternativas para a substitui¢do do extrato de levedura por matérias
primas mais baratas e de utilizagdo de modelos cinéticos foram realizados e visaram
abordar diversas frentes da engenharia para colaborar na otimizagdo econdmica e

operacional do processo.



1L REVISAO BIBLIOGRAFICA




I REVISAOQ BIBLIOGRAFICA 5

II. REVISAO BIBLIOGRAFICA
.1 MICROORGANISMO

Microrganismo do género Zymomonas sao bactérias gram-negativas, anaerobias,
sem capacidade de esporulagdo, pertencentes a familia Pseudomonadaceae. Estas
bactérias normalmente sdo encontradas em extratos de plantas tropicats, principalmente
em cana-de-agticar (SWINGS e DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986a). Possuem de 1 a 6
um de comprimento € 1 a 1,5 um de largura. Comparando-se Z. mobilis com outras

bactérias anaerobias, esta é relativamente insensivel ao oxigénio (VIIKARI, 1986a).

Este género apresenta somente uma espécie com duas subespécies: Z. mobilis
subespécie mobilis e Z. mobilis subespécie pommacii (KRIEG & HOLT, 1984,
LAWFORD et al., 1982).

Algumas linhagens de Z. mobilis apresentam formas agregadas com poder de

floculagdo, células em cadeia, células curvas ou filamentosas (VIIKARI, 1986a).

A bactéria gram-negativa Zymomonas mobilis é utilizada e estudada como uma
das mais rapidas e eficientes produtoras de etanol utilizando sacarose, glucose ou frutose
como fonte unica de carbono e energia (ERZINGER,1996; WISBECK, 1995). DOELLE
et al. (1993) também descrevem Z. mobilis como sendo uma bactéria unica neste
universo, utilizando sacarose, glucose ¢ frutose na via de Entner-Duodoroff (ED) , que é
normalmente utilizada por organismos aerébios como as Psewdomonas. Z. mobilis ¢é
classificado como um microrganismo anaerobio, mesmo apresentando algumas partes
estruturais que estio presentes em microrganismos aerobios e poder crescer muito bem

em condi¢Oes aerobias (PANKOVA et al., 1985).

De acordo com FALCAO et al. (1983), linhagens gram-negativas , moveis e
capazes de sintetizar o etanol sdo consideradas como Zymomonas sp. Além disto,
devido a capacidadé de floculagdo de algumas linhagens, a identificagdo de Z. mobilis

torna-se mais simples.
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Varias das linhagens de Z. mobilis utilizadas na producgio de alcool foram
isoladas a partir de fermentagGes expontineas de mostos de caldo de cana
(RODRIGUEZ & CALLIERI, 1986; MORAIS et al, 1983). RODRIGUEZ &
CALLIERI (1986) isolaram a partir de caldo de cana uma linhagem floculante de Z.

mobilis.

As linhagens de Z. mobilis apresentam uma grande tolerncia ao etanol
(VEERAMALLU & AGRAWAL, 1990; LEITE & FRANCA, 1989; SAHM et al,
1986). Além disto, possuem motilidade muito grande, comparada a leveduras produtoras

de etanol.
IL.2 FLOCULACAO

O uso de linhagens floculantes de microrganismos para recuperagio de biomassa
por sedimentacdo € urr\la das técnicas mais antigas de separagdo (LOPES et al., 1991;
GALAMBRE et al., 1988). Este método de separagio é utilizado em diversos processos
industriais € esta habilidade é uma propriedade extremamente interessante sob o ponto de

vista industrial (LEE et al., 1982; LOPEZ et al., 1993).

Pode-se destacar a utilizagio de processos industriais em que a recuperagdo de
produtos € favorecida pela floculagdo natural da biomassa, como a prodqc;,io de cerveja,
produgdo de vinho, tratamento de aguas, digestdo anaerdbia e recuperagdo de enzimas
(LOPES et al., 1991; LEE et al., 1982).

Segundo LOPEZ et al. (1993), como o processo de separagdo da massa
microbiana de um caldo fermentativo é uma operagdo basica na indistria de
bioprocessos, a utilizagdo de linhagens floculantes facilita estes processos permitindo,
assim, a operagdo de separagdo com procedimentos mais simples, como a técnica da

gravidade, hidrociclone, centrifugagio de baixa velocidade, etc.

Desta forma, com o objetivo de melhorar ou aprimorar processos ja conhecidos
na industria, a utilizagdo de microrganismos floculantes tem recebido uma atencdo

especial, principalmente na produg3o de alcool com a bactéria Zymomonas mobilis.
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FEIN et al. (1983) obtiveram um mutante floculante e estavel, baseado em
variantes de Z. mobilis isoladas da natureza. A linhagem obtida pode ser utilizada como
alternativa em substituigdo a sistemas existentes, como reciclo de células, filtragdo,
imobilizagio de células, fermentadores de leito fluidizado e em processos de fermentagio
a vacuo. Estes processos se assemelham aos processos utilizados com leveduras
(LAWFORD et al., 1982).

SCOTT (1983) descreve a utilizacdo de um biorreator de leito fluidizado para a
produgdo de alcool utilizando Z. mobilis, com reciclo de biomassa. De um modo geral as
particulas ativas destes biorreatores sdo normalmente microrganismos imobilizados.
Entretanto, de acordo com este autor, € possivel a utilizagdo de linhagens floculantes de
Z. mobilis neste tipo de sistema, tendo como particulas ativas os flocos de
microrganismos formados durante o seu crescimento. Estes flocos sdo suficientemente
estaveis nas condi¢Ges de estresse para serem usados neste tipo de biorreator, com
algumas vantagens quando comparadas a processos com células ndo-imobilizadas, como:
facilidade de “sairem” do reator em altas taxas de diluigio, melhor resisténcia as forgas

de cisalhamento.

' Linhagens floculantes de Z. mobilis sio também utilizadas para a produgdo da
enzima Glucose Frutose Oxidorredutase conforme WISBECK (1995). Neste trabaltho a
autora descreve a forma de recupera¢do da enzima (intracelular) facilitada pela

sedimentagdo natural da bactéria.
IL.3 CONDICOES AMBIENTAIS
IL3.1 Caracteristicas do Floco e Sedimentacio

Segundo LOPES et al. (1991), o tamanho do floco, a sua forma, a temperatura, a
densidade do floco, a viscosidade do fluido, a interagdo entre os flocos na suspensao, sdo

fatores que devem ser considerados no processo de sedimentagao.

O tamanho do floco pode variar de acordo com as condigdes do processo e do

meio de cultivo. Alguns autores reportam que o tamanho médio do floco pode variar de
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1 mm, no inicio do processo, at€é um tamanho de 2-4 mm (GALAMBRE et al, 1988;
RODRIGUEZ & CALLIERI, 1986; FEIN et al., 1983).

GALAMBRE et al., 1988; LOPEZ et al, 1993 demonstraram que no cultivo de
Z. mobilis, em reatores continuos, a distribui¢do do tamanho dos flocos pode ser

determinada pela velocidade de sedimentagdo, uma grandeza de facil determinag@o.

Procurando encontrar um pardmetro de comparagdo para diferentes
microrganismos floculantes, GALAMBRE et al. (1988) propdem a determinagdo da
intensidade de floculagdo pela turbidimetria do sobrenadante, apOs a sedimentagio, e
pelo volume de flocos que sedimentam. Esta técnica € favorecida pela alta velocidade de

sedimentagdo das linhagens floculantes de Z. mobilis, conforme LOPES et al.(1991).

De acordo com resultados da literatura (LOPES et al, 1991), o aumento da
temperatura, variada entre 30 e 40 °C, provoca um pequeno aumento na velocidade de
sedimentag¢do. Porém, os resultados mostraram que a velocidade de sediinentac;ﬁo é
praticamente independente do pH (variado entre 3.0 e 5.0). Contudo, como ainda
demonstrado por LOPES et al. (1991), a influéncia do meio de crescimento no processo

de sedimentagio € bem mais importante do que a temperatura € o pH.

LOPEZ et al. (1993) publicaram resultados relacionados a capacidade de
floculagdo de diferentes cepas comparadas com diferentes fontes de carbono (sacarose,
glucose e frutose). Neste trabalho, os autores relatam que os flocos dos meios que
continham glucose € ﬁ'utose possuem uma velocidade de sedimentagdo maior que Os
flocos de meios que continham sacarose. Esta observagdo foi constatada para diferentes

cepas a pH e temperatura constantes de 5.5 e 30 °C, respectivamente.

FEIN et al. (1983a) relatam que a condugdo de processos continuos com células
imobilizadas Z. mobilis (floculante) pode ser realizado com velocidades de agitagdo de
baixas a moderadas, uma vez que a propria aita velocidade de dilui¢do necessaria para a
condugdo do processo realiza parte do trabalho de mistura. A opera¢do com menores
velocidades de agitagdo contribuem para o acumulo intercelular, proporcionando uma

boa floculag@o.
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Quanto & relagio entre a capacidade de floculagio e o meio de cultivo existem
poucos trabalhos na literatura. Porém, RODRIGUEZ & CALLIERI (1986) observaram
que a auséncia de ions Ca” no meio de cultura favorecia a capacidade de floculagdo da
cepa de Z. mobilis estudada. Contudo, a literatura ainda carece de trabalhos que relatem
como induzir ou melhorar a floculagio durante o processo fermentativo (WISBECK,

1995).

FEIN et al. (1983) observaram que na utilizagdo de sistemas continuos em
processos  biotecnologicos, fregilentemente ocorriam mudangas morfologicas
expontineas das células. Estas mudangas, em muitos casos, resultavam no aparecimento
e acumulagio de flocos no fermentador. Além disto, a formagdo de flocos era
acompanhada de um aumento gradual da biomassa no reator, dificultando a obteng¢do do

estado estacionario, importante na condugdo de um processo continuo.

LEE et al. (1982) estudaram a produgéo de alcool através de Z. mobilis ZM401.
Esta cepa, floculante, foi isolada ap6s mutagdo com nitrosoguanadina (NTG). NTG foi
adicionado a uma cultura de Z. mobilis ZM4, uma cepa n3o floculante, onde, apos
incubacgdo foram verificadas culturas de Z. mobilis em forma de agregados celulares.
Estes autores observaram que a utilizagdo da cepa floculante leva a algumas vantagens
no processo de producdo de etanol como, altas produtividades devido ao acumulo de

células dentro do reator e a separagio por sedimentagio dos flocos € do produto final.

FEIN et al. (1983) realizaram ferméntac;ées em quimiostato, equipamento
bastante utilizado e conhecido pela sua capacidade de selecionar mutagdes bacterianas €
outras variagdes genéticas, uma mutante espontinea e estavel a partir da cepa ATCC
29191. Esta nova mutante apresentava a caracteristica antes mencionada, ou seja,
formava flocos ao longo da sua fermentagdo. Esta nova linhagem de Z. mobilis recebeu o

nome de WR6.

As caracteristicas dos flocos formados na bactéria Z. mobilis sdo de origem ainda
ndo totalmente esclarecida. Contudo, FEIN et al. (1983) descrevem que a bactéria em
forma de bastonete ¢ envolvida por um material extracelular com caracteristicas fibrosas

que tem a fun¢do de agregar as células umas as outras. Estas fibrilas que envolvem as
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células floculantes de Z. mobilis sio de provavel composigdo celulosica. Esta conclusio
foi alcangada através de hidrolise enzimatica para determinar a natureza quimica destas
fibrilas. Também, afirmam FEIN et al. (1983), muitas outras bactérias gram-negativas,
como Z. mobilis, t€m sido reportadas como capazes de sintetizar fibrilas celulosicas
extracelulares que vao aparecendo junto com a formagio dos flocos e a adesdo célula-
célula. Outros autores (ZEVENHUIZEN & DEINEMA, 1971) também relatam que a

floculag@o de Z. mobilis deve estar relacionada com fibrilas celuldsicas na parede celular.

Estes mesmos autores (FEIN et al., 1983) reportam ainda que, dentro dos flocos
da cepa WR6, existe em volta de cada bactéria espago suficiente para permitir a livre
circulagdo e difusdo de substratos e produtos dentro e fora dos flocos. Isto confirma as
altas produtividades compativeis com resultados obtidos em outros trabalhos com esta
cepa (RODRIGUEZ & CALLIERI, 1986, FEIN et al, 1983a) e com linhagens ndo

floculantes.

Apesar de todos os estudos ja realizados em nivel molecular ou microscopico, os
mecanismos de ligagio célula-célula ndo sd3o completamente elucidados.
Macroscopicamente, ndo existe ainda maiores informagdes relacionadas a formagdo e

evolucgido dos flocos (GALAMBRE, H. et al., 1988).
IL4 FATORES QUE AFETAM O PROCESSO FERMENTATIVO
Ho4.1 TEMPERATURA

Segundo TORRES & BARATTI (1987), na fermentagdo de sacarose por Z.
mobilis, na faixa de temperatura de 30 a 36°C, n3o ocorrem mudangas na cinética € nos
parametros relacionados aos rendimentos. Para uma temperatura de 38°C, a hidrolise da
sacarose ¢ inibida sem entretanto afetar o crescimento celular. Este resultado, obtido
utilizando-se a linhagem ZM4, difere quando comparado com outras linhagens, em que

a temperatura interfere na concentragdo dos subprodutos, como levana e sorbitol.

A grande maioria dos trabathos publicados na literatura adota uma temperatura

proxima a 30 °C para o cultivo de Z. mobilis, independentemente do meio de crescimento
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e da fonte de carbono (LOPEZ et al., 1993; SCOTT, 1983; FEIN et al, 1983;
SILVEIRA et al., 1995).

4.2 pH

TORRES & BARATTI (1987) concluiram que a utilizagio de um pH levemente
acido (4,0 - 5,5) proporciona melhores resultados, devido a uma melhor hidrélise da
sacarose. Na grande maioria das fermentagbes com Z. mobilis, o pH utilizado € de 5,5

(ERZINGER, 1996, WISBECK, 1995; FEIN et al., 1983).
11.4.3 Meio de Crescimento

A composigdio do meio de cultivo varia pouco nos trabalhos encontrados na
literatura. ROGERS et al., (1982),.STARR et al., (1981) e TOH et al., (1993) definiram
as composi¢des dos meios de cultivo com sais de fosfato e amodnio, extrato de levedura,
e tragos de sais de magnésio. Alguns trabalhos utilizam também pequenas quantidades de
biotina e pantotenato de calcio como fatores de crescimento (FEIN et al, 1983,
LAWFORD et al., 1982).

Em alguns casos de reatores de regime continuo para a produgdo de etanol,
verificou-s¢ a possibilidade de utilizar-se somente como fonte de nutriente a fonte de
carbono na alimentagio do processo continuo (SCOTT, 1983; FEIN et al,, 1983a),
adicionando os demais nutrientes somente no periodo transiente do cultivo, até atingir-se
a fase estaciondria e iniciar-se o regime continuo. Contudo, os resultados de
produtividade obtidos mostram a necessidade e importancia da alimentagdo também de

nutrientes.

E de conhecimento geral que os microrganismos necessitam de energia, além da
necessaria ao crescimento, para a manutengio das suas fungdes como o transporte do
material celular, atividade osmoética e mobilidade celular. A utilizagdo de sistemas
continuos para a determinag@o da energia de manutengdo € muito adequada (OLIVEIRA
et al, 1992). De acordo com os resultados obtidos por estes autores, existe uma

linearidade entre a velocidade especifica de consumo de substrato (gs) e a velocidade de
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diluigdo do meio (D), o que permite a determinagdo do coeficiente de manutengdo
através de regressdo linear. Estes mesmos autores concluem que para concentragdes
iniciais de substrato maiores, a energia necessaria para manutengio ¢ significativamente
maior. A explicagio para este fendmeno pode ser o aumento da pressdo osmotica € da

concentragio de etanol no meio.
.4.4 Concentracio inicial de substrato

RODRIGUEZ & CALLIERI (1986) realizaram varios ensaios utilizando uma
linhagem floculante isolada do caldo-de-cana e comparando seus resultados com os
obtidos por uma linhagem conhecida de Z. mobilis (a linhagem néo floculante ATCC
10988). Nestes ensaios os autores verificaram a capacidade da bactéria de converter
diferentes concentragdes de glucose‘e sacarose em etanol. Quando utilizada glucose
como substrato principal, em concentragdes de 100 e 200 g/L, as duas linhagens
apresentaram valores muito proximos de biomasssa e de etanol, resultando em
rendimentos praticamente idénticos. Entretanto, quando foi utilizada sacarose como
fonte principal de carbono, os resultados ficaram muito favoraveis para a linhagem
floculante, principalmente na concentragio de 200 g/L, onde a linhagem floculante
utilizou cerca de 87 % do total de sacarose, contra apenas 25 % de sacarose consumidos
pela linhagem ATCC 10988. Este resultado pode indicar um maior poder de hidrdlise da
sacarose pela linhagem fioculante e/ou um mecanismo de transporte mais eflciente, e
também uma possivel menor produgdo de subprodutos pela cepa floculante. (vide Tabela

1)

LEE et al.,, (1983) compararam os resultados entre as duas cepas de Z. mobilis,
ZM4 e ZM401. A linhagem ZM401 foi obtida apds um trabalho de sele¢do para
obten¢do de uma cultura floculante. Os valores de etanol e biomassa obtidos foram
praticamente iguais. Entretanto, as velocidades especificas de crescimento celular,
produg@o de etanol e consumo de glucose foram menores para a linhagem floculante. O
decréscimo destas velocidades especificas, segundo os aufores, ¢ resultado do

incremento da resisténcia difusional associada com a formagio do floco.
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.....

de Z. mobilis para processos em batelada, sendo utilizadas por diversos autores (LOPES |
et al., 1991; TORRES & BARATTIL 1987; SCOTT, 1983).

IL.4.5 Concentracio de Etanol

Quando uma solugido de glucose ou frutose € utilizada como fonte de carbono no
processo de producgio de etanol por Z. mobilis, mais que 95% do rendimento tedrico em
etanol ¢ obtido, ja que a fermentagdo produz praticamente s6 etanol e didxido de
carbono (SWINGS & DE LEY, 1977). Quando sacarose, um produto industrialmente
interessante e barato, € utilizada, o rendimento em etanol resulta em um valor de
aproximadamente 75-80% do teorico, devido & formagio de subprodutos. Cerca de 10
% da sacarose utilizada é convertida em levana, ndo sendo este polissacarideo produzido
a partir de glucose e frutose (VIIKARI, 1986a; ROGERS et al., 1982).

TORRES & BARATTI (1987), utilizando sacarose em reator continuo,
verificaram a possibilidade de adequag@o da linhagem floculante de Z. mobilis conhecida
como ZMA4F, para a produgio de etanol. Este tipo de fermentagdo leva a formagdo de
subprodutos (LAWFORD et al., 1982) como a levana e sorbitol, dentre outros. Sendo
assim, devido ao interesse de obter-se somente etanol, estes autores pfocura.ram
determinar as condi¢des de crescimento que favorecessem a produgdo de etanol,
evitando ao méximo a formagdo destes subprodutos. Seus resultados indicam que este
processo atinge os maiores valores de produtividade em etanol para alimentagdes de
sacarose proximas a 150 g/L.. Neste caso, 98% da sacarose € convertida em etanol com
uma produtividade volumétrica de 24 g/(L.h), tendo ainda como conversio em etanol
0,4 g de etanol/g de sacarose, para esta concentragdo. Estes autores ainda sugerem a
possibilidade de um melhoramento genético para a melhoria na fermentagio da sacarose

em etanol por Z. Mobilis.

Para a producdo de etanol em batelada, RODRIGUEZ & CALLIERI (1986)
descrevem um ensaio comparativo entre uma cepa floculante de Z. mobilis, isolada do

caldo de cana, e uma cepa largamente conhecida como produtora de etanol, a
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ATCC10988. Os rendimentos em etanol sdo favoraveis & cepa floculante conforme

mostra a Tabela I1.1.

Nesta fermentagio, quando glucose foi utilizada como fonte de carbono, nio
foram encontradas diferengas significativas entre a cepa floculante e cepa Z. mobilis
ATCC10988. Quando foi utilizada sacarose como fonte de carbono, para a concentragio
de 100 g/L, o procedimento e os resultados foram similares aos da glucose, apesar da
formacdo de subprodutos com ja citado anteriormente. Porém, quando a concentragio
de sacarose foi elevada para 200 g/L, os resultados forma extremamente favoraveis a
cepa floculante. Com esta concentragdo a cepa ATCC10988, utilizou apenas 25 % da
concentra¢do inicial, enquanto que, a cepa floculante, utilizou cerca de 87 %. Os
melhores resultados obtidos com sacarose com a cepa floculante, na concentragdo de
200 g/L., podem indicar uma melhor capacidade de hidrolise pela cepa isolada do caldo

de cana-de-agiicar.

Tabela I1.1: Resultados obtidos da fermentagio de duas cepas diferentes de Z. mobilis
em duas fontes distintas de carbono (RODRIGUEZ & CALLIERI ,1986).

Agucar Glucose Sacarose

Concentragdo de Aglcar

(g/L) 100 200 100 200
Linhagem A F A F A F A F
Etanol (g/L) 45,2 46,4 855 869 44,1 47,6 24,2 825

Acucar residual (g/L) 37 42 17,2 243 95 2,7 1494 26,0
Biomassa (ps) (g/L) 10 1,1 09 1,2 0,7 1,2 046 1,3
* Etanol (rendimento %) 88,4 91,3 83,6 850 86,2 93,0 236 80,7

(A) - Cepa ATCC 10988;
(F) - Cepa Floculante isolada do caldo de cana-de-agucar

A produgdo de etanol em um reator de leito fluidizado utilizando uma linhagem
de Z mobilis floculante com reciclo da biomassa ¢ descrito por SCOTT (1983). Neste

trabalho o autor, utilizando diferentes concentragSes de glucose, conclui que em
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concentracdes maiores que 140 g/l de glucose comeca a haver inibigdo no processo de

produgio de etanol, provavelmente devido a propria concentrag@o de etanol.

A \utilizagdo de sistemas em regime continuo, para a obtencdo de altas
produtividades em etanol, parece ser muito apropriada quando utilizadas bactérias de Z.
mobilis com capacidade de floculagdo (FEIN et al., 1983a). Estes autores relatam neste
trabalho que alcangaram uma concentragdo de biomassa proxima a 35 g/l, com uma
alimentagio de 100 g/L de glucose, sendo a velocidade de diluigio do meio (D) quase 9
vezes maior do que com bactérias ndo floculantes como a cepa ATCC 29191. A tabela

1.2 demostra os resultados obtidos e calculados a partir dos dados da fermentagio.

Os autores relatam que os resultados sdo muito favoraveis e equivalentes a
outros sistemas projetados para a obteng@o de altas produtividades em etanol, devido a
alta concentragdo celular mantida dentro do reator. Um dos pontos observado nos
diversos trabalhos em reatores continuos € a preocupagdo com as baixas concentragdes
de substrato residual, devido aos maiores custos do processo em caso de um projeto de
maior escala (TOH et al., 1993; ROELS et al., 1987 ; ROGERS et al., 1982). Estes
trabalhos também relatam uma preocupagido na obtengdo de concentragdes em etanol

altas, objetivando facilitar os processos de recuperagdo do produto.

Tabela I1.2: Cinética de fermentagdo para Z. mobilis ATCC29191 e a sua mutante

floculante WR6 em um reator continuo simples. (FEIN et al., 1983a)

Linhagem Parimetros Cinéticos a Dmax
W
Sr Dmax X P VP Yeis Qp

L) | @) | @) | L) |l () | (g/gh)
ATCC29191 | 100 | 0,196 | 2,88 | 4250 | 832 | 044 | 2,89

100 1,68 36,00 | 47,60 | 80,00 0,50 222

WR6
130 0,90 27,60 | 61,80 | 57,53 0,50 2,11

M
Sr — Concentragdo de glucose do meio de alimentagio;

Dwax — Méxima velocidade de diluigio do meio;

VP - Produtividade volumétrica em etanol;

Qp - Velocidade especifica de formagdo de etanol.
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LEE et al. (1983) relatam em um trabalho semelhante ao publicado por FEIN et
al. (1983a), a utilizagdo de uma linhagem floculante de Z. mobilis ZM401 em reatores
continuos, utilizando glucose como fonte de carbono. Os resultados de produtividade
sdo muito bons devido a alta concentra¢do celular atingida dentro do reator (proxima a

20 g/L).

.....

e Consequentemente na propria produgdo de etanol, tanto em bacténas como em
leveduras. Uma das maiores concentragdes em etanol conseguidas para Z. mobilis foi na
faixa de 110 g/L. (ROGERS et al., 1982, BURRIL et al., 1983).

O etanol tem um efeito prejudicial sobre a membrana celular de Z. mobilis,
diminuindo sua eficacia como barreira semi-permeavel e permitindo a saida de cofatores
e coenzimas essenciais (VIIKARI, 1986a, BURRIL et al., 1983). De acordo com
BRINGER et al. (1985), a membrana precisa permitir uma alta velocidade de difusdo
para fora do citoplasma e, ao mesmo tempo, necessita opor-se as suas propriedades

solventes.

A formagdo de didxido de carbono (CO;) durante o processo de produgdo de
AGRAWAL, 1986, LAWFORD et al.,, 1982; TOH et al.,, 1993). Em reatores com
células ndo ﬂchlantes (ERZINGER,1996; SILVEIRA et al., 1995 ) € possivel utilizar
altas velocidades de agitagdo, promovendo assim a saida do CO, do meio de cultivo.
Varios autores (VORE & TALBURT, 1993; FEIN et al., 1983a), mencionam a
utilizagdo do gas N, inerte a0 meio de cultivo, durante o processo fermentativo para
auxiliar a retirada do CO, e, consequentemente, contribuir na melhoria dos rendimentos

do processo.

Estudos realizados no Centro de Desenvolvimento Biotecnologico (CDB, 1994)
demonstraram que freqiiéncias de agitagdo altas promoviam uma eficiente remogdo de
CO, do meio permitindo um bom desenvolvimento da cultura de Z. mobilis. Neste
trabalho foi observado que com o uso de vacuo, ou o aumento da velocidade de
agitagdo, se obtinha uma conversdo de células 44 % maior que no cultivo em presénc;a

apenas de nitrogénio.
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.5 GLUCOSE FRUTOSE OXIDORREDUTASE

A enzima glucose-frutose oxidorredutase (GFOR) promove a conversdo de
Glucose e Frutose em Gluconolactona e Sorbitol. Um dos primeiros estudos propostos
sobre a produgéo de sorbitol pela bactéria Zymomonas mobilis foi publicado por LEIGH
et al., 1984. Estes autores acreditavam que esta reagdo ocorria pela presenca de duas

desidrogenases.

Segundo ZACHARIOU & SCOPES (1986), duas enzimas, glucose-frutose
oxidorredutase e gluconolactonase (Figura 11.1), sdo responsaveis pela biotransformagdo
de glucose e frutose em sorbitol e acido glucdnico. A enzima glucose-frutose
oxidoredutase (GFOR) ¢é capaz de converter mais do que 99 % de uma solugdo
equimolar de frutose e glucose em uma solugédo proxima a 50 % de sorbitol e gluconato

de sédio quando o pH é controlado com carbonato de sodio a um valor proximo de 6,2.

A enzima GFOR encontra-se na regido periplasmatica de Z. mobilis, constituindo
mais de 1% das proteinas soluveis. Esta proteina tetramica possui sub-unidades de peso
molecular proximo a 40 KDa (LOSS et al., 1993), determinado por eletroforese. Cada
sub-unidade contém uma molécula de NADP(H) ndo dissociavel que transfere os
equivalentes para a reducdo de glucose e frutose (HARDMAN & SCOPES, 1988).

Desta forma, ndo € necessario a presenga de nenhum cofator para a sua atividade.

Glucose \ / Serbitel

/ \ Glucose-Frutose Oxidorredutase (GFOR)

Frutose ‘Gluconolactona

\L Gluconolactonase (GL)

Acido Gluconico

Figura IL1: Conversdo de Glucose ¢ Frutose em Acido Gluconico e Sorbitol pelas

enzimas Glucose Frutose Oxidorredutase e Gluconolactonase.
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Esta enzima possui uma alta especificidade e uma baixa afinidade pelos substratos
frutose e glucose (ZACHARIOU & SCOPES, 1986). A enzima GFOR opera com uma
cinética comumente denominada de mecanismo  “ping-pong” (ZACHARIOU &

SCOPES, 1986, HARDMAN & SCOPES, 1988).

Varios autores estudaram a influéncia na atividade especifica da enzima GFOR
para diferentes linhagens de Z. mobilis, crescidas em diferentes fontes de carbono
(SILVEIRA et al., 1995; REHR et al., 1991). Dentre estes autores, podemos destacar
um dos pﬁmeiros trabalhos publicados neste assunto, em que ZACHARIOU & SCOPES
(1986) verificaram que utilizando-se somente glucose como fonte de carbono, obtém-se

maiores atividades especificas.

ERZINGER et al. (1995), utilizando células de Z. mobilis CP1, desenvolveram
uma metodologia que possibilitou determinar a atividade de GFOR em células integras.
Neste trabalho, ficou demostrado que a enzima apresenta melhor atividade em
temperatura de 39 a 42°C e a um pH de 6,2 a 6,4. Estes resultados s3o idénticos aos
encontrados por ZACHARIOU & SCOPES (1986) para a enzima GFOR purificada.

WISBECK (1995) descreve que a atividade especifica em GFOR tende a
aumentar com o aumento da concentragio inicial de substrato. Neste trabalho, sdo
publicados os melhores pardmetros cinéticos para este processo, temperatura de 39°C e
pH de 6,4. Este estudo também conclui que esta enzima, obtida por linhagem floculante
de Z. mobilis Z1-81, sofre inibigio em concentra¢des equimolares de glucose e frutose

superiores a 300 g/L.

Conforme dados publicados por ZACHARIOU & SCOPES (1986), para
diferentes concentragdes de glucose e frutose no meio de crescimento com Z. mobilis
ATCC29191, diferentes atividades da enzima GFOR foram encontradas. Na tabela I1.3, é
possivel verificar que a atividade de GFOR atinge seus valores maximos em meios de

cultivo onde a fonte de carbono foi somente glucose.
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Tabela IL.3 : Niveis de enzimas em extratos de Z. mobilis ATCC29191 crescidas com

diferentes fontes de carbono (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).

Acticar no meio de crescimento Atividade especifica
(% p/v) (U/mg de proteina)
Glucose Frutose GFOR* GL*
10 0 1.06 0.70
15 0 1.41 0.66
20 0 1.87 0.67
9 1 0.73 0.60
1 9 0.57 0.60
5 5 0.64 0.54
7.5 7.5 0.84 0.64
10 10 0.72 0.72
0 ' 10 0.64 0.64
0 15 ' 0.66 0.67
0 20 0.59 0.67

* GFOR = Glucose frutose oxidorredutase;, GL = gluconolactonase

SILVEIRA et al. (1995), comparando diferentes linhagens de Z. mobilis,
observaram que a atividade de GFOR em células integras varia de acordo com a
linhagem utilizada. Os resultados deste trabalho (Tabela I1.4) mostraram que a atividade
de glucose-frutose oxidorredutase varia, dependendo da linhagem de Z. mobilis utilizada.

Tabela IL.4: Comparagio de diferentes linhagens de Zymomonas mobilis quanto a
atividade de GFOR (SILVEIRA et al., 1995).

Atividade especifica de GFOR Rendimento em GFOR

Linhagem (U/g células) (U/g glucose)
CP1 83 0.18
CP2 6.6 0.20
CP3 8.7 0.22
CP4 6.5 | 0.18
Agll 9.0 0.16

ATCC 29191 14.9 0.54
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IL6 SORBITOL E ACIDO GLUCONICO: PRODUCAO E APLICACOES
1L6.1 Sorbitovl

O sorbitol é um produto da natureza que pode ser encontrado em varias frutas
como a ameixa, cereja, macd, péra , péssego. Os frutos do género Sorbus sdo os mais
ricos em sorbitol (GETEC, 1993).

O sorbitol (D-Sorbitol, D-glucitol, Sorbita), de peso molecular 182,17 e formula
molecular C¢H;40s, € quimicamente um hexitol contendo uma hidroxila em cada atomo
de carbono. Como poliol, o Sorbitol guarda semelhanga estrutural com os membros de
menor peso molecular do grupo: glicerina e propilenoglicol. Esta semelhanca € a razao
das propriedades fisico-quimicas similares, sobretudo a afinidade com a agua, mais
intensa para o sorbitol que para os outros dois membros do grupo, e representa assim
uma das causas de muiias aplica¢des industriais semelhantes. (GETEC, 1993; Quimica e
Derivados, 1994).

~ IL.6.1.1 Produciio convencional

A extragdo industrial do sorbitol a partir de suas fontes naturais ndo ¢
economicamente viavel. Assim, o sorbitol é produzido industriaimente através da

hidrogenagio catalitica da glucose.

A tecnologia convencional para a producdo de sorbitol é baseada na
hidrogenacdo, a uma alta pressdo (40-50 atm.), do xarope de glucose a uma
concentracdo de 70 %, catalisado por Ni%, a uma temperatura de 140-150°C. Este
processo envolve a gerag@o e o armazenamento do hidrogénio produzido pela eletrolise
da agua. O xarope resultante passa por varias colunas de troca idnica para reduzir a
concentragio Ni'? a niveis inferiores a 5 ppm, para poder ser utilizado na industria de
alimentos. (PHILLIPS, 1963; CHUN & ROGERS, 1988).
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I1.6.1.2 Aplicacoes

O sorbitol tem seu uso crescentemente difundido face as aplicagdes em diversos
setores industriais como alimenticios, cosméticos, farmacéuticos e quimicos. Dentre

estas aplicagdes podemos citar (FREITAS, 1990; GETEC, 1993):

e sua utiliza¢do como matéria-prima basica para a produgdo de acido ascorbico;

¢ na industria de alimentos € indicado para condicionar a umidade, inibir a cristalizagdo
de agucares, controlar a textura e aperfeicoar o sabor, também atua como
enducolorante em produtos alimenticios dietéticds, principalmente nos isentos de
agucares, onde se evidencia a sua ndo cariogenicidade;

e em cosméticos funciona como umectante e emolinente na produgdo de cremes,
emulsdes, logdes; sua utilizacio em cremes dentais para estabilizar o conteiido de
4gua na preparagio, proporciona plasticidade e aperfeigoa o sabor;

e nos medicamentos, dada a sua alta reatividade com drogas e outros ingredientes
farmacéuticos, o sorbitol é usado como agente de corpo e condicionador da
umidade em preparagdes liquidas, solidas € semi-solidas;

e no fumo, é empregado para estabilizar o conteudo de umidade durante as secagens ¢
processamento do fumo, preservando seu aroma e paladar.

e sorbitol pode, ainda, ser utilizado na produgdo de resinas e adesivos, nas industrias

téxtil e de papéis e em galvanoplastia.

IL6.2. Acido glucénico

O acido glucénico ou acido-D-gluconico, de peso molecular de 196,16
(CsH1207), foi descoberto em 1870 por HLASIWETS & HABERMANN durante a
oxidagdo de glucose com cloro (HUSTEDE et al., 1985).
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O acido glucdnico possui a seguinte formula estrutural:

COOH
H ___ 1 OH
HO — | H
H ! OH
"H | OH
CH,OH

Uma das principais propriedades quimicas do acido gluconico € devida a sua mais
importante caracteristica: € um acido fraco, porém capaz de dissolver éxidos, hidréxidos
e carbonatos, sem afetar as superficies ndo metalicas ou metalicas (HUSTEDE et al,,
1985).

I1.6.2.1 Produciio convencional

Para fins comerciais, o 4cido glucdnico e seus sais de calcio e sodio, sdo
preparados exclusivamente pela oxidagio da glucose ou matérias-primas que contenham

glucose. O método pode ser quimico, eletrolitico, catalitico ou bioquimico.

Para a produgio do acido glucdnico (ou seus sais), pela via bioquimica, o
processo fermentativo tem sido desenvolvido baseado principalmente em linhagens de
Gluconobacter suboxydans ou Aspergillus niger (CHUN & ROGERS, 1988). Um
processo continuo foi apresentado pelo grupo farmacéutico FUJISAWA, capaz de
converter uma solucio de glucose a 35 % a gluconato de s6dio com um rendimento de

95%.

Neste processo, utilizando Aspergillus niger, a glucose € desidrogenada pela
” acdo da enzima glucose oxidase, a uma temperatura de 30-32°C e com um pH de 5,5-
6,5. Desta forma obtém-se valores de 20-30mmol de acido gluconico por hora para cada
grama de biomassa (TAKAMATSU et al., 1981, FROHLICH et al., 1986).
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11.6.2.2 Aplicacdes

O éacido gluconico ou seus sais tem sido utilizados em industrias de alimentos,
bebidas e farmacéuticas. Dentre as diversas aplicagdes do acido glucénico podemos

destacar (HUSTEDE et al.,1985):

e em farmacos por formar complexos com varios cations , como por exemplo Ca™ e
Fe™, estes complexos sdo utilizados em farmacos para reposi¢do de célcio e ferro
(MILSON & MEERS, 1985);

e gluconato de magnésio é um excelente padrio para a determinagdo de magnésio no
soro (MILSON & MEERS, 1985);

e seu excepcional uso para a remo¢do de depOsitos calcareos e metais ou outras
superficies, como ferro galvanizado e ago inox nas industrias de leite e cerveja;

e utilizado em industrias téxteis juntamente com os sais de magnésio como
estabilizante durante a etapa de branqueamento; |

e em concreto também tem sido usado gluconato de sodio como agente de

retardamento da cura.

11.6.3 Producie por Zymomonas mobilis

Durante o crescimento de Zymomonas mobilis em meio contendo solugSes de
sacarose, ou misturas de glucose e frutose, ocorre a formagéo de sorbitol como maior
subproduto junto ao etanol e CO,. Assim, mais de 11 % das fontes de carbono foram

convertidas a sorbitol (LOSS et al., 1994).

LEIGH et al. (1984), em um dos primeiros estudos publicados sobre este tipo de
producgdo, confirmaram que o sorbitol provinha exclusivamente da frutose, ja que
somente 0s meios que continham frutose, podia ser detectada a presenga de sorbitol

(VIIKARI, 1984).

ZACHARIOU & SCOPES (1986), apos identificarem a enzima responsével pela
formacio de sorbitol com sendo glucose frutose oxidorredutase, chegaram a conclusio

que esta Unica enzima era responsavel pela redugio de frutose a sorbitol. Estes mesmos
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autores afirmam que esta biorreacdo somente ocorre na presenga de glucose e frutose,
formando ainda acido gluconico. Entretanto, as quantidades de acido glucdnico (ou
gluconato), eram muito pequenas ao final da fermentag@o, devido ao fato do acido
glucdnico ser fosforilado pelé enzima gluconatoquinase e, apos, metabolizado pela via de
Entner-Doudoroff a etanol (BARROW et al., 1984 ; REHR et al., 1994 ; SILVEIRA et
al., 1995).

CHUN & ROGERS (1988) desenvolveram uma metodologia que consiste em
trés etapas bem definidas: (1) crescimento celular e meios contendo glucose/ou frutose;
(2) concentragio e permeabilizagio das células com tolueno; (3) biotransformagao de
glucose e frutose em acido gluconico (ou gluconato) e sorbitol. Com esta metodologia e
utilizando solugdes de glucose e frutose a 300 g/l (de cada substrato) atingiram
rendimentos globais proximos a 95 %. Com o tratamento (permeabilizagdo) com
tolueno, a produgdo de etanol a partir do acido gluconico foi minimizada, obtendo

valores individuais de sorbitol e acido gluconico muito proximos.

A permeabilizagio da parede celular com tolueno foi realizada para inibir a via de
Entner-Doudoroff, pela liberagio de alguns cofatores, fazendo com que a bactéria
perdesse a capacidade de formagdo de etanol e outros produtos do catabolismo (CHUN
& ROGERS, 1988).

Diferentes autores tém utilizado a técnica de permeabilizagio da parede celular €
atingiram valores semelhantes aos botidos por CHUN & ROGERS (1988). Dentre estes
podemos citar a técnica de congelamento e descongelamento, proposta por BRINGER-
MEYER & SAHN (1991), e a técnica utilizando detergente como agente
permeabilizante — Cteil-trimetil-aménio (CTAB) — citado por REHR et al. (1991).

De forma semelhante outros autores propde pequenas variages neste processo,
porém sempre realizando como 1* etapa o crescimento celular de Z. mobilis em meio

contendo glucose, frutose ou ambas (SILVEIRA et al., 1995).

Em 1994, SILVEIRA et al., patentearam o processo de producio e recuperagdo

de sorbitol e acido glucOnico ou gluconato, utilizando células livres e ndo



Il REVISAO BIBLIOGRAFICA 25

permeabilizadas de Z. mobilis CP1. Estes autores relatam que quando foram utilizadas

altas concentragdes de agucares (>600g/1), o consumo de gluconato foi inibido.

WISBEK (1995), utilizando linhagem floculante de Z. mobilis, com uma alta
concentragdo de aglcares (>600g/l) obteve rendimentos em sorbitol e acido gluconico
da ordem de 95 % do maximo tedrico. A grande vantagem competitiva da linhagem

floculante a simplicidade da recuperag¢@o da massa microbiana por sedimentagdo.

Na tabela a seguir encontram-se resultados gerais de varios trabalhos publicados
referentes & produgio de sorbitol e acido gluconico por Z mobilis, a partir de glucose e

frutose.
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" III. MATERIAL E METODOS

OL1 Microorganismo

Zymomonas mobilis Z1-81 foi o microorganismo utilizado em todos os
experimentos deste trabalho. Esta linhagem foi cedida pelo Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Z. mobilis Z1-81 € uma linhagem
floculante e foi isolada em mosto de caldo de cana-de-agiicar (FALCAO DE MORAIS et
al., 1983).

Para a manuteng¢do da cultura, a cepa foi, numa periodicidade de trinta dias,
repicada em meio de conservagio liquido SDL (SWINGS & DE LEY, 1977) e
conservada sob refrigeragio a 4°C.

IL2 Meio de Cultura

O meio para manutengio e ativagdo da cepa, tinha a seguinte composi¢io (g/L):

Glucose 20,0
extrato de levedura 5,0

O meio utilizado tanto para o pré-inoculo, indculo e meio de fermentacdo, foi o
meio SSF, que tinha a seguinte composi¢io (g/L): ’

(NH4)2804 1,0
MgS04.7H>0 0,5.
KH>PO4 | 1,0
Extrato de levedura 5,0

Quando da realizagdo do indculo, 0 meio em questio foi tamponado com os
seguintes compostos (g/L):

MES™ 27,0
MES-K™ 14,0

" MES -~ 4cido 2-[N-morfolinojetano-sulfénico
2 MES.K - Sal potassico do MES.
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Na preparagdo dos meios de inoculo a concentragdo de glucose foi de 100 g/L.
Nos ensaios em fermentador foi preparada uma solugio concentrada de glucose (500
g/L) e adicionada ao meio o volume necessario, de acordo com as condi¢des definidas
para cada ensaio.

A esterilizagdo dos meios de manutengao, ativagdo, pré-inoculo, indculo, meio de
fermentagdo, bem como da solugdo de glucose, foi feita em autoclave, a 121 °C por 20
min. ‘

L3 METODOS ANALITICOS
IIL3.1 Coleta e preparo das amostras

Durante o processo fermentativo foram retiradas, a cada ponto da fermentaggo,
duas amostras, sendo que para curva de massa seca foram retiradas amostras separadas,
em intervalos maiores. O intervalo de amostragem variou de acordo com a necessidade
do processo fermentativo em questdo. Instantes antes da amostragem a velocidade do
agitador era aumentada de 70 para 250 min”, conforme metodologia desenvolvida
(Artigo 1 do capitulo IV). '

" As amostras foram retiradas assepticamente através do auxilio de uma bomba
peristaltica. A bomba situava-se abaixo do vaso do fermentador, assim as amostras foram
retiradas através da técnica conhecida como sifdo. Isto foi realizado para que os flocos
ndo necessitassem passar através da bomba peristaltica e assim pudessem ser destruidos,
interferindo nos resultados relativos ao indice de floculagdo. A bomba foi acionada até o
instante em que a amostra pudesse ser retirada por gravidade, desligando-se entdo a
bomba e, assim, retirava-se as amostras necessarias. Na primeira amostra foi retirado um
volume de 10 mL para a determina¢do da concentragdo de células totais. Esta amostra
foi passada sucessivas vezes através de uma agulha de pequeno calibre (0,9x40mm) para
que ocorresse o total rompimento dos flocos, e a obtencio de uma suspensdo
homogénea, para uma determinagdo da absorbancia da amostra mais eficaz. Para a
segunda amostra foi de retirado um volume de 5 mL, utilizado para a determina¢do da
concentra¢do de células livres presentes no sobrenadante. A determinagio da
concentrag¢do de células livres foi realizada pela medida da absorbéncia do sobrenadante,
ap6s 10 minutos de repouso, para a total decantagio das células floculantes. A
concentra¢do de células floculantes foi entdo determinada pela diferenca das
concentragdes de células totais e livres.
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I1.3.2 Concentracgao Celular

As concentragdes de células totais e livres foram determinadas pela medida da
absorbancia das suspensdes celulares a 560 nm e posteriormente convertidas em
concentragio (grama de matéria seca por litro) por uma curva de calibragio . 0
procedimento completo esta descrito a seguir:

e amostras de 10-20 mL foram retiradas do vaso do fermentador, e em seguida
passava-se a amostra através de um agulha de pequeno calibre (0,9x40 mm) por 3
vezes para o total rompimento dos flocos, e distribuicio mais homogénea da
suspens3o. '

e em seguida a amostra foi filtrada com um sistema de filtragio a vacuo, com
membranas de 0,2 um, previamente pesadas (membranas umidas), e lavadas por 3
vezes com agua destilada.

e as membranas foram colocadas em estufa a 809C, por 24 horas, sendo que a cada
ponto foram tiradas e preparadas amostras em duplicata.

e juntamente ao final da fermentag@o foram pesadas quatro membranas e colocadas em
estufa por 24 horas para a determinag¢do da umidade presente.

e ao final das 24 horas as quatro membranas sem células foram pesadas e determinou-
se a quantidade de agua presente nas mesmas.

Também as membranas com células foram pesadas, sendo entdo a massa celular
determinada da seguinte forma:

Massa celular = (massa da membrana seca mais células) - (massa da
membrana umida) + (massa da agua perdida)

Ao final da fermentacdo, volumes maiores eram colocados em cadinho de
porcelana, que passavam por tratamento semelhante ao descrito acima para a
* confirmagdo da concentragio final de células totais e livres.
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IO1.3.3 Concentrac¢iao de Glucose

A concentragio de glucose foi determinada em todos os ensaios de fermentagédo
através do método enzimatico glucose E enzimatica (CELM, Cia. Equipadora de
Laboratérios Modernos). Este método consiste na oxidagdo da glucose pela enzima
glucose-oxidase (GOD - BD - Glucose: oxigénio 1 - oxidorredutase; EC 1.1.3.4) a acido
gluconico e agua oxigenada: A agua oxigenada em presenca de peroxidase (POD,
doador: hidrogénio peroxido oxidorredutase; EC 1.11.1.7) produz a copulagdo oxidativa
do fenol com a 4 - aminofenazona (4-AF) dando lugar a formagio de um cromogeno
vermelho cereja cuja intensidade da cor € proporcional a quantidade de glucose presente,
com uma maximo de absor¢do a 505 nm. O esquema abaixo ilustra as reagdes:

Glucose + O3 + H)O —S%%p  jcido glucénico + Hy0,

2H,0, + 4-AF-+fenol 9%, 4-(p-benzoquinona-monoimino) fenazona + 4H,0

A partir da amostra retirada para a determinagdo das células livres descrita no
item IT1.3.1, a amostra seguia o seguinte procedimento:

e a 1,0 mL da amostra adicionava-se 1,0 mL da solugido reativa preparada com as
instru¢des contidas no manual do produto, com algumas modificagdes nos volumes
da amostra e do reativo;

e incubava-se por 30 minutos, a 37 °C;

e media-se a absorbancia da solugdo, tendo como referéncia um “branco” preparado da
mesma forma e utilizando 4gua em lugar da amostra.

As medidas de absorbancia foram feitas a 505 nm, em espectrofotometro
SHIMADZU modelo UV 160-A.

Juntamente com as amostras foram colocadas amostras com concentragées
conhecidas de valores aproximados de 0,8,0,4 ¢ 0,2 g/L..

A concentragdo de glucose foi calculada por meio de equagdes que descreviam
curvas de calibragdo correlacionando a absorbancia encontrada com a concentragio de
glucose nas amostras de concentra¢do previamente conhecidas.
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I11.3.4 Atividade Enzimatica

A atividade enzimitica foi determinada com base no método desenvolvido por
ERZINGER et al. (1995 ). Este método baseia-se na capacidade de biotransformagdo de
'glucose e frutose por uma suspensio celular de Zymomonas mobilis em acido gluconico
e sorbitol, respectivamente, em reagles catalisadas pelas enzimas glucose-frutose
oxidorredutase e gluconolactonase, a 39 °C e pH de 6,4.

A metodologia completa para a determinagdo da atividade de GFOR em células
integras € apresentado a seguir (ERZINGER, 1996):

e a amostra, proveniente do fermentador, foi centrifugada a 5500min™ (5039 x g) por
20 minutos e ressuspensa a uma concentragio de 10 g/L com solugdo tampdo de
MCcLLVAINE (fosfato dissodico e acido citrico) (MORITA, 1983), 1,0M e pH 6,4;

e 0,4 mL da suspenséo celular foi adicionado a 1,6 mL da solugdo de glucose e frutose
preparada em tampao McLLVAINE pH 6,4, contendo 180 g/L de glucose e 180 g/L.
de frutose;

e 0s testes foram realizados em banho termostatizado, sob agitagdo magnética de 500
min™, a 39 °C por 20 minutos;

e transcorrido o tempo de reagio, a amostra foi levada a banho fervente por 1 minuto
para interrup¢do da reag@o;

e 0 material foi, entdo, centrifugado a 12000min™ (12879 x g) por 10 minutos € o
sobrenadante conservado a —4 °C para posterior analise de acido glucdnico
produzido.

Uma unidade de GFOR (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima que
catalisa a produgdo de 1 g de acido glucdnico por hora, nas condigdes do teste

I1I1.3.5 Concentrac¢io de Etanol

Etanol produzido durante as fermentacdes foi quantificado através de
cromatografia em fase gasosa. O cromatografo era equipado com um detetor de
ioniza¢io de chama ( HEWLETT-PACKARD, modelo HP 5890 serie II ). O sistema era
composto, ainda, de um injetor automatico de amostra HP 7673, um “disc-drive” HP
9114B e de um integrador de areas HP 3396 serie Il que, através de um programa de
analise e quantificagio, permitia a apresentagdo dos picos e o calculo das concentragdes
das substéncias analisadas.
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As condigdes de operagido eram as seguintes:

e coluna capilar HP FFAP Cross-linked modificada Polyethylene Glycol - TPA
Phase;

e didmetro da coluna - 0,53 mm,;

e comprimento da coluna - 50 m,

e temperatura de operagdo da coluna - 75 °C;

e temperatura do injetor - 210 °C;

e temperatura do detetor - 230 °C;

e vazdo do gas principal de arraste ( Hélio ) - 15 mL/min;

e vazdo do gas auxiliar de arraste ( Nitrogénio ) - 25 ml/min;

e vazdo do hidrogénio - 35 mL/min;

e vazdo do ar sintético - 380 mL/min;

e volume de injegdo - 1,0 uL;

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

Uma curva de calibragio era feita para as analises de etanol. Foram preparadas
varias solugées com uma faixa de concentragdo de 0,5 a 3,0 g/L.. A cada amostra, em
igual volume, era adicionado uma solugdo de isobutanol como padrio interno. As
solu¢Ges eram preparadas em balanga analitica e conservadas sob refrigeracdo. A solugdo
de padrdo interno continha 1,0 g/L de isobutanol.

O equipamento realizava as inje¢cdes automaticamente e, apOs os devidos
procedimentos de integragio das areas dos picos, a concentrag@o de etanol era calculada
também pelo préprio equipamento.

IL3.6 Acido Glucdnico

A concentragdo do acido gluconico foi determinada, para a quantificacio da
atividade enzimatica, pelo teste enzimatico UV/glucokinase (BOEHRINGER
MANNHEIM) e utilizado por ERZINGER (1996). O método proposto por
MOELLERING & BERGERMEYER (1984), baseia-se na capacidade da adenosina 5-
trifosfato (ATP) fosforilar o acido gluconico, na presenga da enzima gluconato quinase,
formando 6-P-gluconato e adenosina 5-difosfato (ADP) (1).

(1) D-GLUCONATO + ATP _ GLUCONATOQUNASE ~ 6P-GLUCONATO + ADP
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O. 6-P-gluconato é, entdo, oxidado por nicotinamida-adenina dinucleotideo
fosfato (NADP") para 5-P-ribulose, com formagdo de nicotinamida-adenina
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) (2), catalisada pela enzima 6-Pgluconato
desidrogenase (6-PGDH).

(2) 6-P-GLUCONATO + NADP* _SFPH, s p RIBULOSE + NADPH + CO, + H*

A quantidade de NADPH formado nesta reagdo (2) € estequiometricamente
proporcional a quantidade de gluconato, cuja absorbancia € lida a2 340 nm.

Para a quantificagdo do acido gluconico, o seguinte procedimento foi adotado
visando, a completa hidrélise da gluconolactona eventualmente acumulada durante os
ensaios e sua conseqiiente conversao a gluconato:

e 0,1mLda amostfa foi tratado com 0,1 mL de KOH 1 M, por 30 minutos;
e apos a hidrolise, as amostras eram diluidas com agua deionizada, de modo
que as concentragdes de gluconato estivessem entre 0,1 € 0,6 g/L.

A leitura desta reacdo foi realizada em sistema MICROTTITER READER (SLT
LAB INSTRUMENTS, RFA), em placas com 96 pogos de 400ul. Cada pogo foi
preenchido com 160 plL de tampdo trietanolamina (NADP®, ATP, sulfato de magnésio e
estabilizante), 20 L de amostra ou padrdo e 20 uL de enzima 6-PGDH.

A placa foi, em seguida, colocada sob agitacdo durante 5 minutos e, a leitura do
“branco” foi realizada pelo sistema Microttiter Reader. O sistema de forma automatica
iniciava uma contagem regressiva de 30 minutos para a leitura final da reagdo. Logo apos
a leitura do “branco”, foram adicionados, a cada pogo, 20 pL de enzima gluconato
quinase. A placa, neste espago de tempo permanecia sob agita¢do até a leitura final pelo
sistema. O sistema fornecia as absorbancias a 340 nm, do branco, da reac¢do final, bem
como a diferenca entre estas medigoes.

Através de uma curva de calibragdo, correlacionado a absorbancia com a
concentragdo de gluconato de sodio, foi definida uma equag:io,' por regress@o linear. Os
resultados foram entdo calculados em g/L. de gluconato de potassio, por esta equagao.
Para transformar os resultados obtidos em gluconato de potassio a acido gluconico, os
valores foram multiplicados por um fator de conversao de 0,838.
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No ensaio de biotransformagdo as concentragdes de acido glucénico foram
quantificadas através de cromatografia liquida (HPLC). O sistema utilizado continha os
seguintes componentes:

° detetor de indice de refracio 7515A (ERC);

. bomba inteligente 1.-6200 (MERCK-HITACHI),

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

O equipamento foi operado nas seguintes condigdes:

e coluna - PRP-X300 (HAMILTON),

e didmetro da coluna — 4,1 mm;

e comprimento da coluna ~ 250 mm,;

e temperatura de operagdo da coluna — 50 °C;
e fluxo de eluente — 0,5 mL/min;

o ecluente — agua ultra pura e degaseificada;

e volume de inje¢dao — 20 uLv

e padrdo externo.

Para a determinagdo das concentragdes foi construida uma curva de calibragdo,
correlacionando as area obtidas para cada pico com as respectivas concentragdes em g/L.

Nos ensaio para a determinagdo da atividade enzimatica ndo foi utilizado o
método cromatografico para a quantificagdo do acido gluconico devido a interferéncia
que o tampdo fosfato/acido citrico exerce sobre este método.
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II1.3.7 Concentracgio dos agucares na biotransformacao

Os agticares utilizados e produzidos durante o processo de biotransformagio
foram quantificados através de cromatografia em fase liquida (HPLC). O cromatégrafo
utilizado, MERK-HITACHI, possuia a seguinte configuragéo:

e detetor de indice de refragéd RID-6A (SHIMADZU),
e bomba inteligente 1-6210 (MERK-HITACHI);

¢ interface D-6000 (MERK-HITACHI),

e injetor automatico AS-2000 (MERK-HITACHI),

e termostato para coluna T-6300 (MERK-HITACHI);
e software modelo D-6000 (MERK-HITACHI);

e microcomputador PC-45I11 (COMMODORE).

As condi¢des de operagdo eram as seguintes:

¢ coluna Eurokat-Pb (KANUER),
e didmetro da coluna — 8,0 mm;
- e comprimento da coluna 300 mm;
e temperatura de operagio da coluna — 60 °C;
o fluxo de eluente — 0,8 mL/min;
¢ ecluente — agua ultra-pura e degaseificada;
e volume de injegdo — 20 pL;
e padrio interno — rhamnose (3 g/L).

Foi construida uma curva de calibragdo com concentragdes aproximadas de 0,5 ,
1,0,1,5,2,0,25, 3,0 g/L de glucose, frutose e sorbitol, preparadas da mesma forma
que as amostras. As amostras foram diluidas de modo que as concentragdes dos
produtos a serem analisados ficassem dentro da curva acima descrita.
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.4 ENSAIOS DE FERMENTACAO

Todos os experimentos foram realizados em fermentador de bancada da .
B.BRAUN, modelo MD, com volume total de 5 L e volume 1util de 4 L. A temperatura
em todos os experimentos foi de 30°C e o pH foi mantido em 5,5 pela adi¢do de NaOH
3M. A velocidade do agitador foi de 70 rpm, com 3 turbinas de pas planas (tipo
Rushton). As turbinas ficam separadas entre si por uma distdncia de 6 cm tendo um
comprimento de 6,3 cm.

O fermentador foi esterilizado vazio, em autoclave a gas a 121 °C por 30
minutos, sendo entdo colocado, de forma asséptica, o eletrodo de pH previamente
calibrado e desinfetado com etanol 70 %. Em seguida adicionava-se o meio de
fermentagdo juntamente com glucose. Minutos antes de inocular o fermentador, passava-
se gas N para eliminar toda a presenga de oxigénio, garantindo o meio anaerébio.

Figura IIL1: Esquema do sistema utilizado nos ensaios de fermentagdo em regime
descontinuo.
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I11.4.1 Preparo do Inéculo

O preparo de inoculo para todos os ensaios de fermentagdo seguia um
procedimento que consistia de 3 etapas

e ativagio da cultura que estava estocada sob refrigeracio (4 tubos ; 2 g/L. de
glucose ; 5 mL ; 72 horas ; 30 °C);

e pré-indculo (8 tubos ; 100 g/L de glucose ; 10 mL ; 24 horas ; 30 °C);

e inoculo (frasco com 400 mL ; 100 g/L de glucose; 30 °C)"™

I11.4.1 Ensaios em Regime Descontinuo

Foram realizados em regime descontinuo trés conjuntos de ensaios, sempre
procurando avaliar os efeitos sobre a produg@o e produtividade de GFOR, etanol e o
indice de floculagiio .

e Num primeiro conjunto, foram realizados ensaios para verificar a influéncia da
concentragdo inicial celular. Estes ensaios foram realizados com uma concentragio
inicial de glucose em torno de 150 g/L.

e No seguhdo conjunto foi avaliado a influéncia da concentragio inicial de glucose.
Nestes ensaios procurou-se manter os methores pardmetros obtidos nos ensaios do
primeiro conjunto. Utilizaram-se concentragdes iniciais de glucose de,
aproximadamente, 50, 100, 150 ¢ 210 g/L.

e O terceiro conjunto teve por objetivo avaliar alternativas econOmicas para este
processo.

! Os meios de crescimentos estio descritos no item |11.2

2 pProcedimento completo descrito no item V.3

“ Definido como a relagio, em base percentual, entre as concentragdes de células floculantes
e total.
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II1.4.2 Ensaios em Regime Batelada Alimentada

Na realizacdo dos ensaios em regime semi-continuo, as seguintes alteragdes
foram realizadas:

e Volume inicial de fermentagio - 3,5L;
e Foi adicionado durante a fermentacio um volume de 500 mL de acordo com os
-procedimentos descritos no item IV.5.

.....

de substrato.

I11.4.3 Ensaios de Biotransformacao

O ensaio de biotransformagio teve por objetivo confirmar a capacidade de células
de Zymomonas mobilis Z1-81 de produzir sorbitol e acido gluconico a partir de frutose e
glucose, respectivamente.

As células foram obtidas de uma fermentagio em que foram utilizadas as
melhores condigGes de produgio obtidas nos experimentos em regime descontinuo
(150g/L de glucose e alta concentraggo inicial celular).

Apos a decantagdo das células no reator, retirou-se o sobrenadante e o restante
das células, apoOs lavagem com agua deionizada, foi resuspensa em agua num volume de
100 mL.

Durante o processo de biotransformagio, foi utilizado um reator encamisado de
300 mL de volume total, mantido a 39 °C através de um banho termostatizado. O
controle de pH foi realizado pela adi¢io automatica de uma solugio de NaOH 14 M. O
volume de base foi medido através de uma bureta de 50 mL. O sistema foi mantido sob
agitagdo de 300 min™.

A concentragdo inicial de glucose e frutose foi de, aproximadamente, 300 g/L de
cada agucar. A concentragdo inicial de células de Z. mobilis foi de, aproximadamente, 30

g/L.
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HL5 METODOLOGIA UTILIZADA NOS CALCULOS

mLs.1 Indice de Floculaciio
O indice de floculagio (if), foi definido como sendo a razido entre a concentragéo
de células floculantes e a concentracido de células totais.
IIL.5.2 Atividade Enzimatica
IIL.5.2.1 Atividade especifica

Atividade especifica (A) foi definida como sendo unidades de GFOR (U)
produzidas por g de células (g cél.)

IL.5.2.2 Atividade global

A atividade global, isto €, a quantidade de enzima produzida num ensaio, foi
assim definida:

A=A * X > paracélulas totais,;  (IIL1)

Onde: Agr = atividade global para células totais (U/L);
A = atividade especifica (U/g cél.)
X1¢ = concentragdo celular final para células totais (g cél/L).

AGgr =A*Xpg, paracélulas floculantes. (IL.2)

Onde: Agr = atividade global para células floculantes (U/L);,
A = atividade especifica (U/g cél.)
Xrr = concentragdo celular final para células floculantes (g c€l/L).
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I1.5.3 Rendimentos
I11.5.3.1 Etanol

Na fermentagio alcodlica de Z. mobilis tendo glucose como fonte de carbono,
esta produz, estequiometricamente, 2 moles de etanol por mol de glucose. Sendo assim
sao formados teoricamente 0,511g de etanol para cada grama de glucose consumida.
Assim a formula para o rendimento em etanol € a seguinte:

- Pf - PO
(So -S)* 0,51

* 100 (IIL3)

Onde: R = rendimento em etanol (%);
P;: e Py = concentragio final e inicial de etanol (g/L), respectivamente;
So e S¢ = concentragdo inicial € final de glucose (g/L), respectivamente.

I11.5.3.2 Sorbitol e Acido Glucdnico

Para o célculo dos produtos obtidos durante a biotransformagdo por Z. mobilis
foram utilizadas as seguintes equagdes:

R = 381 -2
® (Go-Gr)*1,09

*100 (IL4)

Onde: R, =rendimento em acido gluconico;
ags e ago = massa final e inicial de acido gluconico (g), respectivamente;
Gy e Gy = massa inicial e final de glucose (g), r respectivamente.

__ Sorg -sory
T (Fo-Fr)*1,01

*100 (IIL5)

Onde: R, = rendimento em acido sorbitol;
sor¢ e sorp = massa final ¢ inicial de sorbitol (g), respectivamente;
Fo e Fr= massa inicial e final de frutose (g), respectivamente.
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As equagdes sdo obtidas pela estequiometria que nos fornece a seguinte base
molar: para cada um mol de glucose e frutose sdo formados um mol de acido gluconico
e um mol de sorbitol, respectivamente. Em base de massa, isto significa, que para cada
grama de glucose e frutose consumidos s3o produzidos, teoricamente, 1,09g de acido
glucdnico e 1,01 g de sorbitol, respectivamente.

Os calculos para sorbitol e acido gluconico foram realizados em base de massa
devido a adigdo de base para controle de pH da reagdo, que diluia o meio.

I1.5.4 Fatores de Conversao

Os fatores de conversdao de substrato em produtos nos processos fermentativos e
de biotransformag@o foram assim calculados: '

¢ Conversdo de glucose em células floculantes(Yxgss):

YXFS =—¢ o (IIL.6)
Onde: Xro = concentragio inicial de células floculantes (g/L);

K/

¢ Conversio de glucose em células totais (Yxrss):

X7e - X
Yx/s =~ — 10 (1IL.7)
So - S¢
Onde: Xre = concentragdo inicial de células totais (g/L);
< Conversio de glucose em células livres (Yxuss):
Xir-X
YXL/S = 2Lf " AT0 (111.8)
So - S¢

Onde: Xioe Xir= concentracgdo inicial e final de células livres (g/L), respectivamente;
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Conversdo de glucose em etanol (Yeys):

Pf "Po
So - S¢

Ypi5 = {1.9)

Conversio de glucose em atividade enzimatica global nas células floculantes em U/g

Y AGF/S)I

AGrF
So - S¢

YAGFs = (IL.10)

Conversdo de glucose em atividade enzimatica global nas células totais em U/g

(Yacrss):

YaGTss = Acr (OL11)
So - S¢
Conversdo de glucose em acido gluconico (Yagc):
| Yag/G = —“—Eﬁz :ngo | (1.12)
Conversdo de frutose em sorbitol (Yrr):
Ysor/F = L0 (1I1.13)

Fo - F¢
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II1.5.5 Produtividades

As produtividades para cada produto formado durante o processo fermentativo e

na biotransformagio foram calculadas por:

¢ Etanol em g/(L.h) (p):

Py - Py
onde: t=tempo de fermentagao;
¢ Células floculantes em g/(L.h) (pXr):
Xxr - Xro
pXF = ——i_——_
¢ Células totais em g/(L.h) (pXr):
_ _ XFr-Xgo
< Células livres em g/(L.h) (pXF¥):
XLr - Xm

(TI1.14)

(IIL15)

(1IL.16)

(1L.17)
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++ Atividade enzimatica global nas células floculantes (pAcgr) e totais (pAcr),
respectivamente em U/(L.h):

A

PA GF = —(t;—E (111.18)
A

PA = tGT (II1.19)

Conforme observado em experiéncias anteriores com este tipo de processo
(WISBECK, 1995), o final da fermentagdo podia ser estimado com maior precisdo por
meio da curva de varia¢do da concentracdo do substrato com o tempo. Nos instantes
finais do processo, os valores, na curva, formavam um segmento de reta com o qual era
possivel estabelecer uma equag@o de primeiro grau e determinar o tempo em que ocorreu
o esgotamento do substrato. Este tempo era atribuido como o final da fermentagio.

% Produtividade especifica em Acido glucdnico:

__agr-ago
Pz = Xort (111.20)
¢ Produtividade especifica em Sorbitol:
SOr's - SOre
Psor = ——— {m.21)

Xr*t
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I11.5.6 Velocidades Especificas

As velocidades instantineas de crescimento para células totais (dX1/dt), consumo
de substrato (dS/dt), e de formagdo dos produtos dP/dt, foram calculados pelo método
proposto por LE DUY & ZAJIC (1973). Estes valores, divididos pela concentragio
celular no mesmo instante, forneciam as velocidades especificas de crescimento (Lix), de
consumo de substrato (us) e de formagéo de etanol (up).

Os valores das concentragdes de células, substrato e produto utilizados nos
célculos das velocidades eram retirados das curvas (concentragdes em fungio do tempo)
que melhor se ajustavam aos pontos experimentais.

As maximas velocidades especificas de crescimento (Uxmic), foram calculadas a
partir do grafico que correlacionava o logaritmo neperiano das concentragdes celulares
com os respectivos tempos de fermentagdo. A existéncia de um trecho de reta, com a
maior inclina¢o, indicava a ocorréncia de uma fase exponencial de crescimento celular.
O coeficiente angular desta reta representava o proprio valor de Uy, max -
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IV = RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apreSentados os resultados do estudo de aspectos do processo
de producdo da cepa floculante de Zymomonas mobilis estudada e seus produtos. Esta

apresentagdo é realizada através de 2 artigos e 5 se¢des abordando assuntos especificos.

O primeiro artigo (se¢do I'V.1) apresenta uma metodologia desenvolvida para a
obtengdo de dados cinéticos de concentragio celular ao longo do tempo no processo de
crescimento de Z. mobilis, uma vez que o baixo nivel de agitacdo dificulta a retirada de

amostras homogéneas.

Aspectos da influéncia da concentragdo de células no inodculo e da concentrag@o
inicial de glucose no crescimento, floculagdo e produgdo de enzimas e etanol sdo

discutidos no artigo da se¢@o IV 2.

A segdo IV.3 discute os resultados alcangados no cultivo de indculo de forma
agitada, em substituicio a forma estatica que vinha sendo realizada em projetos

anteriores.

Testes de alternativas econfmicas para a substituicdo do extrato de levedura,

visando a aplicag@o industrial, s3o apresentados e discutidos na se¢do IV.4.

Uma tentativa de diminuir a inibi¢do constatada por excesso de glucose é

realizada na seg¢do IV.5 com os ensaios em regime de batelada alimentada.

A segdo IV.6 apresenta um teste de um modelo matematico desenvolvido na
literatura para Z. mobilis que pode auxiliar no processo de otimiza¢do das condigdes de

cultivo.

Finalizandé, testes de biotransformagdo de glucose e frutose, realizados para
avaliar e confirmar a eficiéncia do uso das enzimas GFOR e GL, ndo purificadas,
obtidas neste trabalho para a producdo de acido glucénico e sorbitol, que nortearam a

realizagdo deste estudo, sdo apresentados na se¢do IV.7.
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IV.1 - OBTENGAO DA CONCENTRAGAO CELULAR

ARTIGO 1:

“METODO DE MEDIDA DA CONCENTRAGAO CELULAR DE Zymomonas
mobilis FLOCULANTE CULTIVADA EM BIORREATOR DE MISTURA

COMPLETA”
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METODO DE MEDIDA DA CONCENTRACAO CELULAR DE Zymomonas
mobilis FLOCULANTE CULTIVADA EM BIORREATOR DE MISTURA

COMPLETA

D. P. Clebsch, A. Furigo Jr., M.M. Silveira

1 Introducio

Zymomonas mobilis é uma bactéria conhecida pela sua alta capacidade de
produzir etanol. Existem varios trabalhos que demonstram esta capacidade, realizados,
em sua maioria, com linhagens nao floculantes (DOELLE et al., 1993). Entretanto, tem-
se conseguido bons resultados quando foram utilizadas linhagehs de Z mobilis capazes
de agregar-se e formar flocos, visto que, desta forma, em processos continuos € possivel
manter-se uma alta concentragdo celular, resultando em produtividades superiores
quando comparadas aos processos convencionais com linhagens nio floculantes (FEIN
et al.,1983).

O processo de biotransformagdo simultdnea de glucose e ﬁ'utose em acido
glucdnico e sorbitol, utilizando-se células de Z. mobilis, tem sido aprimorado nos
ultimos anos. Segundo ZACHARIOU & SCOPES (1986), duas enzimas, glucose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e gluconolactonase (GL) sdo responsaveis por estas
reagdes. Este processo ¢ realizado em duas fases distintas: crescimento de uma massa
celular, com alta atividade enzimatica, e sua concentragio, € em seguida a
biotransforma¢do dos agucares em produtos (SILVEIRA et al., 1994). Neste caso a
utilizagdo de uma linhagem floculante de Z. mobilis € atrativa considerando a ndo
necessidade da etapa de centrifugac@o, ja que a concentragdo das células ocorre pela

sedimentagdo natural dos flocos .

Em casos em que o estudo da cinética do crescimento de Z. mobilis é importante,
como nos exemplos citados, a obtengio de medidas de concentragbes celulares
confidveis € fundamental. Todavia, devido ao carater floculante do microorganismo ¢é
dificil a obtengdo de amostras homogéneas do meio fermentativo, como descrito por
WISBECK (1995).
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Assim, este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
para a medida da concentracdo de suspensdes celulares de linhagens floculantes de Z.

mobilis .

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Zymomonas mobilis Z1-81, linhagem floculante

cedida pelo Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco. As

culturas sio mantidas a 4°C em meio liquido SDL e a manutengio € realizada

mensalmente.
2.2 Meios

Para a conservagio do microorganismo foi utilizado o meio de "Swings and

DeLey " (SDL), contendo, 20 g/L. de glucose e 5 g/L de extrato de levedura.

No processo de produgdo do indculo a composi¢do do meio foi a seguinte: 100
g/L de glucose, 1 g/L de (NH4)2SO4 , 0,5 g/L de MgS04.7H>O , 1g/L de KHyPO4 , 5
g/L de extrato de levedura, 27 g/L. de MES e 14 g/L. de MES-K.

O meio de fermentagio tinha a seguinte composi¢do: 150 g/L de glucose, 1 g/L
de (NH4)2SO4 , 0,5 g/L de MgS0O4.7H70 , 1g/L de KHyPO4 e S g/L de extrato de

levedura.
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2.3 Métodos analiticos

Glucose foi medida enzimaticamente pelo método GOD-POD (CELM). As
concentragdes celulares foram determinadas pela medida da absorbancia de suspensdes
celulares a 560 nm e posteriormente convertidas em concentra¢do (massa de matéria

seca por unidade de volume), via curva de calibrag@o.

Para a determinago da concentragdo celular foram retiradas em cada ponto da
fermentagdo duas amostras, como descrito a seguir: uma foi destinada a determinagdo
da concentragdo de células totais (10 mL) e outra 4 determinagdo da concentragdo de
células livres (5 mL). Na primeira amostra o volume foi passado sucessivas vezes
através de uma seringa com agulha (0,9x40mm) para que ocorresse o total rompimento
dos flocos, obtendo-se, assim, uma suspensdo homogénea, sendo entdo possivel
medir a absorbancia da mesma. A determinagio da concentragdo de células livres foi
realizada apéé a decantagdo das células floculantes, pela medida da absorbancia do
sobrenadante na segunda amostra. A concentragdo de células floculantes foi entdo

determinada pela diferenca das concentragdes de células totais e livres.

2.4 Condic¢oes de operacao

Os experimentos foram realizados em fermentador de bancada da B.BRAUN,

modelo MD, com volume util de 4 L. A temperatura em todos os experimentos foi de
309C e o pH foi mantido em 5,5 pela adi¢do de NaOH 3M. A velocidade do agitador

foi de 70 min-1, com 3 turbinas de pas planas (tipo Rushton ).

3 Resultados e Discussao

Nos experimentos utilizando-se células floculantes, a velocidade do agitador
-deve ser relativamente branda, a fim de que n3o haja destruigdo dos flocos por
cisalhamento, reduzindo assim a sua boa capacidade de recuperagdo. Entretanto,
mantendo-se tais velocidades ocorre a formagdo de um gradiente de concentragdo ao
longo do eixo vertical do fermentador dificultando a retirada de amostras homogéneas
(WISBECK, 1995).



IV. RESULTADOS E DISCUSSOES 53

v Estudou-se, entdo, a possibilidade do aumento da velocidade do agitador por
alguns instantes (< 1 min), durante a amostragem, objetivando conseguir uma mistura
mais homogénea para a retirada de amostras representativas, sem no entanto prejudicar
a relagdo entre células floculantes e totais.

O método desenvolvido consiste no aumento da velocidade do agitador

para 250 min~1> 30 segundos antes da retirada da amostra. As amostras s3o retiradas e,

logo em seguida, a velocidade ¢ novamente ajustada a 70 min-1 .

A Tabela 1 apresenta as concentragdes de células livres obtidas antes do
aumento da velocidade do agitador (70 min-! ) e durante a aumento da velocidade do
agitador (250 min-1 ) em fungdo do tempo, segundo a metodologia desenvolvida.

Os valores da Tabela 1 demonstram que esta metodologia € adequada, ja que os
valores das concentragdes de células livres retiradas antes e apos o aumento da

velocidade do agitador ndo apresentam diferengas importantes.

Tabela 1 — Influéncia da agitagdo na concentragdo de células livres para diferentes

velocidades do agitador.

Concentragio Celular (g/L)
Tempo (h) 70 min-1 250 min-1
0 0,015 0,015
1,5 0,025 0,025
3 0,046 0,046
4,5 0,076 0,072
6 0,11 0,12
7,5 0,23 0,25
9 0,37 0,37
10,5 0,48 0,52
12 0,82 0,84
12,5 0,82 0,84
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A Figura 1 representa uma fermentagdo cuja amostragem foi conduzida de

acordo com esta metodologia desenvolvida.
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FIGURA 1 - Concentragdo de células totais (A), células floculantes (W), células livres

(*), e glucose (@ ) com o tempo (velocidade do agitador 70 min-1, pH
5,5, temperatura 30°C).

A partir dos resultados experimentais obtidos com a ajuda da metodologia
desenvolvida pode-se calcular os pardmetros cinéticos da fermentagdo ao longo do
tempo. A Tabela 2 apresenta um resumo de alguns pardmetros e varidveis da

fermentag@o realizada.

Tabela 2 - Resultados da fermentagdo em regime batelada com concentraggo inicial de
glucose de 150 g/L.

Concentracgio de células totais final -

2,8 (g/L)

Concentragio de células floculantes final
2,2 (glL)

Concentragdo de células livres final
0,55 (g/L)

Velocidade especifica maxima de crescimento ((m4x)
0,28 -

Fator de conversdo de substrato em biomassa (Yx/g)
0,018 (g/2)

Indice de floculagdo (conc.cél. floculantes/conc.cél totais)
80,1 (%)
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4 Conclusoes

A metodologia desenvolvida tornou possivel, nas fermentagdes com esta
linhagem floculante de Z. mobilis, obter-se dados cinéticos confidveis durante todo
processo fermentativo, auxiliando na determinac¢io dos pardmetros e condigdes 6timas

para este microorganismo e para o processo global.
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IV.2 - PRODUGAO DE GLUCOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE

ARTIGO 2:

“INFLUENCIA DO TEOR DE INOCULO E DA CONCENTRACAO DE
SUBSTRATO NA PRODUCAO DE GLUCOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE

POR LINHGEM FLOCULANTE DE Zymomonas mobilis”
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INFLUENCIA DO TEOR DE INOCULO E DA CONCENTRACAO DE
SUBSTRATO NA PRODUCAO DE GLUCOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE
POR LINHGEM FLOCULANTE DE Zymomonas mobilis

D. P. Clebsch, A. Furigo Jr., M.M. Silveira

1. INTRODUCAO

Através da ag¢do de duas enzimas glucose-frutose oxidorredutase (GFOR) e
gluconolactonase (GL), a bactéria Zymomonas mobilis é capaz de converter uma
mistura de glucose e frutose em acido gluconico e sorbitol, respectivamente (1). A
partir desta constatagio a obtengdo simultdnea destes produtos, por processo de
biotransformagio utilizando células de Zymomonas mobilis, passou a ser estudado por
diferentes autores (2,3). Com pequenas variagdes, o processo € realizado, basicamente,
em duas fases: (i) obten¢do de massa celular, com alta atividade enzimaitica, e sua

concentragdo por centrifugacdo e (ii) biotransformagdo dos agucares em produtos.

Diferentes linhagens ndo floculantes de Z. mobilis vem sendo empregadas nestes
estudos. Considerando, porém, as caracteristicas do processo de biotransformagdo, a
utilizagdo de uma linhagem floculante de Z. mobilis é interessante, tanto técnica quanto

economicamente, ja que a etapa de centrifugagio seria dispensavel.

Segundo WISBECK (4), a linhagem floculante Z1-81 de Z mobilis apresenta
valores de atividade enzimatica suficientemente altos para a sua aplicagdo neste
processo. Entretanto, durante a produgdo de biomassa, a produtividade em células
floculantes é fortemente prejudicada pela agitagio branda do sistema, exigida para a
preservagdo da integridade dos flocos, que leva a retengdo no meio de niveis elevados
de CO,, um forte inibidor do crescimento Z. mobilis. Em seu trabalho WISBECK (4)
mostrou, ainda, que o crescimento de Z mobilis Z1-81 ¢ inibido por concentragdes
elevadas de glucose que, por outro lado, favorecem a atividade de GFOR para esta

linhagem.

Neste trabalho foram realizados ensaios em batelada, com diferentes concentragdes
inicias de células e glucose, tendo como objetivo principal reduzir o tempo de
fermentacdo e melhorar, deste modo, a produtividade em GFOR contida em células

floculantes de Z. mobilis Z1-81.
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2. MATERIAL E METODOS

Zymomonas mobilis Z1-81, linhagem floculante cedida pelo Departamento de

Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco, foi 0 microorganismo utilizado.

O meio de fermentagdo e preparo de indculos tinha a seguinte composigdo (g/L):
(NH,).S0Os, 1,0; MgS04.7H,0, 0,5; KH,PO4, 1,0; Extrato de levedura, 5,0. No preparo
de indculos 0 meio continha 100 g/l de glucose e tampao MES/MESXK 0,2M (2-n-
morfolino etano — sufonico/sal potassico), para controlar o pH em 5,5. Nos ensaios de
fermentagdo, as diferentes concentragdes de glucose utilizadas sdo citadas no texto. As

esterilizagdes foram feitas a 121 °C por 15 minutos.

Os experimentos foram realizados em fermentador de bancada da B.BRAUN,
modelo MD, com volume util de 4 litros, com a temperatura controlada em 30 °C e o
pH mantido em 5,5 pela adi¢io de NaOH 3M. A freqiiéncia do agitador foi de 70 min™,

com trés turbinas tipo Rushton.

A concentragdo de glucose foi medida pelo método enzimatico GOD-POD (CELM).
A atividade GFOR/GL, em células floculantes de Z. mobils, foi determinada pelo
método descrito por ERZINGER et al. (5), sendo uma unidade (U) de GFOR/GL
definida como a massa de acido gluconico produzido por hora, nas condi¢des do teste
(temperatura, 39°C; pH, 6,4; tempo, 20 minutos). Acido glucdnico foi quantificado pelo
método enzimiatico BOERINGER-MANNHEIN. As concentragdes celular foram
determinadas pela medida de absorbancia de suspensGes celulares a 560 nm,
posteriormente convertida em concentragido (g de matéria seca por litro) por uma curva
de calibragdo. Para a determinagéo total de células, os flocos eram rompidos por
passagem através de uma agulha de pequeno calibre. Uma outra fragdo das amostras era
deixada em repouso por 10 minutos, para decantagdo das células floculantes, sendo
feita, entdo, a medi¢do da concentragio de células livre. A concentragdo de células
floculantes foi estimada pela diferenga das concentragdes de células totais e livres. O
indice de floculagdo foi definido pela relagdo, em base percentual, entre as

concentragdes de células floculantes e total.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados e discutidos neste item foram calculados considerando-se,
somente, a fracdo floculante do cultivo (que sera recuperada numa eventual ampliagdo

do processo, para a produgio de Sorbitol e Acido glucénico) .

A influéncia do teor de inoculo sobre a atividade de GFOR/GL pode ser avaliada
pelos dados da Tabela 1, obtidos em ensaios com concentra¢do inicial de glucose de
cerca de 150 g/L. Como mostrado nesta tabela, a produtividade em GFOR/GL foi
sensivelmente favorecida quando a concentragdo celular inicial foi de 0,23 g/L. Este
resultado deve ser atribuido a um efeito combinado do menor tempo de processo e do
maior indice de floculagdo alcangado neste caso. O indice de floculagio, por sua vez, é
dependente do cisalhamento provocado pelo sistema de agitagdo que, em ensaios com
maior duragdo, levam a um maior grau de destrui¢do dos agregados celulares. Os
valores mais altos de conversio neste ensaio podem ser explicados pelos mesmos

motivos.

Tabela 1 — Influéncia do teor de indculo sobre a atividade de glucose-frutose
oxidorredutase em células floculante de Zymomonas mobilis Z1-81

cultivadas em batelada.

Ensaio 01 02 03

Conc. celular inicial (g/L) 0,04 0,08 0,23

Indice de floculagio (%) 79,1 80,0 86,8
Atividade especifica (U/g cél.) 14,1 13,7 14,0
Atividade total (U/L) 33,4 30,3 35,0
Produtividade (U/L.h) 1,67 1,68 2,50
Conversdo (U/g glucose) 0,21 0,20 0,24
Yxzss (g cél. floc / g glucose) 0,013 0,014 0,016

Os ensaios que visaram avaliar a influéncia da concentragédo inicial de glucose
(So), sobre os resultados do processo, foram feitos com concentragdes celulares iniciais

préximas a 0,25 g/L.
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A Tabela 2 mostra uma tendéncia de aumento da atividade especifica de
GFOR/GL com o aumento da concentragio inicial de substrato (So) até 200 g/L. Estes
resultados confirmam os de WISBECK (4) e estio de acordo, também, com as
conclusdes de ZACHARIOU & SCOPES (1), para a enzima livre.

Entretanto, ERZINGER et al. (6) relatam que as altas concentragdes de etanol,
atingidas com So superiores a 150 g/L, levam a uma drastica redugdo da atividade de
GFOR/GL em células integras de Z. mobilis ATCC-29191 (ndo floculante) devido a
modificagdes na estrutura da parede celular do microrganismo que prejudicariam o
transporte dos substratos a enzima GFOR/GL. Estas modificagdo na estrutura da parede
celular podem estar sendo minimizadas pelo material que promove a agregacgdo das

bactérias protegendo a enzima GFOR/GL no processo com Z. mobilis Z1-81.

Tabela 2 - Influéncia da concentragdo inicial de glucose sobre a atividade de glucose-
frutose oxidorredutase em células floculantes de Zymomonas mobils Z.1-81

cultivadas em batelada.

Ensaio 01 02 03 04
Conc. inicial de glucose (g/L) 48 107 146 203
Indice de floculagio (%) 89,8 87,8 86,8 64,2
Atividade especifica (U/g cél.) 10,2 12,6 14,0 14,5
Atividade total (U/L) 17,9 30,6 35,0 16,1
Produtividade (U/L.h) 2,75 2,83 2,50 0,16
Conversio GFOR/GL (U/g glucose) 0,37 0,29 0,24 0,08
Yxwss (g cél. floc / g glucose) 0,031 0,021 0,016 0,005

As produtividades em GFOR/GL, com So até 146 g/L, foram, em média,
dezessete vezes mais altas que a alcangada com So=203 g/L. Além da ja mencionada
dependéncia que tem a produtividade com indice de floculagdo e do tempo de processo
que nestes ensaios foi influenciado, também, pela inibigdo pelo substrato, a indugdo da
atividade enzimatica pela glucose desempenhou um papel importante na defini¢do
destes valores. No caso da conversdao de substrato em atividade enzimatica, devido a
inibi¢do pelo substrato observou-se um decréscimo com o aumento da concentragdo
inicial de glucose, embora os indices de floculagdo com So até 146 g/L. tenham sido

semelhantes e as atividades especificas crescentes.
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4. CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios com diferentes teores de indculo demostram ser
vantajoso, tanto em termos de produtividade quanto em termos de rendimento, o
emprego de concentra¢des celulares iniciais elevadas. Neste caso um processo com
reaproveitamento de- parte de parte da cultura floculante, -para inocular a batelada
seguinte, parece ser adequado. Testes preliminares (dados ndo publicados) mostram que
esta modalidade de processo € perfeitamente viavel, principalmente tendo-se em conta a
estabilidade genética de Z. mobilis e o fato de cultivos desta bactéria, devido ao seu
antagonismo contra varios microorganismos, dificilmente apresentarem contaminacéo.

Com relag@o a influéncia da concentragdo de glucose, os dados deste trabalho
sugerem que, para a produgdo em batelada de biomassa com alta atividade em
GFOR/GL, concentragdes de glucose em torno de 150 g/l devam ser utilizadas. Por
outro lado, o etanol produzido, em associagdo ao crescimento celular, pode se constituir
num subproduto importénte para a economia do processo de produgdo de sorbitol e
acido glucénico. Esta possibilidade € reforgada pela capacidade que tem a linhagem Z1-
81 de gerar concentragdes elevadas de alcool (93 g/L com So=203 g/L), sem prejuizo da
atividade enzimatica. Nesta hipotese, porém, face a forte inibigdo do crescimento
microbiano por concentragdes de substrato desta-ordem, a execugdo do processo em

regime descontinuo alimentado ¢ indicada.
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IV.3 DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE CULTIVO DO INOCULO

No estudo de WISBECK (1995), com a bactéria Zymomonas mobilis Z1-81, para
a produgio de acido glucdnico e sorbitol, a autora descreve a realizagdo da etapa de
in6culo de forma estatica. Este procedimento ndo proporciona uma boa transferéncia de
massa, dificultando a assimilagio de substratos e a eliminagdo de produtos. Este
retrospecto foi o ponto de partida para o inicio dos estudos deste capitulo, visando

otimizar esta etapa.

Conforme ja descrito por varios autores (DOELLE et al., 1993; ERZINGER,
1996, CDB, 1994), a formagdo de CO, em um processo de conversdo de glucose em
Outros autores (VEERAMALLU & AGRAWAL, 1986) reportam que retirando-se
continuamente o CO, formado, obtiveram resultados cerca de 12 % maiores na massa

total de células produzidas.

Outro pardmetro importante a ser avaliado nesta etapa (com in6culo realizado de
forma estatica) € a aglutinagdo/agregacdo de toda a populagio floculante na superficie
do frasco (devido a grande quantidade de gas CO,), dificultando, desta forma, ainda
mais, os mecanismos de transferéncia de massa (condi¢do de idealidade) necessarios a

um bom desenvolvimento celular e formagdo dos produtos desejaveis.

Desta forma, foi desenvolvido um processo em que o indculo cresce sob
agitagdo. Por outro lado € necessario ter em consideracio que a agitagdo tem uma
influéncia negativa na agrega¢do de células com caracteristicas floculantes (WISBECK,
1995). Assim, foi estabelecida uma agitagdo para esta etapa considerada moderada
(agitagdo circular de 150 min™"), quando comparada a proceSso de in6culo com células
de Zymomonas mobilis nio-floculantes (400 min™') (ERZINGER, 1996).

Foram realizados, entdo, dois ensaios para a determinagdo da concentragio
celular e, também, para a determinagdo do tempo ideal para inoculagdo no fermentador
principal, isto é, a obten¢do da fase exponencial de crescimento. A Figura IV.3.1

apresenta os dois ensaios realizados em frasco agitado.



1V. RESULTADOS E DISCUSSOES 63

120,0
5 1000 _
3 -
-~ i o
g 80,0 2
o 8
2 500 - 2
s o 3
e .
G 40,0 g
S o
© 20,0

0,0 T T T 0

0.0 4,0 8.0 12,0 16,0

Tempo (h)

Figura IV.3.1: Concentragdo de c€lulas totais e de glucose em fungdo do tempo, em
frasco agitado Ensaio 1 (¢ *); Ensaio 2 (B A) (T=30°C, pH=5,5 ;

agitagio circular de 150 min™ ).

Desta forma foi possivel determinar o tempo necessario para atingir-se a
quantidade e a qualidade de células para cada estudo cinético deste trabalho. Ficou
definido pela curva resultante da Figura IV.3.1 que o tempo de fermentagdo de indculo
ideal, para uso no fermentador principal, é entre 10 a 13 horas. Para este intervalo de
tempo a concentrag@o celular do inéculo estd entre 1,8 e 3,0 g/L, aproximadamente.
Assim, dependendo da concentragio celular inicial necessaria no fermentador principal,
tomava-se parte ou todo o volume do frasco de indculo e procedia-se a inoculagdo. Os

valores dos resultados experimentais na Figura IV.3.1 encontram-se no Anexo A 3.

Com o intuito de comparar o desempenho do indculo estatico e com agitagéo,
foram realizados dois ensaios completos (indculo + etapa de fermentagdo). Os

resultados finais da etapa de fermentag@o sdo apresentados na Tabelas IV.3.1.
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Tabela IV.3.1 : Resultados finais das fermentages em que foram utilizados o inéculo

estatico e o inéculo com agitagio.

Inéculo estitico Inéculo com agitacio
Rendimento Etanol (%) 81,0 ’ 84,0
A Xt (g/L) 2,68 2,80
IF (%) 72,0 78,0
Tempo de processo (h) 21,0 13,0

O desenvolvimento do processo de fermentagio com a utilizagdo do inéculo com
agitagdo apresentou melhores resultados que o processo em que foi utilizado o inéculo
de forma estatica, pois a concentragdo celular atingida (proporcional a concentragdo
inicial do fermentador) com agitagdo é aproximadamente 3 vezes superior que de forma
estatica, na etapa de produg@o do indculo. Nota-se, também, que ndo houve prejuizo no
indice de floculagdo. Além disto, o tempo de desenvolvimento do indculo com agitagio

(~12 horas) foi inferior ao tempo de desenvolvimento do indculo estatico (~17 horas).

A maior concentragdo celular obtida utilizando o inéculo com agitagdo reflete-se
numa maior produtividade em células e produtos sem o prejuizo do indice de floculagio

(Tabela IV.3.1).
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IV.4 ALTERNATIVAS ECONOMICAS DE PRODUCAO DA ENZIMA GFOR

Diante da possibilidade. da produgdo em escala industrial de Glucose-Frutose
Oxidorredutase (GFOR) e etanol, foram realizados 3 ensaios com o intuito de avaliar
alternativas para a substitui¢do do extrato de levedura utilizado no meio nutriente. A
principal razio para a substitui¢do do extrato de levedura € a sua influéncia no custo
final do processo, ja que ha fontes de nutrientes nacionais disponiveis e de baixo custo,

como residuos agro-industriais.

Foram estudados dois produtos disponiveis no mercado como alternativa ao
extrato de levedura. Um residuo da industria do amido de milho, rico também em
nitrogénio, conhecido como milhocina, e outro, residuo da industria alcooleira, que
consiste, basicamente, num extrato de levedura com um teor de pureza menor, com um

certo grau de umidade, comercializado como Prodex.

A Tabela IV.4.1 mostra os custos de cada um destes produtos. Pode-se verificar

a grande diferenga em relag3o ao extrato de levedura.

Tabela IV.4.1 : Comparagdo de custos da utilizagdo de Extrato de levedura, Prodex e
Milhocina (Dados de 1995).

Composto Kg (por Ton de meiode  Custo aproximado em $
crescimento) por kg
Extrato de levedura 5 3,00
Prodex 6 0,60
Milhocina 20 0,15

Os ensaios foram realizados com concentragdes de milhocina de 17,5 € 20,0 g/L.
Estas quantidades foram definidas como suficientes em outros trabalhos realizados no
CDB (1994) (uma relagdo de 4 vezes a quantidade de extrato de levedura) para a
condugdo de um processo idéntico ao discutido neste trabalho, porém, com cepas
diferentes de Zymomonas mobilis. Também foi realizado um ensaio em que foi

utilizado, como substituto ao extrato de levedura, 6,0 g/ de Prodex (condigéo definida



V. RESULTADOS E DISCUSSOES 66

pela umidade presente no composto, em torno de 20 %). Assim, o meio de crescimento
no fermentador principal foi alterado, retirando-se o extrato de levedura e adicionando-

se estes compostos.

A Tabela IV.4.2 apresenta a variagido dos valores iniciais e finais das variaveis e
os parametros obtidos nos ensaios realizados. Inclui-se nessa tabela um resultado
experimental utilizando extrato de levedura para efeitos comparativos. Os perfis

cinéticos dos ensaios realizados sdo detalhados no anexo A 4.

A maior concentra¢do celular obtida em todos os ensaios realizados neste
trabalho foi no ensaio com 20,0 g/L de milhocina, onde atingiu-se 3,2 g/L, o que
corresponde a um ganho de 10 % quando comparado ao processo de fermentagdo com
extrato de levedura. Entretanto o indice de floculagdo foi um pouco menor, gerando

assim, ao final do ensaio uma quantidade um pouco menor de células floculantes (<5%).

Os rendimentos e produtividades em etanol também atingiram valores préximos
aos demais ensaios com extrato de levedura, alcangando-se valores de rendimento
maiores que 85%. Em alguns casos o rendimento menor em etanol pode estar associado
a alguma perda durante o processo devido a problemas no resfriamento dos gases de
saida do fermentador, carregando, assim, algumas fra¢goes de etanol junto com os gases

resultantes do processo.

Os resultados em atividade especifica, nos ensaios com milhocina, apresentaram
valores inferiores aos demais ensaios. Estes valores de atividade especifica,
independentemente da concentragio inicial deste composto foram em torno de 11 U/g,
demostrando assim, a falta de algum composto basico ou inibi¢do por algum produto no
composto para a formac@o da enzima GFOR. Contudo sio necessarios ensaios com
concentragdes maiores de milhocina para a verificagdo da utilizagdo deste produto na
producdo de GFOR, que pode estar sendo prejudicado pela falta de alguma

vitamina/nutriente.

Porém, no ensaio com Prodex, os valores de atividade especifica foram muito
proximos aos demais (proximo a 14 U/g), entretanto, devido a obtengdo de uma menor

massa celular floculante, a atividade global floculante foi em torno de 20% menor.
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Os tempos de fermentagdo nestes ensaios tiveram uma pequena variagdo,
quando comparados aos ensaios com extrato de levedura (item IV.2). Esta variagdo
muito provavelmente estd associada & uma variagdo na concentragdo inicial da
concentragao 'celular, que nio foi igual para todos os ensaios e, também, a uma variagao

na concentragdo inicial de glucose.

De acordo com a tabela dos custos (Tabela IV.4.1) e os resultados experimentais
obtidos (Tabela IV .4.2) podemos concluir que milhocina e extrato de levedura Prodex
sdo bastante promissores € podem, sem maiores problemas, serem utilizados neste tipo

de processo.
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IV.5 -ENSAIOS EM REGIME DE BATELADA ALIMENTADA

Neste item estdo descritos os ensaios que tiveram por objetivo avaliar o efeito do
etanol sobre o crescimento celular, e a atividade da glucose-frutose oxidorredutase, visto
que, como ja descrito neste trabalho, Zymomonas mobilis Z1-81 sofre inibi¢do em

concentragdes iniciais de substrato proximas a 200 g/L.

Desta forma, foram realizados dois ensaios em regime batelada alimentada
objetivando alcangar-se uma maior produtividade em etanol do que as alcangadas no ensaio
com So = 200 g/, porém evitando-se as inibi¢des durante a fase de crescimento
microbiano pelo substrato. A obtengdo de resultados de atividade enzimatica compativeis
com os resultados ja obtido em ensaios de batelada também foi avaliada. Ensaios
semelhantes foram realizados por outros autores (ERZINGER, 1996 ; SILMAN, 1984 ;
ROELS et al., 1987),

Os pardmetros como temperatura, pH, freqii€ncia de agitacdo e meio de crescimento
estdo descritos no capitulo Materiais e Métodos. A concentra¢do dos nutrientes no meio de

alimentag¢io foi a mesma do meio de crescimento.

As condi¢des para estes ensaios foram determinadas de acordo com os principais
resultados obtidos nos ensaios em batelada até aqui realizados. Assim, a concentragdo
inicial de substrato foi em torno de 150 g/L, ja que, com estes valores, foram obtidos bons
resultados de atividade enzimatica (proximas a 14 U/L ), um maior crescimento celular (
2,8 —2,9 g/L ) e bons rendimentos em etanol (~90 %). O inicio da dosagem foi estabelecida
quandb a concentracdo de glucose no fermentador atingiu uma concentragio proxima a 100
g/L. A vazdo de meio nutriente e glucose foi mantida constante a 0,114 L/h. Este valor foi
determinado de acordo com as velocidades de consumo de substrato nos ensaios com So =
150g/L. Somente foram realizados ensaios com estes pardmetros, visto que, de acordo com
SILMAN (1983) a velocidade de alimentagdo n3o influencia significativamente a produgio

de etanol em regime descontinuo alimentado por Z. mobilis.
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Na Tabela IV.5.1 s3o apresentados os resultados gerais obtidos ao final de cada
ensaio e, também, o resultado de um ensaio ja discutido no item IV.2, como valores de

comparacdo. Nas Figuras IV.5.1 e IV.5.2 sdo mostrados os perfis cinéticos obtidos.

Tabela IV.5.1: Resultados gerais dos ensaios em batelada alimentada.

Enssio T AS AP AX A A% T A A Ax  Ax
® @ @@L @b @b L ) U Uy WL UL

Eosaiol 30,0 2040 101,6 251 202 049 81,1 1491 13,64 3819 30,9
Ensasio2 305 197,2 99,7 2,65 2,06 059 788 - - - -
Refer 990 2033 930 1555 096 059 642 - 1446 2501 16.05

Tabela IV.5.1 (cont): Resultados gerais dos ensaios em batelada alimentada.

Ensaio R Yes Yxis Yxos Yxus Yacrs Yaas p Pacr  Pacr

(%) ' Ug (Ug (Lh) (ULh (ULh

) )

Ensaéio ] 976 0,50 0,012 0010 0002 0,19 0,15 339 127 1,03
Ensaio2 991 050 0,013 0,010 0,003 - . 327 - -

Refer. 90,0 046 0,008 0,005 0,003 0,12 0,08 094 025 0,16

>

Nos ensaios aqui discutidos, foram alcan¢ados valores de concentracdo celular e
atividade enzimatica muito préoximos aos obtidos nos ensaios em regime descontinuo com
So = 150 g/L. Esses resultados sio 2,8 g/L. e 13,64 U/g, para concentragdo celular e

atividade especifica, respectivamente.

Comparando-se a batelada alimentada realizada com o ensaio em batelada com So =
200g/L, pode-se notar a eficiéncia da batelada alimentada. Obteve-se 2,8 g/L de
concentragio celular contra 1,7 g/L em regime batelada. Apesar da alta atividade especifica
em GFOR no processo batelada, a atividade global em GFOR € o dobro maior no processo

batelada alimentada.
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Outro parametro de grande varia¢do, quando comparamos o processo descontinuo e
o processo em discussdo (batelada alimentada), sio os valores de produtividades. No
processo em regime descontinuo com So = 203 g/L a produtividade em atividade presente
nas bactérias floculantes e a produtividade em etanol foram de 0,16 U/L.h e 0,94 g/L h,
respectivamente, enquanto que nos ensaios em regime de batelada alimentada, os
respectivos valores foram de 1,03 U/Lh e 3,33 g/LLh (6,4 e 3,5 vezes maiores,

respectivamente).

O crescimento celular alcangou valores proximos aos alcangados nos ensaios com
So = 100 e 150 g/L (~2,8 g/L), confirmando a inibi¢do do crescimento celular por
concentragdes de glucose maiores que 200 g/L. Contudo, a obtengio de uma maior
concentrag@o celular, o que determinaria uma maior quantidade de GFOR, parece estar
associada a quantidade de nutrientes presentes no meio de crescimento/alimentagio e

também a concentragdo de etanol+CO,, conforme ja discutido em capitulos anteriores.

Nestes ensaios, da mesma forma que no ensaio ja discutido com So = 200 g/L, a
diminuig¢do/parada do crescimento celular ocorre em concentragGes de etanol proximas a 80
g/L. Estes resultados também foram discutidos por ERZINGER (1996), em que, para um
ensaio idéntico ao aqui discutido, porém, utilizando-se um reator com extragio de etanol
(vacuo), obteve concentragdes celulares de Z. mobilis 30 % maiores. Isto devido ao fato da
concentragdo dentro do reator nio atingir valores acima de 70 g/L. Este mesmo autor

obteve valores muito superiores em atividade enzimatica, em ensaios realizados com vacuo.

Como conclusdo dos testes e analises realizadas pode-se afirmar que se o objetivo
for produzir apenas GFOR a operagdo em batelada alimentada ndo € compensadora, pois
apresenta valores de produtividades em GFOR menores que os em batelada, apesar de os
niveis de GFOR serem semelhantes nos dois primeiros processos. Porém, se o objetivo for
produzir ndo s6 GFOR, mas também etanol, o processo batelada alimentada é compensador

pois obtém-se uma maior produtividade em etanol que o batelada.
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160,00
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Figura IV.5.1 : Concentragio de glucose ( H), etanol () e concentragdo de células totais
(M), floculantes (*) e livres(s) em fungio do tempo. Ensaio 1, em regime batelada
alimentada (T = 30 °C, pH = 5,5; freqiiéncia do agitador = 70 min™). As setas indicam o

inicio e o final da alimentacdo.
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Figura IV.5.2: Concentragio de glucose ( ), etanol (#) e concentragio de células totais
(W), floculantes (*) e livres(e) em fun¢do do tempo. Ensaio 2, em regime batelada
alimentada ( T = 30 °C, pH = 5,5 ; freqiiéncia do agitador = 70min™"). As setas indicam o

inicio e o final da alimentag3o.
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IV.6 SIMULACAO DA CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO

Verificou-se neste capitulo, a possibilidade da utilizagdo de um modelo matematico
ja conhecido, para a realiza¢do de uma simula¢do numérica dos ensaios em que variou-se a
concentragdo inicial de substrato (So) em regime batelada (item IV.2). O desenvolvimento
de um modelo cinético tem como principal objetivo fornecer informagdes basicas para o
processo de produgdo de etanol e células (consequentemente Glucose-Frutose
Oxidorredutase (GFOR)) por Zymomonas mobilis, bem como, de estabelecer estratégias

Otimas para atingir a melhor performance deste processo.

De acordo com a literatura encontrada, poucos s3o os modelos matematicos
descritos para o estudo cinético de Z. mobilis. O modelo adotado para este item foi o
descrito por ALVES (1993), em que o autor descreve o modelo n3o estruturado proposto
por VEERAMALU & AGRAWAL (1990), que foi utilizado para descrever a fermentagio
da cepa ATCC10988. |

Este modelo ndo estruturado desenvolvido pelos autores acima citados apresenta
os seguintes pressupostos basico (ALVES, 1993; VEERAMALU & AGRAWZL, 1990):

e crescimento balanceado;
e microorganismo ja adaptado ao meio de cultura;
e glucose € o substrato limitante do crescimento, todos os outros nutrientes e

micronutrientes encontram-se em excesso no meio de cultura.

As equagdes de balango material para reatores perfeitamente agitados em operagdo

batelada de volume constante sdo descritas como segue:
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dx
—_ IV.e6.1
2 uX ( )
_aS ax (IV.6.2)
dr
@ _ X (IV.6.3)
dt

Onde: X(0) = Xo;
S(0) = So;
E(0) = Eo;
e
- X concentrag@o massica de células, g de células secas/L
- S concentragio de glucose, g/L
- E concentragado de etanol g/L
- velocidade especifica de crescimento celular, gX/(gX.h)
- 0 velocidade especifica de consumo de glucose, gS/(gX h)
- = velocidade especifica de produgio de etanol, gE/(gX h)
- ttempo, h

O modelo cinético proposto utiliza o0 modelo de Monod como base para montagem

do modelo da velocidade especifica de crescimento celular.

pumax S
= (Iv.6.4)
Km+S
Este modelo € limitado, pois ndo considera fendmenos causados por concentragGes
elevadas de substrato e produto. Sabe-se que o crescimento de Z. mobilis é inibido em

concentragdes elevadas de glucose e etanol.



1IV. RESULTADOS E DISCUSSOES 76

Uma modificagio do modelo de Monod que considera a inibigdo por etanol e

representa bem os dados experimentais € descrita como segue:

y=$x;%(l—E/Esat)[l—exp(— kzX/S)]{l—exp[— k3(S+k4)/E'"]} (V.6.5)

_ _pmaxS 1 (1- E/Esat l—exp[— k5 (—Si@} (IV.6.6)
k1/X+S Yx/s E

r=6YE/S (IV.6.7)

onde:
Yxs € Yes sdo coeficientes globais de conversio de glucose em biomassa e de

glucose em etanol, respectivamente. k1, k2, k3, k4, kS, Ecx € m sdo parametros do modelo.

O termo (k1/X) ajusta os dados experimentais da dindmica do reator batelada, para
concentragdes reduzidas de glucose. O termo (1-E/Eg) representa a inibigdo no
crescimento celular e na assimilagdo de substrato causado pelo etanol. O termo [1-exp(-
k2X/S)] torna a velocidade de crescimento especifica mais lenta quando a relagido entre a
concentra¢do de células e a concentragdo de glucose € elevada. Esta situagdo geralmente
ocorre no inicio das fermentagGes em batelada. O pardmetro k2 pode ser entendido como
um reflexo da qualidade do inéculo na dindmica de crescimento do microorganismo. Nas
simulagdes, este parametro € utilizado para ajustar o modelo aos diferentes experimentos.
Os termos {1-exp[-k3(S+k4/E™]} e {1-exp[-k5(S+k4/E]} tornam mais lentas as taxas
especificas de crescimento celular e de consumo de glucose no final da fermentagdo em

batelada, quando a concentragdo de glucose € baixa ¢ a de etanol ¢ relativamente alta.
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O autor (ALVES, 1993) relata que os termos k3 e k5 que sdo utilizados nas
equagdes para indicarem diminui¢gdes nas velocidades de consumo de substrato e de
crescimento celular no final da fermentagdo, podem ser considerados infinitos, ndo sendo

necessario definir e utilizar estes termos no modelo.
Os valores do fator de conversio foram obtidos experimentalmente sendo:

e Yy no ensaio com So = 50 g/LL = 0,035
e Yy no ensaio com So = 100 g/L = 0,023
e Yy no ensaio com So = 150 g/L.= 0,018

Os parametros k1, k2 e Esat foram ajustados visualmente através de simulagdes em
computador das fermentagGes, utilizando o programa Polymath. Os valores desses

pardmetros obtidos para o presente trabalho s3o os seguintes:

e ki foi constante em todos os ensaios = 0,025 (g/L)?
e k2 no ensaio com So =50 g/L =350

e k2 no ensaio com So = 100 g/LL =450

e k2 no ensaio com So =150 g/LL =375

o Esat foi estabelecido entre 140-160 (g/L)

As Figuras IV.6.1, IV.6.2 e IV.6.3 a seguir mostram os pontos experimentais € 0s

resultados obtidos nas simula¢des numéricas.

Conclui-se que o modelo de crescimento, consumo de substrato e formagdo de
produtos desenvolvido por ALVES (1993) pode representar bem a cinética do processo
fermentativo por Z. mobilis. Sugere-se um trabalho mais completo envolvendo estimativa
de parametros e analise de sensibilidade desses pardmetros para o desenvolvimento do

modelo.
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Figura IV.6.1 : Concentragdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais (Il ), em funcio
do tempo, para os dados experimentais . As linhas correspondem ao perfil resultante da
simulacdo numérica. Ensaio em regime batelada com alta concentragdo celular inicial

(T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™"; So =50 g/L).
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Figura IV.6.2 : Concentragio de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( Il ) em fun¢do
do tempo, para os dados experimentais . As linhas correspondem ao perfil resultante da
simulagdo numérica. Ensaio em regime batelada com alta concentragdo celular inicial

(T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™"; So = 100 g/L).
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Figura IV.6.3 : Concentragio de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais (M) em fungdo
do tempo, para os dados experimentais . As linhas correspondem ao perfil resultante da
simulagdo numérica. Ensaio em regime batelada com alta concentra¢do celular inicial

(T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min’"; So = 150 g/L).
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IV.7 BIOTRASFORMACAO DE GLUCOSE E FRUTOSE EM ACIDO
GLUCONICO E SORBITOL.

Foi realizado, como conclusdo aos topicos até aqui estudados, um ensaio de
biotransforma¢do com a finalidade de verificar o comportamento da enzima Glucose-
frutose Oxidorredutase na biotransformagdo de glucose e frutose a acido glucdnico e
sorbitol, respectivamente com células de Zymomonas mobilis Z1-81, crescidas em processo
de fermenta¢do com concentragdo inicial de glucose de 150 g/L. Esta condigdo foi a
escolhida por ter apresentado os melhores resultados no indice de floculagdo e nos valores

de atividade especifica em fermentagGes em regime descontinuo.

Para a realizagio deste ensaio, foi utilizada uma solugdo contendo cerca de 28 g/L
de células floculantes de Z. mobilis Z1-81, 300 g/L de glucose e 300 g/L de frutose, num
volume inicial de 300 mL. Estas concentragGes de agicares foram escolhidas baseadas no
trabalho de SILVEIRA et al. (1994), que observaram que concentragdes acima destes
valores inibiam a formagio de etanol e o consumo de gluconato formado quando eram

utilizadas células integras de Z. mobilis num processo de biotransformacio.

A temperatura foi mantida constante em 39 °C e o pH , através da adi¢io de NaOH
14 M, foi mantido em 6,4. Estes valores de temperatura e pH foram estabelecidos como
otimos para a GFOR por ERZINGER et al. (1995) para a linhagem de Z. mobilis CP1.

A Tabela IV.7.1 apresenta os resultados finais dos ensaios de biotransformagéo, e a
Figura IV.7.1 apresenta a cinética do processo de conversdo de glicose e frutose a acido

glucdnico e sorbitol, respectivamente.

Os resultados experimentais obtidos foram bons, pois apresentam conversio de

glucose e frutose a, respectivamente, acido glucdnico e sorbitol da ordem de 97 %.
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As altas conversdes e rendimentos obtidos demonstram a aita eficiéncia e
especificidade do processo de transformagdo de glucose e frutose, embora nio tenha
nenhuma etapa de purificagdo da enzima. A possibilidade de aplicagdo da enzima ndo

purificada (com células) é animadora do ponto de vista da aplicagdo industrial.
Os resultados experimentais encontrados sdo bastante semelhantes aos encontrados

por WIESBECK (1995) e, também, aos encontrados por ERZINGER (1996) que utilizou

linhagem n&o floculante de Z. mobilis.

Tabela IV.7.1 - Resultados gerais obtidos no ensaio de biotransformagéo (T'=39 °C, pH =

6,4).

AG(glL) © 2939
AF (g/L) 296,6
A ag (g/L) 285,3
A sor (g/L) 286,5
Yagc 0;97

Y sorF 0,97
Rag (%0) 98,5
Rsor (%0) 95,6

Pag (2/g.h) 1,3

Psor (8/2h) 1,3

t (h) 10
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Figura IV.7.1 : Variagdo das concentragoes de glucose (B - G), acido gluconico (® - AG),
frutose (® - F) e sorbitol (A - SOR) com o tempo. Ensaio de biotransformagio. Células
provenientes de ensaio com concentragio de glucose de 150 g/L (T=39°C; pH 6,4).
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V. CONCLUSOES

Os estudos mostraram que a elevagdo da velocidade de agitagio de 70 para
250 min' em um curto periodo de tempo (~ 30 segundos) ndo altera de maneira
significativa o grau de floculagdo. Essa metodologia permitiu retiradas de amostras

homogéneas ao longo do tempo, colaborando na obtengdo de dados cinéticos confidveis.

A produtividade em glucose-frutose oxidorredutase (GFOR) ¢é favorecida para
concentragBes iniciais elevadas de células. Esse resultado foi atribuido a um efeito

combinado de menor tempo do processo e de um maior indice de floculagio.

O indice de floculagdo mostrou ser dependente do cisalhamento provocado pela
agitagdo. Ensaios de maior duragio levam a um maior grau de destrui¢do dos agregados

celulares.

Pode-se afirmar que a atividade especifica de GFOR/GL aumenta com o aumento
da concentrag@o inicial de glicose. Porém, para concentragdes de glicose acima de 200 g/L
ha uma drastica queda da atividade global da enzima GFOR, devido a um menor
crescimento celular. ConcentragSes iniciais de glicose acima de 200 g/L também causam

uma drastica diminuig¢do no indice de floculagdo das bactérias.

Nas condigdes de cultivo descontinuo de Z. mobilis conclui-se que a concentragdes
de glicose proximas a 150 g/L levam a uma maior atividade global floculante em GFOR
(em torno de 35,0 U/L).

A produtividade em GFOR nfo varia de maneira substancial para concentragdes
inicias de glicose menores que 150 g/ (2,5 — 2,8 U/(L.h)). Porém, para concentragdes
maiores que 200 g/L a produtividade em GFOR cai drasticamente para 0,16 U/(L.h).

Quando o interesse € no produto etanol, pode-se afirmar que a conversdo de glicose

a etanol ndo varia com a concentrag@o inicial de substrato (0,46 — 0,49 g/g). Porém, a
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produtividadé em etanol apresenta seus valores maximos para concentragdes iniciais de
glicose em torno de 150 g/L, obtendo-se aproximadamente 5 g/(L.h) de etanol. Da mesma
maneira que a produtividade em GFOR, a produtividade em etanol também cai

drasticamente para 0,94 g/(1..h) em concentragGes iniciais de glicose maiores que 200 g/L.

Os resultados demonstram que concentragdes de glicose iniciais maiores que 200
g/L levam a uma grande inibi¢do no crescimento celular e queda na produtividade em
GFOR e etanol. Os ensaios em batelada alimentada conseguem evitar esta inibigdo por
excesso de glicose. Porém, ndo conseguem evitar a inibi¢do do crescimento celular quando

a concentragio de etanol atinge valores superiores a 70 g/L.

Os ensaios em batelada alimentada mostram ainda que se o objetivo for produzir
GFOR e etanol este tipo de condugdo do processo tem vantagens sobre o processo
descontinuo. Porém, se o objetivo for produzir somente GFOR, os valores de produtividade

da fermentac¢do descontinua sdo mais vantajosos.

O desenvolvimento do indculo com agitagdo apresentou melhores resultados que o
indculo estatico. A concentragdo celular obtida no indculo com agitagio foi
aproximadamente trés vezes superior que o sem agitacdo. Além disso, a produtividade em
células foi maior e ndo houve prejuizo do indice de floculagdo. Conclui-se que deve-se

optar por processo de condugio do inéculo com agitagio.

Um resultado interessante € que a concentragdo celular atingida nos ensaios de
desenvolvimento do indculo em frascos agitados foram maiores que em fermentadores com

as mesmas condi¢Oes nutricionais.

Os testes utilizando milhocina e Prodex como substitutos do extrato de levedura
mostraram que estes nutrientes s3o bem assimilados por Z. mobilis, tendo resultados
aceitaveis de produtividade em GFOR e etanol e de indice de floculag3o, sendo assim, uma

alternativa para a produgdo industrial destes produtos.
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O modelo de crescimento, consumo de substrato e formagao de produto utilizado no
trabalho apresenta resultados animadores de previsdo do comportamento cinético do
processo fermentativo. Sugere-se um trabalho mais completo envolvendo estimativa de

parimetros, analise de sensibilidade dos parametros e desenvolvimento do modelo.

Os testes de biotransformagido de glicose e frutose a acido gluconico e sorbitol,
respectivamente, confirmam os resultados da literatura de alta conversdo e especificidade
da enzima GFOR advinda da cepa floculante de Z. mobilis, mesmo esta ndo estando
purificada. Esses resultados confirmam o potencial, especialmente econdmico, de aplicagdo

industrial do processo e coroam os estudos realizados no presente trabalho
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ANEXO A.1 - EFEITO DO TEOR DE INOCULO
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Figura A.1.1 : Concentragdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( @ ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em func¢3o do tempo. Ensaio em regime batelada,

inéculo sem agitacdo (T=30°C; pH 5,5; fregiiéncia do agitador de 70 min™).
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Tabela A.1.1 : Concentragido de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em funcdo do tempo. Ensaio em regime batelada,

inéculo sem agitacgdo. (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xl (g/L) Xf (g/L)

0,00 155,5 0,00 0,070 0,015 0,055
1,50 1561,1 0,52 0,086 0,015 0,071
3,00 150,0 2,00 0,130 0,017 0,113
4,50 144,3 2,71 0,214 0,025 0,189
6,00 137,2 1,93 0,318 0,034 0,284
7,50 120,3 6,57 - 0,327 0,050 0,277
9,00 113,6 10,35 0,575 0,058 0,517
10,50 105,4 14,81 0,597 0,080 0,517
12,00 89,4 20,90 1,039 0,106 0,933
13,50 80,0 27,28 1,270 0,200 1,070
15,00 65,8 33,91 1,486 0,238 1,248
16,50 445 44,05 1,739 0,382 1,357
18,00 25,6 52,66 2,100 0,600 1,500
19,50 5,3 60,87 2,400 0,667 1,733

21,00 0,1 64,26 2,752 0,777 1,975
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Figura A.1.2: Concentracio de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em fun¢fo do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentragio celular inicial (T=30°C; pH 5,5; freqgiiéncia do agitador de 70

min™).
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Tabela A.1.2 : Concentracdo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), c€lulas
livres (X1) e células floculantes (Xf), em funcfio do tempo. Ensaio em regime batelada

com alta concentragdo celular inicial. (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) XI (g/L) Xf (g/L)
0,00 167,6 0,00 0,204 0,046 0,158
2,00 162,4 1,75 0,366 0,037 0,329
4,00 147 1 7,35 0,660 0,096 0,564
6,00 127,4 14,85 0,880 0,175 0,705
8,00 88,7 32,85 1,456 0,225 1,231
10,00 45,0 50,85 2,640 - 0,361 2,280
12,00 9,6 60,75 2,744 0,577 2,167

13,00 0,0 71,95 3,000 0,617 2,380
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Figura A.1.3 : Concentraggo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em funcio do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentra¢do celular inicial (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).



103
ANEXO A.1

Tabela A.1.3 : Concentragio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células livres
(X1) e células floculantes (Xf), em funcfo do tempo. Ensaio em regime batelada com

alta concentraczo celular inicial. (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xl (g/L) Xf (g/L)

0,00 164,8 0,00 0,254 0,016 0,238
2,00 1564,7 2,96 0,410 - 0,020 0,390
4,00 142,9 7,73 0,620 0,040 0,580
6,00 123,8 16,54 0,670 0,070 0,600
8,00 97,3 31,04 1,330 0,120 1,210
10,00 58,0 49,84 1,570 0,200 1,370
12,00 19,0 67,59 2,560 0,380 2,180

14,00 0,8 72,04 2,800 0,440 2,360
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Figura A.1.4 : Concentragio de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células

floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em func¢io do tempo. Ensaio em regime batelada

~ com baixa concentracdo celular inicial (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).
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~ Tabela A.1.4 : Concentragdo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fun¢io do tempo. Ensaio em regime batelada

com baixa concentragdo celular inicial. (T=30°C; pH 5,5, freqiiéncia do agitador de 70

min™).

Tempo (h) S (g/l) P (g/l) Xt (g/l) X1 (g/t) Xf (g/l)
0,00 163,0 0,00 0,061 0,019 0,042
2,00 161,5 0,66 0,090 0,016 0,074
4,00 168,0 1,60 0,170 0,027 0,143
6,00 165,5 2,80 0,260 0,041 0,219
8,00 149,5 4,46 0,360 0,081 0,279
10,00 131,5 8,80 0,560 - 0,104 0,456
12,00 121,0 14,00 0,790 0,136 0,654
14,00 111,5 24,80 1,150 0,203 0,947
16,00 79,5 37,56 - 1,610 0,314 1,296
18,00 37,0 55,90 2,040 0,502 1,638

20,00 3,8 72,08 2,890 0,701 2,189
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Figura A.1.5 : Concentraggo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( M), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em funcio do tempo. Ensaio em regime batelada
com média concentragio celular inicial (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).
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Tabela A.1.5 : Concentracdo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fungfo do tempo. Ensaio em regime batelada

com média concentragio celular inicial. (T=30°C; pH 5,5; freqliéncia do agitador de 70

min™).

Tempo (h) S (g/lL) P(@l)  Xt(glL)  Xi(gL) _ Xf(g/L)
0,00 155,0 . 0,00 0,098 0,015 0,083
2,00 152,0 1,69 0,150 0,016 0,134
4,00 148,6 2,90 0,206 0,027 0,179
6,00 141,3 6,19 0,330 0,055 0,275
8,00 130,8 11,30 0,630 | 0,096 0,534
10,00 115,2 19,50 0,790 0,146 0,644
12,00 92,8 29,90 1,280 0,180 1,100
14,00 61,0 - 49,90 1,750 0,290 1,460
16,00 22,0 67,76 2,180 0,480 1,700

18,00 0,2 77,44 2,760 0,550 2,210
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Figura A.1.6 : Concentraco de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células

floculantes ( >* ) e células livres ( @ ) em fungio do tempo. Ensaio em regime batelada

com alta concentragio celular inicial (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).
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Tabela A.1.6 : Concentracido de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), c€lulas
livres (XI) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio em regime batelada

com alta concentragiio celular inicial. (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70

min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xl (g/L) Xf (g/L)
0,00 145,6 0,00 0,283 0,053 0,230
2,00 1371 1,86 0,330 0,018 0,312
4,00 .1 28,2 6,85 0,490 0,038 0,452
6,00 114,8 11,43 0,770 0,072 0,698
8,00 97,8 20,00 1,210 0,094 1,116
10,00 63,4 38,70 2,170 - 0,124 2,046
12,00 28,1 55,20 3,170 0,227 2,943

14,00 2,3 69,80 2,890 0,380 2,510




ANEXO A.2- EFEITO DA CONCENTRACAO INICIAL DE
SUBSTRATO




ANEXO 4.2 111

Tabela A.2.1 : Resultados gerais dos ensaios realizados para o estudo do efeito da

concentragio inicial de substrato e com alta concentragio celular inicial.

T " AS AP AX:  AXp AX, IF A Agr Agr
(h) eL) (L) (@L) (L) (gL () (Ug @L) (UL)

14 164,0 72,0 2,55 2,12 0,42 84,3 15,18 42,5 35,82
14 1433 69,8 2,61 2,28 0,33 86,8 13,97 40,37 35,06
6,5 45,8 25,2 1,59 1,43 0,11 90,5 9,66 18,35 16,61
99 203,3 93,0 1,55 0,96 0,59 64,2 1446 25,01 16,05

10,7 106,9 49,1 2,51 2,20 0,31 87,8 12,60 34,9 30,64

Tabela A.2.1 (cont.) : Resultados gerais dos ensaios realizados para o estudo do efeito

da concentragio inicial de substrato € com alta concentrag@o celular inicial.

R Yess Yxuss Yxess Yxus  Yacrs  Yacrs P Pacr Pacr
(%) (Ug) (Ug) (¢gLh) (ULh (ULh
) )
92 0,47 0,016 0,013 0,003 0,26 0,22 5,15 3,03 2,56

93 049 0,018 0,016 0,002 0,28 0,24 5,00 2,88 2,50
97 0,49 0,035 0,033 0,002 0,40 036 3,87 2,82 2,56
90 0,46 0,008 0,005 0,003 0,12 0,08 0,94 0,25 0,16

90 0,46 0,023 0,020 0,003 0,32 0,28 4,57 3,24 2,85
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Figura A.2.1 : Concentragio de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em fun¢3o do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentrag¢do celular inicial (So = 50 g/L; T=30°C; pH 5,5; -fregiiéncia do
agitador de 70 min™).
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Tabela A.2.2 : Concentragio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fung3o do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentracdo celular inicial. (So = 50g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do
agitador de 70 min™). |

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) X1 (g/L) Xf (g/L)
0,00 434 0,00 0,305 0,067 0,238
1,00 47,8 1,30 0,360 0,030 0,330
2,00 435 3,40 0,610 0,047 0,563
3,00 35,9 6,20 0,770 0,074 0,696
4,00 28,3 10,90 0,870 0,099 0,771
5,00 14,9 11,45 1,560 0,130 1,430
6,00 1,2 23,26 1,975 0,177 1,798

6,50 0,0 22,70 1,950 0,199 1,751
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Figura A.2.2 : Concentragdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( H ), células
floculantes ( * ) e células livres ( ® ) em fun¢fo do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentragio celular inicial (So = 50 g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do
agitador de 70 min™).
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Tabela A.2.3 : Concentracgo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células livres
(X1) e células floculantes (Xf), em fun¢io do tempo. Ensaio em regime batelada com
alta concentracfio celular inicial. (So = 50g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador
de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) XI (g/L) Xf (g/L)
0,00 458 0,00 0,310 0,072 0,238
1,00 48,0 1,70 0,470 0,035 0,415
2,00 39,3 5,10 0,560 0,071 0,529
3,00 35,3 7,80 0,960 ~ 0,084 0,736
4,00 26,6 12,20 1,080 0,092 1,008
5,00 12,2 18,60 1,430 0,126 1,354
6,00 1,3 23,98 1,980 0,169 1,711

6,50 0,0 25,20 1,900 0,180 1,720
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Figura A.2.3 : Concentrag@o de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( @), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em func@o do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentra¢do de substrato So = 200 g/L; (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do
agitador de 70 min™).
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Tabela A.2.4 : Concentragio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células livres

(X1) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio em regime batelada com

alta concentragdo de substrato So = 200g/L; (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de

70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) X1 (g/L) Xf (g/L)
0,00 212,0 0,00 0,184 0,030 0,154
6,00 212,5 - 0,353 0,030 0,323
12,00 194,3 2,64 0,434 0,040 0,394
23,50 208,5 . 0,353 0,050 0,303
28,50 186,4 4,70 0,350 0,050 0,300
34,66 195,0 ; 0,350 0,060 0,290
40,00 196,5 . 0,350 0,070 0,280
47,66 190,3 5,66 0,370 0,100 0,270
50,75 176,8 . 0,410 0,140 0,270
54,00 167,1 30,78 0,710 0,220 0,490
58,00 152,3 - 1,000 0,340 0,660
62,00 137,0 50,44 1,440 0,410 1,030
66,50 101,0 67,38 1,780 0,470 1,310
72,00 51,5 76,77 1,770 0,470 1,300
77,50 41,6 82,38 1,640 0,480 1,160
81,50 31,6 85,47 1,560 0,520 1,040
95,50 12,5 88,45 1,680 0,580 1,100
99,00 8,7 92,99 1,730 0,620 1,110

- - Nio foram coletadas as amostras para Etanol.
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Figura A.2.4 : Concentragdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em fung¢io do tempo. Ensaio em regime batelada
com alta concentragio celular inicial (So = 100 g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do
agitador de 70 min™).
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Tabela A.2.5 : Concentra¢do de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células

livres (X1) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio em regime batelada

com alta concentragdo celular inicial; (So = 100g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do

agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xi (g/l) Xf (g/L)
0,00 106,9 0,00 0,264 0,031 0,233
1,00 104,1 0,73 0,362 0,019 0,343
2,00 99,9 1,81 0,464 0,029 0,435
3,00 98,4 2,04 0,579 0,052 0,527
4,00 93,5 5,51 0,728 0,080 0,648
5,00 80,0 8,84 0,828 0,107 0,721
6,00 75,5 14,21 1,002 0,130 0,962
7,00 60,0 20,07 1,350 0,159 1,191
8,25 37,4 31,11 2,070 0,168 1,902
9,00 22,0 37,21 2,230 0,220 2,010
10,00 3,2 47,65 2,690 0,310 2,380
10,75 0,0 49,09 2,770 0,338 2,432




ANEXO A.3—- DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE
CULTIVO DO INOCULO
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Tabela A.3.1 : Concentragdo de glucose e de células totais nos ensaios 1 € 2 para a

determinagdo do processo-de cultivo de indculo.

Tempo Glucose 1 Glucose 2 XT 1 XT 2
0,0 107,0 108
2,0 106,0 106,2 0,25 0,16
3,5 102,1 0,26
4,3 105,6 0,29
55 98,6 - 0,42
6,3 97,4 | 0,56
7,5 94,2 0,70
8,5 84,5 1,05
9,5 78,2 1,00
10,8 ] 60,37 2,03
11,5 55,2 » 1,80
12,6 24.9 3,03
13,5 14,6 3,10
14,5 0 4,1
15,0 0,0 3,84




ANEXO A.4 - ALTERNATIVAS ECONOMICAS DE PRODUCAO
DA ENZIMA GFOR
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Figura A.4.1: Concentragdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em func&o do tempo. Ensaio em regime batelada,
ensaio com meio de crescimento alternativo, 6,0 g/l de Prodex; (T=30°C; pH 5,5;

freqiiéncia do agitador de 70 min™).
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Tabela A.4.1 : Concentracio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), c€lulas
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio em regime batelada
com meio de crescimento alternativo, 6,0 g/LL de PRODEX; (T=30°C; pH 5,5;

freqiiéncia do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (/L) X1 (g/L) Xf (g/L)
0,00 156,0 0,00 0,267 0,019 0,248
1,50 1445 1,23 0,330 0,016 0,314
3,00 143,7 2,92 0,560 0,025 0,535
4,50 126,5 4,72 0,700 0,041 0,659
6,00 137,7 9,40 0,840 0,064 0,776
7,50 119,7 15,04 1,120 0,082 1,038
9,00 106,3 22,77 1,380 0,105 1,275
10,50 78,1 32,41 1,730 0,135 1,595
12,00 61,4 44,23 2,040 0,195 1,845
13,50 32,3 48,62 2,400 0,337 2,063

16,00 2,0 70,58 2,680 0,577 2,103
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Figura A.4.2: Concentracdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
~ floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em fungio do tempo. Ensaio em regime batelada,
ensaio com meio alternativo de crescimento, milhocina 17,5 g/L; (T=30°C; pH 5,5;

freqiiéncia do agitador de 70 min™).
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Tabela A.4.2 : Concentragio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células

livres (X1) e células floculantes (Xf), em fung@o do tempo. Ensaio em regime batelada

com meio de crescimento alternativo, Milhocina 17,5 g/L; (T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia

do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (/L) Xt (g/L) XI (g/L) Xf (g/L)
0,00 173,0 0,00 0,160 0,033 0,127
2,00 171,1 1,52 0,252 0,034 0,218
4,00 164,7 3,67 0,418 0,057 0,361
5,50 136,5 5,89 0,479 0,100 0,379
7,00 148,7 10,45 0,790 0,158 0,632
8,50 129,1 15,77 1,080 0,190 0,890
10,00 115,6 24,14 1,510 0,250 1,260
11,50 92,4 34,62 1,780 0,360 1,420
13,00 63,2 4548 2,430 0,510 1,920
14,50 27.9 61,19 3,040 0,720 2,320
16,50 0,0 74,52 3,200 0,880 2,320
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Figura V.4.3 : Concentracdo de glucose ( ¢ ), etanol ( A ), células totais ( B ), células
floculantes ( * ) e células livres ( @ ) em fungdo do tempo. Ensaio em regime batelada,
ensaio com meio alternativo de crescimento, milhocina 20 g/L; (T=30°C; pH 5,5;

freqiiéncia do agitador de 70 min™).
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Tabela A.4.3 : Concentraciio de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), cé€lulas

livres (X1) e células floculantes (Xf), em fun¢dio do tempo. Ensaio em regime batelada

com meio de crescimento alternativo, Milhocina 20,0 g/L; (T=30°C; pH 5,5; freqgiiéncia

do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xl (g/L) Xf (g/L)
0,00 158,1 0,00 0,233 0,071 0,162
1,50 159,1 2,91 0,313 0,035 0,278
3,00 145,6 442 0,480 0,053 0,427
4,50 149,9 7,63 0,690 0,083 0,607
6,00 133,4 12,71 0,840 0,160 0,680
7,50 117,7 19,64 1,100 0,210 0,890
9,00 94,5 27,91 1,510 0,280 1,230
10,50 77,9 - 39,49 1,980 0,370 1,610
12,00 36,8 45,42 2,310 0,510 1,800
14,50 0,2 69,09 2,980 0,714 2,266




ANEXO A.5 - ENSAIOS EM REGIME DE BATELADA
ALIMENTADA
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Tabela A.5.1 : Concentragdo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio 1 em regime batelada

alimentada; (So=150 g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) Xi (g/L) XF (g/L)
0,00 156,0 0,00 0,290 0,038 0,252
2,00 152,3 1,71 0,350 0,040 0,310
4,00 134,4 5,33 0,450 0,047 0,403
5,50 136,2 9,84 0,690 0,082 0,608
7,00 101,0 14,60 0,800 0,108 0,692
8,50 1134 22,41 0,950 0,131 0,819
10,00 80,0 31,67 1,210 0,168 1,042
11,50 97,5 41,05 1,630 0,207 1,423
13,00 102,7 49,93 2,080 0,259 1,821
14,50 87,2 63,15 2,470 0,356 2,114
16,00 64,7 72,51 2,800 0,460 2,340
17,50 50,6 81,54 2,800 0,497 2,303
20,50 27,7 91,30 2,800 0,495 2,305
22,50 19,0 95,04 2,800 0,495 2,305
24,50 13,7 97,25 2,800 0,495 2,305

30,00 3,1 101,57 2,800 0,530 2,270
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Tabela A.5.2 - Concentragdo de glucose (S), etanol (P), células totais (Xt), células
livres (X1) e células floculantes (Xf), em fungdo do tempo. Ensaio 2 em regime batelada

alimentada; (So=150 g/L; T=30°C; pH 5,5; freqiiéncia do agitador de 70 min™).

Tempo (h) S (g/L) P (g/L) Xt (g/L) XI (g/L) Xf (g/L)
0,00 153,6 0,00 0,270 0,030 0,240
2,00 150,2 1,15 0,340 0,038 0,302
4,00 144,0 3,66 0,410 0,045 0,365
5,50 139,0 7,11 0,530 0,080 0,450
7,50 120,0 15,42 0,720 0,120 0,600
9,00 101,5 22,49 1,140 0,160 0,980
10,50 96,1 31,42 1,620 0,190 1,430
12,00 99,6 40,11 1,910 0,270 1,640
13,50 99,4 48,75 2,220 0,330 1,890
15,00 84,6 60,59 2,650 0410 2,240
18,25 65,4 79,36 2,900 0,600 2,300
20,50 36,0 87,34 2,920 0,620 2,300
23,50 23,3 93,21 2,920 0,620 2,300
27,33 11,8 96,74 2,920 0,620 2,300

30,50 59 99,73 2,920 0,620 2,300




ANEXO A.6 - BIOTRANSFORMACAO DE GLUCOSE E FRUTOSE
EM ACIDO GLUCONICO E SORBITOL
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Tabela A.6.1 : Resultados gerais do ensaio de biotransformagao.

Tempo (h) Glucose (g/L) Frutose (g/L) Sorbitol (g/L)  Ac. Gluc. (g/L)

0,10 295,60 296,60 5,62 . 547
0,25 13,58
0,50 253,00 252,40 42,09 36,50
0,75 58,63
1,00 187,00 187,60 84,00 80,83
1,25 101,48
1,50 158,20 161,00 117,94 120,68
1,75 | 137,80
2,00 124,10 126,70 149,29 153,70
2,50 92,80 94,90 175,00 181,48
3,00 75,00 76,70 202,00 203,99
350 . 223,67
4,00 37,40 36,80 236,00 239,59
4,50 253,82
5,00 17,50 17,00 265,00 262,50
5,50 v 269,89
6,00 6,80 5,90 27800 276,04
6,50 279,36
7,00 3,20 1,40 281,56
7,50 283,21
8,00 2,12 0,00 286,00 284,30
8,50 284,84
9,00 1,96 0,00 287,00 285,39
9,50 285,39

10,00 1,70 0,00 288,00 285,39




