Fermentagao continua usando baixa concentracao de agucar da cana e
Zymomonas mobilis CP4 para producio de etanol

Continuous fermentation using low concentration of sugar cane and
Zymomonas mobilis CP4 for ethanol production
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Resumo: Efeito da taxa de diluigdo na fermentacdo continua de 20g de sacarose/L e Z. mobilis CP4 foi estudada
para produgdo de etanol a 28°C + 1, sem controle de pH. Quatro taxas de diluigées foram comparadas: 0.045; 0.14;
0.23 e 0.34 h™'. Nas taxas de diluigdes 0.045; 0.14 e 0.23 h"' foram produzidos 9,4 g/L de etanol e na taxa de diluicdo
de 0.34 h'foi produzido 8,8 g/L. A eficiéncia de conversado para etanol foram de 91% nas taxas de diluicdes de 0.045;
0.14 e 0. 23 h*. Na taxa de diiuicdo de 0.34 h™' a eficiéncia da converséo foi de 85%.
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Abstract: Effect of dilution rate in continuous fermentation of 20g sucrose/L and Z. mobilis CP4 was studied for
ethanol production at 28°C + 1, without pH control. Four dilution rates were compared: 0.045; 0.14; 0.23 and 0.34 h™'.
In dilution rates 0.045; 0.14 and 0.23 h”" were produced 9,4g/L of ethanol and in dilution rate 0.34 h*' was produced 8,8
g/L. Ethanol conversion efficiency were of 91% in dilution rates 0.045; 0.14 and 0. 23 h™'. In dilution rate 0.34 h' the

conversion efficiency was of 85%.
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1 Introducao

Z. mobilis CP4 foi isolada por Gongalves de Lima

et al. (1970) de uma bebida fermentada, chamada
IQCaImente no Pernambuco de “caldo de cana picado”.
E uma bactéria obrigatoriamente fermentativa, que usa

exclusivamente a via de Entner-Doudoroff. Produz

pouca biomassa mas possui elevada taxa de conversao
do aglcar para etanol (FALCAO DE MORAIS, 1993).
Utiliza como substratos somente frutose, glicose e
sacarose (BUCHHOLZ et al., 1987). Segundo Cruz e
Borzani (1980) e Buzato (1994) a utilizacdo maxima
do agucar e a maior producao de etanol com Z. mobilis
ocorre na fermentacao da glicose. Com a sacarose a
producéo fica comprometida pela formacao de
subprodutos como a levana e o sorbitol (BUZATO, 1994;
ROGERS et al., 1982).

As matérias-primas mais usadas para a obtengao
da sacarose sdo beterraba sacarina nos paises
nérdicos e a cana-de-aglicar nos paises tropicais.
Alguns estudos foram desenvolvidos com o caldo e
melaco da cana para produgéo de etanol (DIEZ;
YOKOYA, 1996a; TANO et al., 2000).

No Brasil, a fermentacao continua destacou-se
ap6s 1940. Mas nao € um sistema operante na
indUstria do alcool. O interesse pelo sistema foi

retomado nos Ultimos anos como alternativa para se
reduzir os custos da produgao de etanol (BUZATO,
1994; DIEZ; YOKOYA, 1996a). Na fermentacéo continua
séo restritos os estudos conduzidos com Z. mobilis
em concentracao limitante de substrato.

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da
taxa de diluicao na fermentagao da sacarose da cana
com Z. mobilis CP4 para a producao de etanol.

2 Materiais e Métodos

Microrganismo- manutencgao e reativagao: Z.
mobilis CP4 var. recifensis. Meio de manutencéo (g/
%)(plv): sacarose 15, extrato de levedura 1, KH PO,
0,2; (NH,),SO, 0,1; MgSO,.7H,0 0,05. Apos

mantida a 4°C e reativada mensalmente.

Preparagdo do inéculo: Foram feitas pré-
reativacéo e reativacao de células (12 e 18 horas).
Apés, foram semeadas na superficie de meio sélido
(meio de manutencéo + 2,5% de agar) e incubada a
28°C até crescimento. O in6culo foi preparado pela
transferéncia aleatoria de colénias isoladas do meio
sélido para 4 tubos de ensaio contendo 10 ml do meio
de fermentacgao (28°C + 1 por 20 horas) e introduzidos
no frasco fermentador.
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Meio de fermentacgéao (g/%) (p/v) — volume total
de 20 Litros: Sacarose da cana (agUcar cristalizado)
2; Extrato de levedura 0,5; KH,PO, 0,1; (NH,),SO,
0,1; MgSO,.7H,0 0,05.

Conducéao da fermentacao: Z. mobilis foi
inoculada no frasco fermentador com capacidade de
0,5L e 0,3L de volume de trabalho. Apés atingir
consideravel turvacdo o sistema foi iniciado sob
agitacao branda e controle de temperatura em 28°C +
1. O fluxo continuo do meio variou de acordo com as
seguintes taxas de diluicbes (D): 0.045; 0.14; 0.23 e
0.34 h-', sem controle do pH. O acompanhamento do
processo foi feito por coletas de amostras para analise
de biomassa (absorbancia em 605 nm contra agua
destilada), etanol por cromatografia gasosa e aclicares
redutores (AR). O aclcar redutor total (ART) foi dosado
como AR segundo Somogyi-Nelson, em 540 nm,
adaptado por Amorim et al. (1982). A dosagem de
levana precipitavel pelo etanol a 75% foi realizada no
caldo sobrenadante como AR por Somogyi-Nelson
(1945), em 540nm. A Eficiéncia de Conversao (%) foi
dada pela formula: EC=100.[Etanol]: (0,511.
concentracao de sacarose).

3 Resultados e Discussao

O desempenho de Z. mobilis CP4 para producéo
de etanol foram comparativamente estudados nas
diferentes D da fermentagao continua de 20,3 g de
sacarose/L. A baixa concentragdo de sacarose foi
escolhida para evitar a inibicao celular pela acao da
osmolaridade. Foram comparadas quatro D diferentes,
em ordem crescente: 0.045; 0.14; 0.23 e 0.34 h-".

Na Tabela 1 sdo mostrados os parametros da
fermentacdo da sacarose, as producdes e os
coeficientes de rendimentos em biomassa (Yx/s) e
etanol (Yp/s) obtidos nas diferentes D.

A biomassa produzida na D= 0.045 h™" foi de 0,3
g/L e nas D= 0.14; 0.23 e 0.34 h™! produziram-se 0,5
g/L. Com microrganismo fermentador como a Z.
mobilis pode ocorrer crescimento desacoplado, isto
€, a biomassa e a produgao de etanol podem estar
desacoplados (Figura 1). As biomassas produzidas
foram compativeis aos descritos por outros autores
(BUZATO, 1994; GARRO et al., 1995). Garro et al. (1995)
utilizaram 20 g de glicose/L e Z. mobilis mobilis PRO
910, em bateladas.

Tabela 1 — Parametros cinéticos da fermentagao continua da sacarose da cana (20,3 g/L) por Z. mobilis CP4,
dos estados estacionarios de diferentes taxas de diluigdes, a 28°C +1.

Parametros Taxa de diluicéo (h _1)

cinéticos 0.045 0.14 0.23 0.34
ART cons (g/L) 19,3 18,7 18,3 18,0
ART res (g/L) 0,6 0,8 0,9 1,2
Biomassa (g/L) 0,3 0,5 0,5 0,5
Etanol (g/L) 9,4 9,4 9,4 8,8
Levana (g/L) ND' bc be bc
Yp/s (9/9) 0,49 0,50 0,50 0,48
Yx/s (9/9) 0,015 0,027 0,027 0,028
EC (%) 91 91 9N 85

(*) ND=nao detectado; bc = baixissima concentracéo.

A taxa de crescimento especifico deste trabalho
foi de 0,29 h™'. Este valor foi igual ao obtido por King e
Hossain (1982) com Z. mobilis ATCC 10988 em
glicose a 34°C. A 30°C obtiveram 0,17 h™'.

O ART consumido foi seqliencialmente de 19,3;
18,7; 18,3 e 18 g/L que representam um consumo de
95; 92; 90 e 89% nas D=0.045; 0.14;0.23 e 0.34 h",
respectivamente. Houve um decréscimo no consumo
quando as D aumentaram.
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As produgdes de etanol nas D= 0.045; 0.14 e
0.23 h' foram de 9,4 g/L e na D=0,.34 h”" foi de 8,8
g/L (Tabela 1 e Figura 1). Buzato (1994) conduziu seu

estudo em condicBes semelhantes (cepa e D), em

SIUCO € cOEs Sef esieepa e ),

35°C, utilizando sacarose, frutose e glicose ao redor
de 20 g/L. Na fermentacgdo da sacarose as produgdes
de etanol obtidas foram de 8,5 g/L e 6,1 g/L. Na
fermentacéo da glicose as produgdes foram de 9,4 g/
L e7,1g/L. Nafermentagéo da frutose as produgdes
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foram de 9,2 g/L e 6,7 g/L. Neste trabalho a
producéo de etanol obtida da sacarose foi compativel
com a produgao obtida da glicose.

Os rendimentos em etanol nas D=0.14 e 0.23 h"
foram de 0,50. Na D= 0.045 e 0.34 h"'foi de 0,49 e
0,48, respectivamente. Os rendimentos foram compa-
tiveis com os resultados de varios autores utilizando
a glicose e Z. mobilis CP4 na fermentagéo continua
(BORREGO et al., 1988; BUZATO, 1994).

Figura 1 — Parametros cinéticos (g/L): Etanol, ART
residual e Biomassa, dos estados estacionarios em
diferentes taxas de diluigbes, na fermentagao continua
da sacarose (20,3 g/L) por Z. mobilis CP4 a28°C + 1.
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A eficiéncia de conversado (EC) foi de 91% nas
D=0.045;0.14 e 0.23 h"'. NaD=0.34 h"'a EC diminuiu
para 85% (Tabela 1). Quando Buzato (1994) utilizou
sacarose as EC foram de 79% e 57%; com a glicose
foram de 94% e 71% e com a frutose foram de 90% e
66%. Na ultima D deste trabalho a EC foi 28% maior
do que a obtida por Buzato (1994) com a sacarose
em D=0.35 h"'. Obtivemos aqui com a sacarose uma
EC equivalente ao do uso da frutose. Buchholz et al.
(1987) apresentaram como EC de aglcar para etanol
de 96% para Z. mobilis com temperatura 6tima de
25-30°C.

Como informacao adicional foram necessarias 102
horas para se atingir o estado estacionario na D= 0.045
h-, indicando o periodo de adaptacao celular ao meio,
sugerindo baixa disponibilidade de nutrientes. Refor-
cando esta idéia, Rogers et al. (1982) utilizaram alta
concentracao de sacarose na fermentacéo continua
e ndo detectaram agucar em D menor que 0.1 h'.

Levana so6 foi detectada em baixissimas quanti-
dades. Estes resultados vém de encontro com varios
autores que concluiram que na limitacéo da fonte de
carbono nao observaram a formacgéo de subprodutos
(9; 18). Em contraste, Buzato (1994) teve producéo
de 2 g/L de levana nas D=0.32 e 0.35 h"' e observou
a existéncia de 1,5 e 4 g/L de ART residuais nestas

mesmas D respectivas.

Paradoxalmente, Crittenden e Doelle (1994) e
posteriormente, Ananthalakshmy e Gunaseka (1999)
a hidrolise da sacarose, esteve em niveis baixos.
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Neste trabalho podemos concluir que a fermenta-
¢ao de 20,3 g/L de sacarose da cana por Z. mobilis
CP4 nas D=0.045;0.14 € 0.23 h' foram equivalentes
para a produgéo de etanol. Ressaltando a observacao
da dificil estabilizacdo da biomassa ocorrida na
D=0,045 h-'. A D=0.34 h' foi a menos eficiente na
producéo de etanol.

Obtivemos aqui com a sacarose e Z. mobilis CP4
uma producao de etanol equivalente aos parametros
descritos com a utilizacao da glicose e frutose.
Indicando-se que a bactéria pode atingir um bom
desempenho metabdlico, para a producéo de etanol,
com a sacarose da cana.
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