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Resumo

Devido as constantes variaces do petroleo e da continua preocupagdo com as emissdes de
gases que agravam o efeito estufa, o0 mundo tem buscado novas alternativas energéticas
vindas de fontes renovaveis. Uma dessas alternativas € o etanol, que € produzido, com auxilio
de microrganismos, a partir da conversdo de aglcares. O seu uso € muito interessante para a
substituicdo dos combustiveis de origem féssil e produtos petroquimicos. No Brasil o
processo para obtencdo do alcool etilico é realizado através da fermentacdo empregando-se
leveduras, sendo a Saccharomyces cerevisiae 0 microrganismo de escolha das industrias
sucroalcooleiras. Contudo, a bactéria Zymomonas mobilis tem despertado grande interesse,
por seu metabolismo peculiar e por suas caracteristicas no processo fermentativo para a
producdo de etanol. A bactéria Zymomonas mobilis € Gram-negativa, ndo esporulante e
movel, anaerdbia facultativa, sendo que, algumas linhagens sdo obrigatoriamente anaerdbias.
Essa bactéria na presenca de carboidratos simples é capaz de produzir cerca de 1,9 mol de
etanol por mol de glicose, com velocidade trés a quatro vezes maior que Saccharomyces
cerevisiae. Porém, esse rendimento diminui quando é utilizada a sacarose, um dissacarideo,
como fonte de carboidrato. Alguns autores associam essa diminuicdo com a formacdo de
subprodutos. Estudos devem ser realizados procurando compreender melhor as caracteristicas
fisioldgicas desse microrganismo, de forma a regular a sintese de etanol e, assim, a bactéria
Zymomonas mobilis poderia se tornar uma alternativa muito interessante para a producéo

industrial de etanol.
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Abstract

Due to the constant fluctuations of petroleum and the unremitting concerns over gas
emissions that exacerbate the greenhouse effect, the world has pursued new energetic
alternatives arising from renewable resources. One of those energy resources is ethanol,
which is produced with the aid of microorganisms from the conversion of sugars. Its use is
very attractive for the replacement of fossil fuels and petrochemicals. In Brazil, the process
for obtaining ethyl alcohol is accomplished by the yeast fermentation and Saccharomyces
cerevisiae is the chosen organism for the sugar and alcohol industries. Yet, the bacterium
Zymomonas mobilis has attracted increased interest both for its unique metabolism and for its
characteristics in the fermentation process for the production of ethanol. Zymomonas mobilis
is a gramnegative facultative anaerobic bacterium, non spore-forming and movable, and
some strains are necessarily anaerobic. This bacterium in the presence of simple
carbohydrates is capable of producing approximately 1.9 mol of ethanol per mol of glucose,
at a rate of 3 to 4 times greater than Saccharomyces cerevisiae. However, this efficiency
decreases when using a disaccharide named sucrose as a source of carbohydrate. Some
researchers associate this decrease with the byproducts formation. Therefore, studies should
be carried out in order to better understand the physiological characteristics of that
microorganism with a focus at regulating the synthesis of ethanol and, thus, the bacterium
Zymomonas mobilis could become a very interesting alternative for the industrial production

of ethanol.

Keywords: microorganisms, fermentation, sugar e subproducts.

Introducéo

Com a crise mundial do petréleo na década de 70, os paises foram forcados a buscarem novas
fontes sustentaveis de matéria-prima para fins energéticos, na tentativa de diminuir a
dependéncia do petrdleo estrangeiro. A criacio do Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL) foi uma das saidas encontradas pelo Brasil para reduzir a dependéncia do
petréleo em nossa matriz energética. O programa incentivou o aperfeicoamento dos processos
industriais existentes na época que envolvia a producdo do etanol etilico (VEIGA FILHO e
RAMOS, 2006).
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Para a fermentacdo e obtencdo do etanol, pode-se empregar a levedura Saccharomyces
cerevisiae ou outras células microbianas, como as células do procarioto Zymomonas mobilis
(ABUD, 2005; SILVA, et al., 2010). Em comparacdo com a levedura, Z. mobilis apresenta
via metabdlica e condicdes de crescimento mais simples. A desvantagem de seu uso na
fermentagdo € devido a faixa de substratos que este microrganismo pode utilizar, se
restringindo a glicose, frutose e sacarose (MALVESSI, 2008). Além disto, ela pode propiciar
baixo rendimento de etanol quando o meio for rico em sacarose, favorecendo a formacao de
metabolitos secundarios indesejaveis, como sorbitol, levana, acido acético e pequenas fragdes
de alcodis superiores (TANO e BUZATO, 2003; ALEGRE e WENDT, 2005).

Com o avango das pesquisas e incentivos a busca de novos microrganismos, ou modificacfes
destes pelo uso das ferramentas da biologia molecular, é questdo de tempo para que avancos
relacionados a obtencéo de maiores quantidades em volume de etanol sejam alcancados.

Revisado da literatura

Em primeiro de junho de mil novecentos e trinta e trés, através do Decreto do Governo
Federal de n° 22789, foi criado o Instituto do Alcool e do Actcar (IAA) com o intuito
primordial de melhorar as condi¢cBes da agroindistria acucareira nacional da época,
resolvendo os problemas da producdo excedente do acutcar e fomento do alcool combustivel
que era um entrave ao crescimento do setor agroindustrial. Para que essa meta fosse
alcancada, o governo incentivou a modernizacdo do setor sucroalcooleiro e a estabilizacdo dos
precos do acucar (FERREIRA JR e HESPANHOL, 2006).

Na década de 70, houve outro grande incentivo a modernizacdo do setor sucroalcooleiro,
porém desta vez ela foi voltada a producao do etanol combustivel devido a ocorréncia da crise
mundial do petréleo e a cogitagdo do risco eminente do esgotamento das fontes desse
combustivel ndo-renovavel, prejudicando o suprimento mundial de petrdleo. Isto forcou os
paises a buscarem novas fontes de matéria-prima para fins energéticos, com o intuito de
reduzir a dependéncia do petréleo importado dos paises arabes. Neste periodo, com a criacao
do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), o Brasil encontrou a saida para a redugo
da dependéncia do petroleo estrangeiro ao explorar e aperfeicoar os processos que envolviam
a obtencdo do etanol advindo da fermentacdo alcodlica do caldo extraido da cana-de-agucar
(TANO e BUZATO, 2001; CASOTTI et al., 2007; FLEXOR, 2007; FONSECA e BRAGA,

2008). Desde entdo, o pais desenvolveu suas técnicas agrondmicas e industriais referente a
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cultura de cana-de-acUcar, sempre aprimorando a qualidade do produto final: aglcar ou etanol
(LORA, 2008; SANTOS, 2010).

Mercado do Etanol

Atualmente, o mercado do etanol combustivel sofre incentivos devido as inovagdes das
tecnologias do motor flex, que permitiram o uso de etanol, gasolina ou mistura dos dois
combustiveis em qualquer proporcdo nos motores de milhdes de carros em todo Brasil. Em
2011 a Unido da Industria de Cana-de-Aclcar (UNICA), publicou que o Grupo Magneti
Marelli desenvolveu uma tecnologia inovadora que consiste em um sistema multicombustivel
direcionado ao setor aeronautico, permitindo que este setor tenha os mesmos beneficios

alcancados por 50% da frota leve de veiculos do pais.

Recentemente, o Brasil comecou a investir em pesquisas voltadas ao etanol de segunda
geracdo, aquele que é extraido da celulose. O Brasil possui vantagens comparativas na corrida
pelo desenvolvimento do etanol de segunda geragdo, mesmo que este tipo de pesquisa ainda
seja muito novo por aqui, pois possuimos enorme disponibilidade de matéria-prima barata,
que é o bagaco pré-colhido, além de termos uma infraestrutura muito bem estabelecida na
producdo de etanol. O governo brasileiro busca ampliar a quantidade de etanol fabricada sem
aumentar a area de plantio, 0 que aumentaria a competitividade do etanol de cana. Estudos
realizados pelo Projeto Bioetanol, uma rede de pesquisa financiada pelo governo federal,
concluiu que uma destilaria produz hoje 1 milh&do de litros de etanol por dia do caldo oriundo
da extracdo da cana-de-acUcar e, com o adicional estimado pelo rendimento da tecnologia de

hidrélise, seria acrescentado mais 150 mil litros de etanol do bagaco (MARQUES, 2009).

Metabolismo e caracteristicas da levedura Saccharomyces cerevisiae

O microrganismo normalmente empregado em grande escala na industria para a realizacéo da
fermentacdo, tanto do mosto de cana-de-agucar, mosto de uva e fermentacdo de pées é a
levedura ascomicética gemulante, Saccharomyces cerevisiae (MAMEDE e PASTORE, 2004;
KUYPER et al., 2005; RAVANELLI et al., 2006). Suas células sdo elipticas, medindo entre 6 a
8 mm de comprimento por 5 um de largura (CARVALHO et al., 2006), podendo apresentar
tanto reproducdo assexuada quanto sexuada. A forma de reproducdo assexuada é realizada

através da gemulacdo (brotamento). A nova célula brota e ocasiona uma protuberancia na
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levedura-mée e apos atingir certo tamanho, esse broto se desprende da mée. Uma célula
madura, durante sua vida, gera em média 24 células-filhas. Outra forma de reproducdo é a
esporulacdo, isso ocorre sexuadamente formando um organismo diploide a partir da fuséo de
duas células haploides de Mating Type oposto (Mat a e Mat «). O dipldide gerado em meio
com baixo nivel de nutrientes esporula e gera quatro esporos (tétrade), permitindo estudos
sobre combinagfes genéticas, mutacdes e selecdo (FRIGIERI, 2007).

A fermentacdo alcodlica, do ponto de vista bioquimico, é o processo que envolve a
fermentacdo das moléculas de acucares glicose e frutose em uma via catabdlica localizada no
interior das células microbianas até a formacdo de etanol e CO, com liberacdo de energia
térmica. A via central do catabolismo da glicose € a glicélise, gerando como produto final o
piruvato que pode seguir para 0 processo de respiragdo ou para outras vias metabdlicas como
a da fermentacdo alcodlica e lactica (LEHNINGER, 2002).

As leveduras produzem etanol a partir do piruvato em duas etapas. Na primeira etapa, ocorre a
descarboxilacdo e formacdo de acetaldeido e CO,, reacéo esta catalisada pela enzima piruvato
descarboxilase (E.C. 4.1.1.1) e, na segunda etapa, o acetaldeido é reduzido a etanol pela
enzima alcool desidrogenase (E.C. 1.1.1.1). A enzima alcool desidrogenase, em principio,
pode catalisar a reacdo em duas direcdes, pois ela é codificada por dois genes e as enzimas
por eles codificadas recebem o nome de ADH1 e ADH2. A sintese de etanol é realizada pela
ADH1 e, somente no caso do esgotamento da glicose disponivel no meio, ocorrera a
transcricdo do gene da ADH2 que oxidara o etanol do meio convertendo-o a acetaldeido. O
acetaldeido é entdo convertido a acetato seguindo para o ciclo do acido citrico, conforme
visualizado na Figura 1 (SILVA et al., 2000; CUNHA, 2004; FRAGIORGE, 2006; SOUZA,
2006).
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Figura 1. Representacdo esquematica da fermentacdo e da respiracdo. As vias ativas quando
ocorre 0 esgotamento da glicose estdo representadas pelas setas pontilhadas (oxidacdo do
etanol), seguindo posteriormente para a via respiratéria. Note que existe duas alcool
desidrogenases (1 e 2), codificadas por genes diferentes (em italico). Todas as enzimas da via
estdo sublinhadas (CUNHA, 2004, p. 5, adaptado).

Vantagens e desvantagens do uso de S. cerevisiae

As linhagens de leveduras foram sendo selecionadas conforme as caracteristicas desejaveis do
processo e produto final. Produtividade, eficiéncia da fermentacdo do caldo extraido da cana-
de-agUcar, tolerdncia ao etanol e temperatura, resisténcia a altas concentracdes de agucares,
floculagdo, producdo de certos componentes aromatizantes de bebidas e capacidade de
produzir metabdlitos anti-contaminantes s&o fatores importantes de se observar em uma
levedura (RIBEIRO e HORII, 1999).

S. cerevisiae e considerado um microrganismo modelo, biologicamente conhecido e de facil
manipulagdo. Do ponto de vista cientifico, estas caracteristicas o tornam excelente para
estudos experimentais na elaboracdo de cepas melhoradas. Como exemplo, pode-se citar a
possibilidade do isolamento de novas proteinas e a posterior caracterizacdo quanto a sua
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funcionalidade com a ajuda de andlises que envolvem a abordagem conhecida como
bioinformatica (SAFFI et al., 2001; QUEIROZ, 2002; PROSDOCIMI, 2007). Quanto as
vantagens de manipulacéo, ele € muito empregado em diversos setores por atribuicdes como
ser unicelular (diferente de outros eucariotos que sao mais complexos), crescimento em meio
definido o que favorece um completo controle sobre interferéncias fisicas e quimicas do
ambiente além de possuir ciclo de vida ideal para a genética classica, fator este que
possibilitou a construcdo de um mapa detalhado do conjunto hapldide de seus 16
cromossomos (BUSSO, 2010).

Por ser muito bem estudada e caracterizada, S. cerevisiae é usada também como modelo nas
industrias durante a fabricacdo de etanol. No processo de moagem da cana-de-acUcar alguns
cuidados devem ser tomados quanto a qualidade da matéria-prima, uma vez que a incidéncia
de microrganismos provenientes do campo é muito alta e de dificil controle, pois estes
sobrevivem ao processamento da cana e dos demais processos do tratamento e preparo do
caldo extraido. Os fatores que permitem o desenvolvimento da levedura, bem como o de
microrganismos contaminantes, s8o a presenca de teores de nutrientes organicos e
inorganicos, alta atividade de &gua, pH, além da temperatura em que ocorre o processo de
fermentacao propriamente dito (CHERUBIN, 2003).

Durante o processo de fermentagdo, ocorre a inversdo da sacarose aumentando a pressdo
osmotica sofrida pela levedura, fazendo com que ela deixe de produzir etanol e passe a
produzir glicerol, o que interfere negativamente no rendimento de obtencéo do etanol no final

do processo fermentativo (DARE, 2008). A inversio da sacarose pode ser visualizada na FIG.

1 CH 2—0H H“Hz
HOCH; & 0. CHOH
H H,0 H /4y H
PRu Ho J° N 3 OH H + H HO
CH,OH™ HO OH H OH
m— ¢ invertase
OH H H OH HO H
sacarose glicose frutose

Figura 2. Reacgdo catalisada pela enzima invertase em meio aquoso (MARTINS, 2009, p. 13,
adaptado)

Outro agravante € o favorecimento da contaminagdo por outros microrganismos indesejaveis

que utilizam a sacarose como substrato. A presenca de contaminantes pode resultar em
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prejuizos no processo devido ao consumo de acucar, formacdo de goma, floculacdo do
fermento, inibigdo e queda da viabilidade das leveduras devido as toxinas e acidos organicos
liberados no meio. Quando uma molécula de glicose é convertida em duas de &cido lactico,
ocorre a queda no rendimento de duas moléculas de etanol (DARIO et al., 2010; NAVES, et
al., 2010).

O nivel elevado de contaminantes que sobrevivem aos processos industriais e que chegando a
fase de fermentacdo, € apontado por estudos como o fator principal envolvendo perdas
graduais do fermento inoculado no inicio da safra. Souza et al. (2010) avaliou o desempenho
das leveduras incorporadas ao processo no inicio da safra com o programa LabView 8.5. No
final da safra, constatou-se que as leveduras inicialmente inoculadas permaneciam por no
maximo 45 dias no processo, decaindo para 20 dias em processos que ofereciam condi¢des
menos favorecidas. Para fins interpretativos, as dornas sdo usadas 2 vezes ao dia e em 210

dias de safras, 420 vezes.

Mesmo com os problemas apresentados pela contaminacdo, a levedura ainda é a mais
utilizada, visto o seu rendimento fermentativo e facil manuseio. Métodos envolvendo a
melhora do processo fermentativo, qualidade da operacdo e da matéria-prima deve servir
como fatores que contribuam para a reducdo da contaminacdo, que além de garantir maior
longevidade das cepas selecionadas de S. cerevisiae no processo colaboram para um

rendimento fermentativo dentro dos padrdes estabelecidos.

Zymomonas mobilis: microrganismo alternativo a fermentacéo

Um processo fermentativo é admitido como adequado quando é registrado rendimentos entre
43 e 49% de etanol (BRINGHENTI et al., 2007). Para a realizacdo deste processo, nao €
comum encontrar na literatura outro microrganismo que apresente melhor desempenho que as
leveduras na producdo de etanol. Porém, Z. mobilis € um microrganismo que vem atraindo
atencdo especial dos pesquisadores por proporcionar altos rendimentos na producéo de etanol,
alcancando margens superiores a aquelas obtidas pelas leveduras. O interesse maior nesse
microrganismo é pelo fato deste produzir etanol através de monossacarideos como frutose e
glicose (hexoses), obtidos da hidrolise de hemicelulose e celulose, além do seu baixo
rendimento celular, alta tolerancia a concentracbes elevadas de agucares, resisténcia a altas

concentragOes de etanol, formagdo de poucos produtos secundérios e a possibilidade de uso
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do caldo fermentado para o tratamento de doengas (ABUD, 2005; NETO et al., 2005;
CANILHA et al., 2010).

Z. mobilis é uma bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa ou facultativa obrigatéria, ndo
esporulante ou formadora de capsulas e que apresenta reproducdo assexuada por divisdo
binaria simples. O formato assumido por este microrganismo € tipicamente esferico, cilindrico
ou espiralado e, na sua forma cilindrica, apresenta dimensdes que variam entre 1 a 6 pm de
comprimento e de 1 a 1,4 um de diametro (SWINGS et al., 1977; RANZAN, 2010).

As vantagens em se empregar este microrganismo na producao de etanol é por causa das altas
taxas de consumo de glicose para a producdo do etanol, rendimento produtivo de etanol
préximo ao valor tedrico maximo com baixa formacéo de biomassa e alta tolerancia ao etanol
excretado no meio. As desvantagens sdo baixa tolerancia a sais e o fato de ser capaz de
metabolizar somente 3 fontes de carbono: glicose, frutose e sacarose (SEVERO JR, 2008).
Além disto, o rendimento de etanol pode ser diminuido quando o meio for rico em sacarose.
Essa situacdo favorece a formacdo de metabolitos secundarios indesejaveis, como sorbitol,
levana, acido acético e pequenas fracbes de alcoois superiores (TANO e BUZATO, 2003;
ALEGRE e WENDT, 2005).

Vias metabolicas e enzimas envolvidas no metabolismo de Z. mobilis

Durante a fermentacdo de acUcares fermentesciveis como glicose, frutose e sacarose, este
microrganismo produz outros compostos além do etanol e, conforme 0 aumento da producéo
dos mesmos, 0 processo para obter etanol pode se tornar invidvel. Esses trés acucares sdo
metabolizados na mesma via bioquimica, a Entner-Doudoroff que é caracteristica marcante
desta bactéria, pois dentre as bactérias anaerobicas somente ela utiliza esta via. Ainda,
algumas reagdes que acontecem nesta via sdo comuns a via glicolitica. (RANZAN, 2010). Um

esquema da via da Glicélise e da Entner-Doudoroff pode ser verificado na Figura 3.
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Figura 3. As setas que ndo possuem linha pontilhada representam a via da Glicélise, as que
possuem linha pontilhada, representam a via Entner-Doudoroff. Os nimeros representam as
enzimas envolvidas nas respectivas vias e sdo identificadas na Tabela 1 (FACINCANI, 2002,

p. 8, adaptado).

Tabela 1. Enzimas envolvidas nas vias glicoliticas da Glicolise e Entner-Doudoroff.

1 — glucoquinase (E.C. 2.1.12)
2 — fosfoglicose isomerase (E.C. 5.3.1.9)
3 — fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11)

4 — frutose-1-6-bifosfato aldolase (E.C.
4.1.2.1.3)

5 — gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(E.C.1.2.1.1.2)

6 — 3-fosfoglicerato quinase (E.C. 2.7.2.3)

7 — fosfoglicerato mutase (E.C. 5.4.2.1)

8 — 2-fosfo-D-glicerato hidrolase (E.C. 4.2.1.11)
9 — piruvato quinase (E.C. 2.7.1.40)

10 — glicose-6-fosfato desidrogenase (E.C.
1.1.1.49)

11 — 6-fosfogluconolactonase (E.C. 3.1.1.31)

12 - 6-fosfogluconato desidratase (E.C.
4.2.1.12)

13 — 2-desidro-3-desoxifosfogluconato aldolase
(E.C. 4.1.2.14)

14 — gluconoquinase (E.C. 2.7.1.12)

FONTE: adaptado de FACINCANI, 2002, p. 8.
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A investigacdo do complexo enzimatico Z. mobilis demonstrou que a sacarose € metabolizada
a glicose e frutose pelas enzimas invertase (ou p-D-frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26) e
levanasacarase (E.C. 2.4.1.10) e ao serem convertidas, estas duas hexoses entram na célula
por difuséo facilitada ou sdo convertidas por oxirreducdo pela enzima GFOR (glicose-frutose
oxirredutase, E.C. 1.1.1.99) a gliconolactona e sorbitol, respectivamente. A GFOR esta
localizada no periplasma e em seu sitio ativo estd fortemente ligada ao seu cofator NADP(H)
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato), responsavel pelo transporte de hidrogénio desta
reacdo. Gliconolactona é convertida pela enzima periplasmica gliconolactonase (GL, E.C.
3.1.1.17) em é&cido gliconico (gliconato) e, este é convertido em etanol e &cido acético. As
enzimas GFOR e GL, constituem aproximadamente 20 a 30% das proteinas do periplasma
dessa bactéria e a enzima GFOR se encontra presente somente no perisplasma da bactéria Z.
mobilis sendo induzida preferencialmente por glicose (ERZINGER et al., 2003; VIGNOLI et
al. 2006; MARQUEZ, 2007; SEVERO JR, 2008; ERNANDES et al., 2009; ERNANDES e
GARCIA-CRUZ, 2009). A via metabdlica da fermentacao utilizando sacarose como substrato

por Z. mobilis pode ser verificada na Figura 4.
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Figura 4. Vias metabolicas de formacdo de produtos da fermentagdo de carboidratos por Z.
mobilis. As enzimas envolvidas que sdo representadas por numeros nessa via, estdo

identificadas na Tabela 2 (RANZAN, 2010).
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Tabela 2. Enzimas envolvidas nas vias metabdlicas de Z. mobilis

1. Levanasacarase (E.C. 2.4.1.10) 14. 2-ceto-3-desoxi-6-P gluconato aldolase (E.C.
4.1.2.14)

2. Invertase (E.C.3.2.1.26) 15.  Gliceraldeido-P ~ desidrogenase  (E.C.
1.2.1.1.2)

3. Manitol desidrogenase (E.C. 1.1.1.67) | 16. Fosfoglicerato quinase (E.C. 2.7.2.3)
4. Glicose-frutose oxirredutase (E.C. | 17. Fosfoglicerato mutase (E.C. 5.4.2.1)
1.1.1.99)
5. Frutoquinase (E.C. 2.7.1.4) 18. Enolase (E.C. 4.2.1.11)

6. Glicose-6-P isomerase (E.C. 5.3.1.9) 19. Piruvato quinase (E.C. 2.7.1.40)

7. Glicose desidrogenase (E.C. 1.1.1.118) | 20. Lactato desidrogenase (E.C. 1.1.1.27)

8. Gluconolactonase (E.C. 3.1.1.17) 21. Triose-P isomerase (E.C. 5.3.1.1)

9. Gluconato quinase (E.C. 2.7.1.12) 22. Fosfatase (E.C. 3.1.3.1)

10. Glucoquinase (E.C.2.1.12) 23. Glicerol-P desidrogenase (E.C. 1.1.1.8)
11. Glicose-6-P desidrogenase (E.C. | 24. Fosfatase (E.C. 3.1.3.2)

1.1.1.49)

12. 6-P-gluconolactonase (E.C. 3.1.1.31) | 25. Piruvato descarboxilase (E.C. 1.2.4.1)
13. 6-P-gluconato desidrogenase (E.C. | 26. Alcool desidrogenase (E.C. 1.1.1.1)
4.2.1.12)

FONTE: adaptado de RANZAN, 2010, p. 151.

O metabolismo de Z. mobilis chama a atencdo por causa de seu balanco energético que resulta
na formagdo de uma molécula de ATP por glicose, equivalente a metade que S. cerevisiae
produz, garantindo assim maior rendimento na producdo de etanol e baixa producdo de
biomassa (SEVERO JR, 2008).

Viikari (1988) ressalta que utilizando glicose como fonte de carbono, a producédo de etanol
representava 95% do valor méaximo teorico, havendo a formagdo de outros produtos como
acetoina, acetaldeido, glicerol, &cido acético e é&cido latico, porém em pequenas
concentragdes. Com a utilizacdo de sacarose ou frutose como fonte de carbono o rendimento
de etanol diminui. O mesmo autor destaca que utilizando frutose como substrato o rendimento
fica em aproximadamente 90% do valor maximo teorico, havendo a formacdo dos mesmos

subprodutos observados na utilizacdo da glicose, além de formar também diidroxiacetona e
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manitol. Com 0 uso de sacarose o rendimento diminui ainda mais ficando por volta de 75-
80% do valor méaximo tedrico. Porém, com o uso de sacarose sdo formados como subprodutos

principalmente sorbitol e levana.

Devido a alto rendimento gerado pela utilizacdo de glicose, Z. mobilis seria um organismo
muito interessante na obtencéo de etanol de segunda geracéo utilizando produtos da hidrolise

de hemicelulose e celulose.

Producéo de etanol e fatores envolvidos

Quanto a producdo de etanol, Z. mobilis pode produzir mais que 1,9 mol de etanol por mol de
glicose com velocidade entre trés a quatro vezes superior a S. cereviseae, sendo portanto
avaliada em atributos tecnoldgicos como uma o6tima op¢do para a realizagdo do processo
fermentativo no setor sucroalcooleiro. Além da producdo de etanol é obtido também 1,8 mol
de CO; e 0,053 mol de lactato. Como dito anteriormente, a eficiéncia na conversao de glicose
em etanol por este microrganismo é maior que 95% do valor tedrico maximo, resultado este
devido a uma modificagdo em sua via metabolica Entner Doudoroff (ERNANDES e
GARCIA-CRUZ, 2009). A membrana plasmatica de Z. mobilis é rica em lipideos e essa
riqueza é relacionada com sua resisténcia acentuada a concentracao de etanol. Atribui-se dois
mecanismos para explicar esta resisténcia, onde o primeiro esta envolvido com os altos niveis
de lipideos ciclicos da membrana desta bactéria e, o segundo, é relacionado com a associacao
dos fosfoslipideos de membrana a elevada quantidade de acido cis-vacénico (TANO et al.,
2000).

S. cerevisiae, metaboliza glicose gerando ao final do processo etanol, gas carbdnico (CO5).
Durante o metabolismo primério das hexoses, ou seja, monossacarideos constituidos por 6
carbonos (glicose), apresenta rendimento estequiométrico de 0,511 g de etanol
(aproximadamente 2,0 mol de etanol por mol de glicose) por grama de hexose e um
rendimento que nunca excede 90 a 93% (SOUZA, 2005). Durante as rea¢des secundarias,
resultam em reducdo do rendimento teorico devido a presenca de fibras, gomas, leveduras
selvagens, dentre outros, afetando em 90% o rendimento industrial (DIEHL, 2009). Ao passo
que a fermentacdo ocorre, o produto da fermentacdo (etanol) passa a ocasionar estresse na
levedura. Os fendmenos de interesse relacionados a este fato ocorrem a partir da concentracdo
de 15 g/L, onde se observa efeito inibitorio na reproducéo celular e, ao atingir 112 g/L, as

células nédo apresentam reproducdo. O substrato também pode ocasionar inibi¢ao, porém este
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€ mais toxico quando comparada com a inibicdo pelo produto, por causa da inativacdo de
algumas enzimas de vital importancia e alteracdo na rota metabolica Este efeito inibitorio é
relatado em concentracdes superiores a 150 g/L (PORTO, 2005; CAMELO, 2009).

Em estudos que envolvam a substituicdo de um microrganismo por outro € de extrema
importancia estimar parametros como pH, temperatura e composi¢do do meio fermentativo,
pois estes dados serdo muito importantes quando se avaliar uma maior ou menor producdo de
etanol. Em seus estudo, Ernandes et al. (2010) avaliou outras varidveis além das 3
anteriormente citadas. Ele estudou e registrou a influéncia na producdo de etanol pelo
microrganismo Z. mobilis quanto as variagdes nas concentracdes de sacarose, KCI, K,SOy,
MgSQ, e CaCl,. Houve influencia positiva entre a interacdo de pH e KCI; pH e CaCl,; pH e
teor de sélidos totais na producéo de etanol. Somente K,SO, afetou significativamente (p <
0,05) a producdo de etanol quando estudada de forma independente. Da combinacdo das
variaveis, registrou-se uma producdo de etanol de 8,89 mg/mL. Também relataram neste
trabalho que este microrganismo é um forte concorrente para as leveduras por requerer
condi¢Bes simples para o seu crescimento e possuir tolerancia a meios concentrados em
acucares e etanol, porém sua limitacdo é a pequena faixa de substratos que ele utiliza no

processo fermentativo.

As cepas de Z. mobilis possuem caracteristicas incomuns como sobreviver a pH muito acido,
situados entre 3,5 a 4 e a capacidade em sobreviver em meios contendo até 10% de etanol e
temperaturas em torno de 30°C, caracteristicas essas que sdo incomuns entre as bactérias. As
bactérias do género Zymomonas tem alta toleréncia a concentracdes de glicose, crescendo em
meio com 20% de glicose e outras em até 40%. Ressalta-se que bactérias acéticas sdo habeis a
crescer em pH 4 e 4,5 e meios com 20% de glicose, apresentando crescimento rapido em meio
com 50% de glicose. (SEVERO JR, 2008).

Metabolitos indesejaveis a fermentacdo utilizando sacarose como substrato: Sorbitol e

Levana

Sorbitol € um poliol da familia dos alcoois poli-hidricos, sendo utilizado na industria
alimenticia. Devido a sua capacidade em reter umidade, € muito utilizado como um agente
umectante, mantendo os alimentos frescos por mais tempo, sendo usado ainda como
espessante, edulcorante, inibidor de cristalizacdo, plastificante, anticongelante (reduz o ponto

de congelamento) e crioprotetor. Ele também é um acglcar abundantemente encontrado em
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vegetais superiores (LEITE, 2003; RICHTER e LANNES, 2007; PRATES e ASCHERI,
2010). Quanto ao problema da alta producdo de sorbitol durante a fermentacdo, Barros e
Celligoi (2006) relatou que quando ocorre o tratamento prévio do meio agucarado
promovendo a inversdao da sacarose, ocorre uma queda na producao deste composto de 60,4

g/L para 19,14 g/L em uma concentracdo de 300 g/L de sacarose.

Vignoli et al. (2006) avaliou a produgéo de sorbitol em relagéo a concentracdo de substrato e
tempo de fermentagdo. Eles relataram que a concentragdo de sacarose no meio n&o
influenciou a producdo de sorbitol, porém quando a variavel foi o tempo de cultivo, observou-
se 0 aumento na producdo de sorbitol. Em comparacdo com outros estudos, onde a
concentracdo de 650 g/L de acucares compreendidos em glicose e frutose foram suficientes
para ocasionar a producdo do osmoprotetor sorbitol, eles concluiram que a faixa escolhida por
eles na adicdo de sacarose no meio (200 g/L) ndo estava dentro da concentracdo que
influenciaria a producdo deste osmoprotetor. O tempo maior de fermentacao foi de 36 horas e
a concentracdo de sorbitol foi de 50 g/L. Ao relacionar estes dados com a atividade da enzima
GFOR, pode-se concluir que a concentracdo de 200 g/L de sacarose ndo foi suficiente para
ativar a conversdo eficiente de frutose em sorbitol pela enzima GFOR na via metabdlica de Z.
mobilis. Provavelmente, a frutose deve ter sido utilizada na via de formacéo de etanol. Este é
um ponto interessante a considerar, uma vez que a concentracdo de sacarose utilizada neste

experimento pode levar a menos formagéo de sorbitol e maior rendimento de etanol.

Levana apresenta alta massa molecular e é constituida por unidades de frutose ligadas por
ligagdes B(2—6) produzidas durante reacdo de transfrutosilagdo, com o auxilio da enzima
levanasacarase extracelular. Na industria de alimentos a levana é utilizada como fixador de
cores e sabores, espessante e estabilizante em géis para sobremesas, em temperos prontos para
salada, pudins, sorvetes e derivados do leite, além de atuar como agente hipocolesterolémico e
anticarcinogénico no organismo humano (ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2005). Tano e
Buzato (2002) relatam que existe uma relacdo direta entre a taxa de formagdo de levana e o
pH. Durante o cultivo de 48 horas de Z. mobilis, foi quantificado as porcentagens iniciais de
levana e suas concentracOes finais nos pH 5.4, 5.9 e 6.3, sendo obtidos, respectivamente, 0s
valores de 1,09, 1,68 e 2,52% e 1.66, 2.54 e 3.83 g/L.
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Concluséao

Com a intensificacdo nas pesquisas que visam transformar os residuos agroindustriais em
etanol de segunda geracao, Z. mobilis parece ser um microrganismo viavel para a fermentacéo
do hidrolisado obtido desses residuos, dentre eles o bagaco de cana-de-acucar (TAYLOR et
al., 2009). A sacarificacdo enzimética ou &cida libera os substratos necessarios para a
realizacdo da fermentacdo por este microrganismo, sendo assim, trabalhos futuros devem
estudar mais detalhadamente fatores relacionados quanto aos rendimentos e possiveis
solugdes que possibilitem melhores condigbes na conducdo da fermentacdo alcoodlica
(GUILMAN et al., 2000).

Outro fator que deve ser verificado é a questdo do melhoramento genético deste
microrganismo, assim como aquele ocorrido com as células de S. cerevisiae, buscando o
desenvolvimento de cepas promissoras que poderdo competir com as células de leveduras nas
industrias sucroalcooleiras. Podemos concluir também, que as pesquisas que envolvem a
otimizacdo de varidveis combinadas, como pH, temperatura, nutrientes organicos e
inorganicos, devem ser melhor compreendidas e divulgadas, com o intuito de estabelecer uma

padronizacédo eficaz em que Z. mobilis possa realizar o processo sob condicdes ideais.
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