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STUDY OF THE ALCOHOLIC FERMENTATION OF SUGARS DILUTED SOLUTIONS THROUGH
FLOW MICROCALORIMETRY. The present study shows that with liquid nitrogen stored inocula of
Saccharomyces cerevisiae, and standardized experimental procedure, flow microcalorimetry can be a
valuable tool for monitoring in real time the alcoholic fermentation processes on line. The avaliation of
cultural conditions contained different carbon sources for alcohol fermentation (sucrose, glucose, fructose,
manose, maltose, galactose, molasses, honey and sugar cane) and their effects on the heat output recording
is discussed. Some examples of diauxic growth is given, where the microcalorimeters serves to detect the
temporal order of succession of alternating metabolic pathways.
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INTRODUCAO

A liberagdo de calor é uma propriedade geral do crescimen-
to de microrganismos independentemente da natureza da fonte
de carbono, ou se o processo € aerébico ou anaerdbico. E sur-
preendente que o primeiro experimento calorimétrico com mi-
crorganismos relacionado com fermentagio que se tem noticia,
foi desenvolvido numa dorna de cervejaria por Dubrunfaut' em
1856 e talvez Lavoisier somente tenha malogrado em medir o
calor liberado para o meio durante o crescimento de leveduras,
em seus intensivos estudos do calor e da fermentaciio, porque
ele estava limitado a 0"C pelo seu calorimetro de gelo®. O
experimento de Dubrunfaut poderia ser chamado hoje de “ca-
lorimetria dinimica” e incentivou Rubner*%, no inicio do sécu-
lo, a comegar as primeiras medidas calorimétricas verdadeiras,
quantificando a produciio de calor durante a fermentagio e o
crescimento das leveduras. Muitas medidas calorimétricas da
energia do metabolismo subsequentes ao trabalho de Rubner
ndo foram calorimétricas no sensu strictu porque nio mediam
diretamente o calor produzido durante o crescimento.

A fermentag¢iio alcodlica (catabolismo anaerébico) tornece
energia na forma de ATP ou outros compostos de transferéncia
de energia para a biossintese do material celular e produgio do
etanol. Estas reagOes catabdlicas acontecem com uma grande
diminuigcdo na energia livre, a qual junto com a subsequente
hidrélise do ATP durante as rea¢des de biossintese, transporte e
manutengdo, resulta na produ¢do de calor. Um balango energé-
tico simplificado para a equagio do catabolismo anaerdbico da
glicose pela S. cerevisiae, pode ser descrito da seguinte forma:

GLICOSE — 2 CO; + 2 ETANOL; DG = -175 kJ/mol de glicose

O detalhamento desta reagdio estd representada na figura 1, com
os respectivos valores de energia livre para cada etapa.

Durante os anos 60, Calvet Prat e Skinner’ deram importante
impulso & microcalorimetria estudando a termogenese de sistemas
vivos. A importincia do calor como uma maneira de monitorar e
possivelmente controlar processos fermentativos, é refletida pelo
aumento crescente de trabalho publicados nesta drea®%’,

Nos anos 80, devido 2 utilizagio das termopilhas! (Peltier ou
componente termoeletronico desenvolvido durante a corrida espa-
cial) na construgio de calorimetros, tornou-se possivel experimen-
tos de acompanhamento de processos de natureza bioldgica.
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Beezer?? ¢ Wads6® contribufram fundamentalmente no
estabelecimento da drea conhecida hoje como microcalori-
metria bioldgica.

Os dados da literatura tém mostrado que a velocidade de
produciio de calor em fermentagdes pode ser util de diversas
maneiras tanto na pesquisa académica como em aplicagdes in-
dustriais. As correlagdes gerais entre produciio de calor e vdrios
outros pardmetros sugerem que a velocidade de produgdo de
calor pode ser usada como uma medida para monitorar em tem-
po real fermentagdes, consumo de oxigénio ou a velocidade de
produgio de CO,.

Apesar dos esforgos para se introduzir métodos instrumentais
modernos, até 0 momento existem pouquissimos métodos “on line”
para o monitoramento de processo fermentativos em tempo real.
Os métodos de controle dos processos analiticos de laboratdrio “off
line” ainda exercem um papel importante na monitoragio da fer-
mentagdo para finalidades industriais e de pesquisa.

Entre as desvantagens destes métodos, a maior é a demora
entre a retirada das amostras e obtengdo dos resultados analiti-
cos, que deve ser feita durante o processo fermentativo. Entre-
tanto, quando métodos analiticos “off line” siio usados, geral-
mente nio é possivel utilizar as vantagens dos micro-computa-
dores no processo de controle. O controle analitico “on line” de
processos de fermentacdo geralmente abrange medidas de quan-
tidades fisicas e quimicas. Por vdrias razdes, os indicadores da
populagcdo de microrganismos e outros parimetros ligados ao
crescimento de células (ex. produgio de calor) sdo indispensé-
veis para o controle dos processos de fermentagio.

Como jd descrito previamente®*?* a microcalorimetria de flu-
xo constitui uma técnica analitica ndo especifica para caracteri-
zar processos de crescimento e morte de microrganismos.

Por meio desta técnica, o calor produzido por todos os even-
tos metabélicos que acontecem no meio de cultura , podem ser
registrados em tempo real sem perturbar o processo. Se neces-
sdrio for, amostras podem também ser retiradas periodicamente
para a andlise do consumo do substrato ou aparecimento dos
produtos sem prejudicar o experimento. Desta maneira, a curva
poténcia-tempo dg/dt (uWatts) x tempo(horas) ou termograma®$,
monitora in situ € em tempo real o processo fermentativo, nio
requerendo meio transparente.

A figura 2 mostra um esquema de um termograma para um
processo fermentativo em condi¢des anaerébicas em meio de-
finido e com baixa concentragdo de fonte de carbono. Neste
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Figura 1. Valores da varia¢do de energia livie para cada etapa do catabolismo anaeribico dua glicose pela S. cerevisiae.
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Figura 2. Termograma esquemdtico para um processo fermentativo em
condigies anaerdbicas.

termograma estdo indicadas a calibragdio elétrica, o ponto de
inoculagdo e as vdrias fases do processo fermentativo em termos
de produgio de calor. Durante a fase “lag” ou de adaptag@o, ndo
ocorre produgiio de calor significativa. Durante este tempo ne-
nhum crescimento ocorre, desde que as células nesta fase estdo
ocupadas em estabelecer o estado enzimdtico necessdrio para o
catabolismo''. A produgio de calor inicia na fase de aceleragio
decorrente do crescimento dos microrganismos sem obedecer uma
lei exponencial. Durante a fase “log” a produgio de calor € con-
sequentemente a producgdo de etanol, é exponencialmente depen-
dente do tempo. No tempo de exaustiio, a baixa concentracio de
fonte de carbono ou a alta concentragiio de etanol limita a velo-
cidade de crescimento. Apds o tempo de exaustio inicia-se a fase
de declinio com um tempo de duragfio de aproximadamente 1
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hora onde o niimero de células que morrem torna-se progressiva-
mente superior ao das que surgem. Finalmente, a fase de metabo-
lismo enddégeno ou fase diduxica, de interpretagdo bastante polé-
mica entre os microbiologistas, retlete basicamente o metabolis-
mo endégeno das células remanescentes.

Os trabalhos na drea de microcalorimetria bioldgica, principal-
mente na fermentagdo, determinam principalmente a velocidade
de produgio de calor que € proporcional ao incremento do cres-
cimento celular e produgdo do etanol. Somente a fase exponenci-
al de crescimento corresponde a um estado termodindmico com
valores especificos constantes, como velocidade de produgdo de
calor, velocidade especifica de crescimento, aumento na concen-
tracdo de metabdlitos, aumento do niimero de células ou veloci-
dade de catabolismo. As outras fases do termograma sfio periodos
de transi¢do de um estado para outro com pardmetros mudando
rapidamente. Desta maneira, questdes interessantes de transicdo
de fase na termodinimica de processos irreversiveis podem ser
estudados em culturas de microrganismos®’. Experimentos de cres-
cimento de microrganismos em calorimetros podem ser usados
como uma ferramenta analitica quantitativa. Sem quantificar o
valor da produgiio de calor, a andlise do termograma pode forne-
cer informagdes importantes, como a indicagdo do crescimento
em diferentes vias metabdlicas, diferentes situagdes metabdlicas
na cultura e na conveniéncia ou ndo de se usar um composto
quimico como substrato. A combinagiio destas condigdes pode
ser usada como uma “impressdo digital” para microrganismos a
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partir de seus termogramas, ou avaliar a aplicabilidade de dife-
rentes linhagens de células na fermentagdo alcodlica.

Embora os microcalorimetros de fluxo atuais operem com
uma sensibilidade méxima de 1pW2 isto &, um fluxo de
calor dq/dt de Ipl.s™, eles estdo limitados pela concentragio
de microrganismos. Considerando uma taxa maxima de produ-
¢io de calor de 10°''W célula”! mL™!, pelo menos concentra-
¢oes de 10° células mL™!' sdo necessdrias para se ter um sinal
significativo. Desta maneira, culturas com concentragdes celu-
lares superiores a 10° células mL™! podem ser investigadas, A
tabela 1 mostra a comparagio da microcalorimetria de fluxo
com outras técnicas e suas vantagens e desvantagens®?.

A resposta de uma cultura de células na mudanga de para-
metros tais como composi¢do, natureza da fonte de carbono,
tampdo, adigdo de sais, pH, nivel de oxigénio dissolvido, quan-
tidade de microrganismos, amino 4cidos, vitaminas, contami-
nacdo com metais pesados, etc. causam variagbes mensurdveis
na curva dg/dt em fungio do tempo?,

Este trabalho descreve alguns resultados com respeito ao
uso da microcalorimetria no monitoramento em tempo real da
fermentacdo alcodlica e a avaliag@io de diferentes fontes de car-
bono (sacarose, glicose, frutose, manose, maltose, galactose,
melago, mel e cana de aglicar) no processo fermentativo, utili-
zando um meio definido e cultura de levedura armazenada em
nitrogénio liquido, combinando no laboratério um microfermen-
tador de 50 mL “on line” com um microcalorimetro de fluxo.

MATERIAIS E METODOS

O processo fermentativo foi estudado para cada carboidrato,
utilizando S. cerevisiae (NCYC-239). Todos os carboidratos uti-
lizados séio p.a. da marca BDH (British Drug House). O mel e o
melago utilizados s3o de marca Super Bom e o mosto de cana de
agucar foi preparado a partir do liofilizado do caldo de cana.

Saccharomyces cerevisiae NCYC-239 foi crescida em fras-
cos de 250 mL contendo 40 mL do meio de composigio (g.L):
(NH4)2SO4, 2,5; (NH4)2HPO4, 2,5; MgSO4.7H20, 2,0;
CaCl,.2H,0, 2,0; solugdo de tragos de elementos, 0,5 mL.L*!;
extrato de levedura, 4,0; fonte de carbono, 2,5. A solugdo de
tragos de elementos foi de composigio (g.L'): EDTA, 50;
ZnS04.H,0, 22,0; CaCl,.6H,0, 5,5; MnCl,.4H,0, 5,0;
FCSO4.6H20, 5,0; (NH4)5 M07024.4H20, l,l; CUSO4.5H20, ],6;
CoCl,.6H,0, 1,6. Todas as solugdes e os materiais utilizados

para o preparo da cultura de microrganismos foram esterilizados
em autoclave a 121°C e 2atm por 30 minutos. Quarenta frascos
foram inoculados com 0,8 mL da cultura e incubados a 37°C
num agitador rotatério Gallenkampa 220 rpm. O crescimento
foi acompanhado por medidas de densidade Gtica num colori-
metro EEL e apds 6 horas de incubagéo a suspenséo de células
atingiu a densidade otica equivalente a 1,2g de peso seco de
células L', As células foram reunidas, centrifugadas, lavadas
duas vezes com solugdo de Ringer contendo 10% v/v de
dimetilsulféxido (DMSO) e centrifugadas. Apés a iltima
centrifugacio, as células foram resuspensas em solugio de
Ringer contendo 10% de DMSO ¢ acondicionadas em ampolas
de 2 mL de polipropileno. As ampolas foram encaixadas numa
placa fina de isopor perfurada a qual foi utilizada como tampa
de um tanque de aluminio contendo nitrogénio liquido e mantida
a uma altura de 8 cm acima da superficie do nitrogénio. Quando
a temperatura na ampola controle (munida de um termémetro de
liquido) atingiu -80"C, as ampolas foram liberadas para imersao
em nitrogénio liquido e guardadas em cilindro criogénico®. A
contagem vidvel foi feita periodicamente fornecendo 1,3x10%
células mL™!. Células armazenadas por 6 meses foram recupera-
das em 95%.

Os experimentos de monitoramento da fermentagfo alcodli-
ca foram feitos utilizando um microcalorimetro de fluxo LKB-
10.700-1. O esquema de funcionamento do microcalorimetro estd
mostrado na figura 3. Todos os experimentos de fermentagéo
foram feitos utilizando a mesma concentragfio de agticar (2,5gL!)
e o pH do meio foi mantido no valor 5,0 , utilizando tamp&o
acido citrico/citrato de sédio (7,35/19,12 gL"). As solugdes fo-
ram previamente autoclavadas e cuidados especiais foram toma-
dos para que os experimentos sempre ocorressem em condigdes
anaerdbicas. A mistura fermentativa proveniente do microreator
(mantida sob agitacio magnética constante e dentro de uma ja-
queta com circulagdo de dgua termostaticamente controlada na
temperatura de 33 % 1°C) foi bombeada para dentro da cela de
fluxo a uma velocidade de 35 mLh™! com o auxilio de uma
bomba peristéltica LKB-2132.

O fluxo de calor dg/dt (uWatts) proveniente do processo
fermentativo foi detectado pelo par de termopilhas localizadas
ao redor da cela de fluxo?',

Antes da inoculagdo e ap6s a estabilizaciio da linha base,
uma resisténcia elétrica contida no interior da cela de fluxo foi
utilizada para a calibragdo elétrica do termograma, tornando

Tabela 1. Comparagio da microcalorimetria de fluxo com outras técnicas no estudo da termentagéo alcodlica.

DESVANTAGENS DE OUTRAS TECNICAS EM COMPARACAO COM A MICROCALORIMETRIA:

= Turbidimetria
= Massa celular

=> Produgdo de dcido

—> Baixa sensibilidade, responde lentamente as variagdes bruscas de energia no metabolismo
— O mesmo para turbidimetria

—» Diretamente relacionado ao crescimento e metabolismo somente em casos especiais

- culturas aerébicas. Varidvel e dependente da disponibilidade de oxigénio

=> Medida do potencial
de oxidagio e redugio

= Teor de oxigénio dissolvido
(amperometria)

= Consumo de oxigénio
(paramagnético)

= Formacédo de CO,
(infravermelho)

—> Mesmo para a produgio de 4cido

— Rdpido mas limitado & culturas aerébicas com oxigénio em excesso

— Razoavelmente rdpido, mas limitado & culturas aerébicas

— Varidvel sobre diferentes condigdes metdbolicas

DESVANTAGENS DA MICROCALORIMETRIA

= Presenca de bolhas de gds ou aglomeragdo das células na linha de fluxo.

= Os microcalorimetros ndo sdo suficientemente sensiveis & produgiio de calor a partir de concentragdo de células da ordem

de 10* células/mL. O limite de detecgiio é >10° células/mL.
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Figura 3. Diagrama do microcalorimetro de fluxo para o monitoramen-
to du fermentagdo.

assim possivel a quantificagdo do eixo dg/dt do termograma em
unidades de pWatts.

Calorimetros sdo normalmente calibrados eletricamente. O
microcalorimetro de fluxo utilizado neste trabalho possui uma
unidade de calibragéo elétrica de preciséo, entretanto, nem sem-
pre é ficil simular o efeito térmico biolégico com uma resistén-
cia elétrica de precisio, de modo que o sensor termopilha reagi-
rd identicamente.

De forma a padronizar os valores das calibragdes elétricas
para celas calorimétricas, reagdes quimicas sdo também neces-
sdrias. O microcalorimetro foi também calibrado utilizando a
reagiio de protonagio do tris(thidroximetilaminometano) ou
THAM, recomendada para medidas calorimétricas®%,

A inoculagdo do microrganismo (100 UL da suspensdo de
células de S. cerevisiae) foi sempre feita-imediatamente apos o
descongelamento da ampola num banho a 36°C por 3 minutos
seguida de agitacdo de 20 segundos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento em tempo real do processo fermentativo
de vdrios carboidratos (sacarose, glicose, frutose, manose,
maltose, galactose, melago, mel e cana de agiicar) foi feito
utilizando a combinagio de um microcalorimetro de tfluxo e
um microfermentador “on line”, conforme o esquema mostra-
do na figura 3. Os termogramas obtidos mostram na sua mai-
oria trés fases distintas de producio de calor. Apds a inocula-
¢do a velocidade de evolugéo de calor aumenta até um méaximo
em aproximadamente 8h:50-9h:00 (tempo de exaustdo tg), ca-
indo rapidamente em seguida. A figura 4 mostra os termogra-
mas para o processo fermentativo dos carboidratos glicose,
frutose, manose e sacarose, mostrando semelhanga nos termo-
gramas da glicose e da fructose. Os termogramas destes car-
boidratos nio apresentam uma fase “lag” longa o que indica
que, nas condi¢des do experimento, as células do microrganis-
mo ji tem as enzimas e proteinas de transporte prontas para o
metabolismo o que corresponde a um tempo de indugdo muito
pequeno. A tabela 2 contém os dados comparativos do proces-
so fermentativo para os agucares glicose, frutose, manose e
sacarose obtidos dos termogramas da figura 4. O gréfico da
figura 5, contém os dados da tabela 2. Podemos observar do
gréifico da figura 5, que a velocidade do processo fermentativo
(coeficiente angular k, obtido pela equagio In(dg/dt)=In a +
k.t) é a mesma para os aglicares sacarose, frutose e glicose
(0,29 h*Y), sendo ligeiramente menor para a manose (0,25 h'").
O tempo de exaustdo para a glicose e frutose ¢é igual a 8h:30
sendo de 9h:15 para a manose e de 9h:40 para a sacarose.
Observa-se, na figura 4, que a velocidade do processo fermen-
tativo para a manose € igual A da glicose e frutose nas 4 pri-
meiras horas do processo. Na fase exponencial esta taxa dimi-
nui e consequentemente o tempo de exaustdo aumenta. Os ter-
mogramas da glicose e frutose sdo coincidentes.
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Figura 4. Termograma da fermenta¢do alcodlica utilizando glicose,
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Figura 5. Taxa do processo fermentativa para os agucares glicose,
frutose, munose e sucarose.

A figura 6 mostra o termograma do monitoramento do pro-
cesso fermentativo num meio definido, contendo como fonte
de carbono mel de abelha (curva C), mel de abetha desprotei-
nizado por autoclavagem (curva B) em comparagio com o ter-
mograma de frutose (curva A). Apds a autoclavagem e resfri-
amento da solugio de mel, ocorre a precipitagio de um mate-
rial de aspecto gelatinoso devido a desnaturac¢do das proteinas
presentes no mel. Observa-se claramente que o termograma da
fermentacdo do mel de abelha desproteinizado (curva B) é
coincidente com o da frutose com tg = 8h:30. O termograma
da fermentacdo do mel de abelha ndo autoclavado (curva C),
portanto contendo proteinas, apresenta o mesmo tempo de
exaustdo dos termogramas B e A mas a taxa de crescimento é
ligeiramente menor que nos outros dois casos. Além disso, apds
o tempo de exaustdo a diminui¢do da produgio de calor ndo é
tdo acentuada como no caso da frutose (curva A) e do mel
desproteinizado (curva B) e o termograma apresenta um pata-
mar mais alto, indicando provavelmente que as proteinas sfo
em seguida metabolizadas.

Os picos que aparecem em todos os termogramas sio devi-
dos a formacdo de bslhas de CO; no interior da cela de fluxo
e dos tubos de teflon. Uma vez que as investigagdes calorimé-
tricas de sistemas heterogéneos, em contraste aos métodos es-
pectrofotométricos, ndo requerem solugSes oticamente transpa-
rentes e permite o uso de suspensdes de células, tecidos, solu-
¢Oes grosseiras, ou suspensdo de compostos bioquimicos, a for-
magdo das bolhas de CO; é inevitdvel e os ruidos estdo relaci-
onados com o efeito da viscosidade e da tensdo superficial de
cada meio de cultura na formacio e despreendimento do CO,.
Uma forma de atenuar o rufdo no termograma da fermentag@o
devido a evolug@o de gés seria utilizar no microcalorimetro uma
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Tabela 2. Dados de produgio de calor para os agticares glicose, frutose, manose e sacarose.

Tempo Glicose Frutose Manose Sacarose
dg dq dq dq dq dq dq
Horas it /uWatts  In m at /uWatts  In at o luWatts In dt at uWatts In at
1 12,3 2,50 11,4 2,43 11,8 2,46 9,3 2,23
2 16,7 2,81 16,2 2,78 16,7 2,81 12,3 2,50
3 23,2 3,14 22,8 3,12 21,8 3,08 17.5 2,86
4 30,7 3,42 29,8 3,39 28,1 3,33 23,7 3,16
5 404 3,69 40,3 3,69 35,5 3,56 29,8 3,39
6 52,6 3,96 53,1 3,97 44,7 3,79 40,4 3,69
7 70,2 4,25 70,2 4,25 57,5 4,05 51,8 3,94
8 92,1 4,52 89,5 4,49 73,7 4,30 65,8 4,18
100 100
I (A) Frutose Melago
| (B) Mel de abelha desproteinizado B
" | (C) Mel de abelha - B
;; | IL/, § |
sls | gz |
O - 1 i 1 1 | 1 1 L 1 ) I A o - | i | 1 i 1 1 4 | 1 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 01 2 3 4 5 6 7 8 9 101
Tempo/horas Tempo/ horas
Figura 6. Termograma da fermentagdo alcodlica utilizando mel de Figura 8. Termograma da fermentagdo alcadlica utilizando melago.
abelha natural e desproteinizado em comparagdo cont a frutose.
100
cela do tipo batelada, o que_inviabilizaria o monitoramento do R s ::’, az‘,:z:':"
processo fermentativo “on line”. £ [ A,
A evolugio da formacgiio de bothas de CO; € claramente % sof e
vista na figura 7, que é o monitoramento da fermenta¢io de g\|; A 7
meio de cultura preparado a partir do liofilizado do caldo de [ ,{/f,
cana. Apés o tempo de exaustiio de 9h:30, a formagdo de CO, ) —40 RN R AR AT TN

cessa e o ruido é decorrente da quantidade de CO; remanes-
cente dissolvido no meio de cultura e também de bolhas de
COz que estavam na linha do sistema de fluxo antes de entrar
na cela.

100
Mosto de cana de agucar
-
S L
3 50|
crl.. B
L2151 |
o |l ——h - L i 1 L 1 1 L b
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101
Tempo/horas

Figura 7. Termograma da fermentagdo alcodlica utilizando cana de agucar.

E importante lembrar nesta oportunidade que no processo fer-
mentative da produgdo industrial do dlcool combustivel, utili-
zando a cana de agticar, a concentragiio da fonte de carbono é de
18 Brix = 180 g.L"', portanto, cerca de 70 vezes mais concentra-
do que nas condigdes utilizadas neste trabalho. Utilizamos tam-
bém neste trabalho como fonte de carbono o melago e o
termograma do processo fermentativo estd mostrado na figura
8 com tg = 8h:00.

O processo fermentativo utilizando a maltose como fonte de
carbono, figura 9, é muito lento, comparado com os outros
aglicares sacarose, glicose, frutose e manose da figura 4. Neste

5§32

Tempo /horas

Figura 9. Termogramas da fermentagdo alcodlica utilizando galactose
e maltose.

caso o tempo de exaustdo é de 18 a 19 horas, apresentando
também uma fase “lag” e de aceleragiio bem definida e longa. O
mesmo comportamento é também observado quando a fonte de
carbono utilizada no processo termentativo é o agticar galactose,
para o qual o tempo de exaustdo € de 13 a 15 horas. Em ambos
0s casos, 0 tempo necessdrio para atingir a fase exponencial é
da ordem de 10 horas indicando que tanto a maltose quanto a
galactose ndo sdo prontamente utilizadas pela S. cerevisiae como
¢ o caso dos outros aglicares. No processo fermentativo da
maltose e galactose as células demoram para produzir todas as
enzimas e proteinas de transporte necessdrias para o metabolis-
mo destes agiicares, aumentando portanto o tempo de indugdo.

Neste trabalho foi possivel também verificar que a microca-
lorimetria de fluxo serve para detectar a ordem temporal da su-
cessdo metabdlica dos agiicares. Quando existe mais do que uma
tfonte de carbono no meio de cultura, o microorganismo exerce
a sua capacidade de seletividade metabolizando em primeiro
lugar o agiicar que apresenta o menor tempo de indugio (favo-
recimento cinético e termodinimico) e o termograma apresenta
um crescimento bifdsico também conhecido como diauxismo.
Um bom exemplo de diauxismo é mostrado no termograma do
processo fermentativo da mistura de agticares glicose + maltose,
(Figura 10) e glicose + galactose, (Figura 11). Em ambos os
casos os meios de cultura foram preparados utilizando concen-
tragdes de agucares de 1,5 g.L.”), totalizando a concentrago de
fonte de carbono 3,0 g.L''. Observa-se na figura 10 que apés o
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100
1 Maltose + Glicose
e L
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a 50}
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sls |
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Tempo/ horas
Figura 10. Termograma da fermemtagdo alcoslica wtilizando a mistura
glicose + maltose.

consumo da glicose com tg = 7h:00 ocorre o consumo da
maltose com tg = 11h:00 e o termograma tem um aspecto
bifasico, apresentando dois mdximos de producgdo de calor
consecutivos na fermentagdo anaerdbica da mistura glicose +
maltose, indicando que a glicose é metabolizada preferencial-
mente. Entre os dois processos metabdlicos hd um decresci-
mento da produgio de calor, podemos observar que a seletivi-
dade pode ser acompanhada pelo microcalorimetro.

A figura 11 mostra o termograma do processo fermentativo
da combinac@o dos agicares glicose + galactose. Neste caso,
observa-se também que a glicose € metabolizada primeiro, apre-
sentando dois miximos de produgiio de calor. A aproximidade
destes 2 tempos de exaustdio em relagdo ao termograma da mis-
tura maltose + glicose, da figura 10, é explicada pelo fato do
tempo de exaustdo da galactose ser menor do que a da maltose.

160
Glicose + Galactose

sot ) \

0 TS R Y G UAUUIY SOV SO SN N SR TR G TN W B
OV 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516

Tempo/ horas

/uWaits

dq
dt

Figura 11. Termograma da fermentagdao alcodlica utilizando a mistura
glicose + galactose.

Mesmo quando o meio de cultura contém apenas um udnico
aglicar, diauxismo pode também se tornar presente. Se o regis-
tro do termograma da fermentagdo de um agicar é deixado por
mais tempo, apds a exaustdo, (cerca de uma hora apés a estabi-
lizacdio da linha base) ocorre novamente um novo mdximo de
produgdo de calor. Este tipo de diauxismo é extremamente po-
1émico entre os microbiologistas, existindo uma respeitdvel es-
peculag@io A respeito deste fendmeno. Alguns pesquisadores
acreditam que apos o esgotamento da glicose um segundo me-
tabolismo aparece, resultante da respiragio do etanol ou devi-
do ao metabolismo das reservas do microorganismo (metabo-
lismo enddgeno) ou reserva de energia utilizdvel no ciclo da
célula na auséncia de nutriente. Outros pesquisadores acredi-
tam que esse tipo de diauxismo aparece quando as células tém
que se adaptar a partir da termentagao anaerébica da glicose
para a respiragio do etanol?

A armazenagem de reservas energencas em microrganismos,
toi revista por Dawes ¢ Senior™’. O ghcogemo ea trealose de
leveduras foram discutidos por Manners , Lillie e Pringle®?,
quais estudaram o metabolismo da reserva de carboidratos em

-§. cerevisiae e mostraram que o glicogénio e a trealose contri-
buem com 1% na fermentagio da glicose.

Este comportamento energético é refletido também no
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crescimento da biomassa, mas sua inclina¢dio é menos pronun-
ciada e informativa. Muitos pesquisadores discutem o fendme-
no do metabolismo endégeno levando em consideragfio a grande
vantagem energética da respiragiio representada pela reagiio:

GLICOSE + 6O; + 38ADP + 38P — 6CO; + 6H,0 + 38ATP

sobre a fermentagiio e consideram que o metabolismo endége-
no deva ser aerébico a partir de um ponto de vista de geragiio
de energia.

Foi portanto, possivel, estudar a fermentagiio alcodlica uti-
lizando solugdes diluidas de diferentes agucares, demonstrando
que a microcalorimetria de fluxo é¢ uma ferramenta sensivel para
detectar ¢ monitorar em tempo real, o metabolismo (Energia) da
fermentagfo alcodlica, “‘on line”.

O futuro da calorimetria nesta drea é auspicioso devido ao
desenvolvimento de novas técnicas e o melhoramento da ins-
trumentagio para o monitoramento térmico. Com isto serd pos-
sivel fazer um estudo ainda mais detalhado de sistemas celula-
res, sendo grande o potencial para medidas térmicas em cién-
cias basicas, medicina, farmacologia e toxicologia.
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