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BESUNG

Forem reslizadasg fermentacfes continuass da tevedura Sac-~
Qﬁ&?amycaﬁ cerevisiae [Z 888 num reator multiestagic com células
imebilizades, opsrando a 232C » pH enire 2,5 - 3,0, Foi utiliza-
da e técnice de imobilizaclo por adsorcSo. usando como suporte
cubos de DxOxD mm. de esponjs de polistilenc de alis densgidade,
@mﬁiﬁitw empacetado. A fin de conseoulr caracter{sticas Lipo
CETR, cada restor fol dotsado de uma bonba centrifuga para recir-
culac¥o interna. 0 sistens consta de 6 reatores omn gérie,. um de-
cantador estagiado & de uma bomba peristdltica gue permite a re-
clclagen de células do decantedor no primeiro reastor, numa vario
controlads.

Foi sszitudado o conport anento hidr@din@mibo dagu.divwrsas
canf%guracﬁeé dos reatores abravés da Ldconics de injegio de tra-
gador na forma de pulso & degrau, resultande ums conf iguracio
final dos reatorss, com volume Gtil equivalente a 83% do volune
do reator. Para avaliar o tempo necesdrio para o estabelecimento
do regime estaciondrio, usou-se a técngéa de medicio de CGE ae-
rado, resultando num tempo de operacﬁa egquivalente a 1,075 veres
o tempo de residéncia hidriuvliceo do gistema.

Has fermentacBes conbinuas utilizou-se meio semiwsintéti;
co, contendo sacarose comercial come fonte de carbono e energila,
em cancaﬁtracﬁo de 1530 o/l.

Foram estudsdas os efeiﬁos exercidos pela taxa de dilui-
gEo, btaxe de reciclo e taxs de aeracio nos parametrog fermenta-

tivos para célulasg livres e imobilizadas, observando-se oue o
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munentoes da btaxa de diluig¥o e da tewa de reciclo resultaram em
auments da  produtividade de etanel, atingindo ¢ naler wvalor,
5,3% {(g/L-h}, para o caso de células imobilizadas, com uma Laxa
de reciclio de 0,116 e uma Laxa de.diiuicﬁo de O, 882 S

i taxs de sorac¥o mostrou-gse bensfica somente no intervalo
de 0,01 a 0,02 VVH, no gual & produlividade aumentou 7.EE, O oa.
converslo %,.6% & o rendimente de etanocol 6,.5%. Valores superiorss
da tawa de aseraclo prejudicaram ¢ processo.

O rendimentos alcodlicos cbtidos na guase totalidede dos
experimentos  foram altos, chegando-se @ obler © maxime  tedrico
possfvel no casc de células imobilizadas sew reciclo, em altas
taxags de diluicio.

Fot verificads ums forte intbic¥oe pelo etancl nas tLaxas
especificas de crescimento celular, obgervando-ge um ajuste  sa-
Lisfatdéric do modele de LEVENSPIEL (sg. 4.21) para o caso de cé-

julasg livres, resultande numa cindgtics awvclugivamente inibitdria
*®
-t

= 6,254 h-1, n = 2,054 e Pméx = 56 g/L.
hHtax N

com os pardmetros U

Foi desgnvolvido um modelo cinético para sistemss hetero-
géneos (eg. 4.36), sendo aplicado satisfatdriamente am ferment.a-—
cHes com células imobilizadas, com OB parimetros K = 00,0757 hul
e n'= 1,270,

O efeitos do Lempo dé residéncia celuler, concentraclo de
stanol e ta%a de aeracio na viabilidade celular forasm examina-
dos, concluindo-se que =z viabilidade diminul com © tempo de  re-
sidéneia celular e com a concentragho de atanol . A& aeracio ndc

nostrou-se benéfica no sentidoe de sumentar a viabilidade c=lu-

lar. Fot proposto um modelo matemdtico (eq. 4.433 aque pormite

1x



relacionsr gabti{sfatorizmente & viabilidade celular com o tempo
de regidencia e a concenitracio de eltonol, coom  on parmelros
g o= O,GO@? aom o= 0,9%%, Obgervou-se gue a imobilizacH8s pagssiva
de cdlulag de levedura em esponja de polietilenc ccorre de {orma

preferencial nos primeirog estdgios, atingindoe uma concentracio

de B5 g/L de mamss seca no primeiro reator.



SUHNARY

The continvous ferwentation of Saccharomveoer corovigiae
14 888 wvaz performed In a multi-stage reactor system (& stages).
using immobilized cells. The conditions of tewperature and pH
vere 33zC and 2.5 ~ 3.0 respectively. The cells were {mmobhi] ized
in 35 mm cubes on high density reticulated polisthylene foam.
Th; reactors were typlcally packed beds with recirculastion of
the medium by means of a centrifugel punp, in order te produce
CC8TE -~ tynpe characteriﬁtics; The system wvas provided with =
biomaseg separator Lo return concentrated biomass Lo the first
stage.

The hydrodinamic perforsance of Lthe reactors was  studied
by stimulus-regsponge technigues. The reascting volume wag 89 o?

the total volume, The time reqgquired Lo sgtablish s sleady state

was estimated by measuring the C0, produced, requiring a time

eguivalent to 1.078% times the hydraulic residence time of Lhe
syshtem.

Continucus fermentations were carried out using a
gemi~synthetic medium contasining 1530 g/L of sucrose ag the
carbon  source. The effects of dilution, recycling and aeration
ratez on the fermentation parasmeters were studied, both in  Lthe
ffree and immobllizsd cell procedures. Ethanol productivity
increaged with increasing di;ution and recvoling lrat@s. With
immobilized cells, a maximum productivity of about 5.35 (gs/L-h)
war achisved with recycling and diluttion rates of 0.116 and

0. B82 hfl respectively.

xi



The aersztion rate was only beneficial in the range f{ron
0,01 to Q.02 YWH, within which increazes of 7.0B% In  ethanel
productivity, B5.6% in substrate conversion and 6.5% In  product
vigld were obmerved.

The =sthancl yields wvere nesrly alvayg very high. The
maximum theoretical ethanol yvield was oblained at hilgh  dilution
rates using immobilized cellg with no fead-hack.

- Ethanol was shown to exert a highly inhikitive effect on
the oellular growkth  rate, The processz with fres cells
~matisfactorily flitted the LE?EH?PIEL modal (eg. 4.21), the
paraneters ochtained belng ugﬁxm O, 254 h"l, n = 2,054 and
Parax= 56 grL.

A kinetic medel for heterogensous syetems was developed

{eq. 4.363, which could be used for fermentations with

tmmobilized cwlls. The parsmeters obtained were: K = 0,0757 h

angd n* = 1.270,

The offects of residsncs time in the sysitem, elhanol
concentration and asration rate on cell wviability were also
studied. Viability decreased with residence time and athanol
concentration, and seration raté was not shown to improve (t. A
mathematical model {eq. 4.42) waz developsd relating viabkility,
regidence Lime and ethancel concentration.

The passive immebliization of cells in polisthylens foam
was shown Lo be grsater during the {irst stag@,-whéra the cell

concentration reached 55 g/L of dried biomags.

xii

o



I, ITHTRODUCEQ,

Depots da crise provecada pelo bruscoe sumento do prego da
petrolec, L6m ocorpido uma pultiplicaclo de estudos sobre fer-
mentacio alcodlica, uma vez gue o etasnel & ums fonle alternstiva
de energta vidvel e renovavel, podendoe ser usado nfo somente co-
me combustivel, msg tambem como materia prima para a industria
a}cméiquimica;

Ra fermentaglic alcodlica, duas car%cterfﬂticas do proces-
so utilizade s¥o da malor relevincia econﬁmiaa: rendimentoe
produtividade de etanol. A fermentaclio élcaéiiaa realizada pela
levedura Ssccheromyces cerevislas cerscterize-se pels forte ini-
Piocfe produzida pelo etanol na sua producio e de fafma mEnos
marcante por ums alta corncentracioc de subatrato, timitando dests
forma © crescimento celulgr, produtividade e rendimento do pro-
cesse. O pfocegso convencional {(em batelads) inicia-se em baixas
concentracSes de material celular e altas concentragles de suba-
trate, resultando num proienga&q periodo de laténcia de baixa
produtividade é rendimentc. Ho processo Kelle~Roinot, o material
celular & reciclado, permitindoe inicfar s fermentagio com altas
concentraces de magss celular, resultando em produtividades e
rendipentos mais elevados gue no cazo convencional, psy ©  pro-
cegse de separagldc da massa célular & caro e apre#enta problemas
de assepsia. Desta forma foram degenvalvidos processos continuos
n¥o extrabivos que permitem eliminar o perfodo de latencia e di-
minuir o efeito inibitorio do etanol e do substrato, como far-

mentagio continua em restores separados {capocata)  com  células



£mgbilizaﬁaﬂ; resultando em maicres produtﬁv%d&dea @ rendimentos
de etanol devido & ubillzagfo repstida do matariéi celuiar, al-
tas taxas de diluigﬁolé diminuicle dog efelitos inibitdricos do
subgtrate e etanol.

Esta'trabaiho pernite visualizar og efeitos  produzidos
por diversas variavels de operagdo {taxa de diluiclo, taxa de
reciclo, asracfo) nag caracherfisticas do processo de fermentagio
continua com oflulas livres e imobilizadas. FPor outro lado, fo-
ram dessnvolvidos um nodelo cinéti&o apropriado para reatores
heterogeneos e um modelo de viabilldade celular para sistemnss

sem reciclagen de céiulasg,

)



11. BEVISED BIBLIOGRAFICA,

1. BIOQUIRICA DA FEREEETRCED ALCOSLICE.
_ 1.1. . ASPECTOE GERAIS.

L jevedurs Saoccharonyces awr@viﬁimé utilizads na fermen-
taclo alcodlica € anaercbia facultativa. Em condiodfivs de anasro-
bioase, a glicose sofre metabollisno fermentativo gendo  catabeli-~
wada espencialmente pela Q}a de Embden-Beyerhef, o piruvato (587
e em seguidas transformade em acetaldefdo & CO, e finalmente 2
reducio do etanal pelsa alcool~dezidrogensge na presenga de wanrt

41 conduzinde ao etanol. A reag¥o tolal é a seguinte:
CeHyo0g + 2P1 + 2A0FP ~--= 204H0H + 2C0, + Z3TP + Energfa

A aquéqﬁo anterior mostra que 1 mol (180 g} de glicose
produz & moles (92 g) de etancl, 2 moles de CO, (88 g) e 2 moles
de ATP que podem ser utilizades para 8 sintese de componentes
celulares, além de eneryfa (57 Kcal/mol glicose). Desta forma ©
yendimente tedrico de etanol a partir de glicose & de ¢,511 gra-
mas de etancl! produzido por grama de gficaﬁe consumida. De forma
geral os rendimentos resis observados abingem somente 30-33 % do
rendimento tedrico uma vez que parte da glicose & utilizada paré
sfntens de meterial celular & para reagles de manutenclo. Assim,
se a taxa de crescimento celular & aila, a Laxa de produgdo de
atanol tambdém deverd ser alta,'a fim de fornecer & energfa ne-

cesgaria pars a produg¥o de biomassa. Neatas condi¢Bes o rendi-

menta celular & muito baixe, stingindo valores de 0,050,112 gra-



mas de células por grama de glicose (69,730,

A presenga de reacBes paralelas consome uma parte das gli-
cose, resulitasndoe em outros metsbdliton como glicerol, dcido suc
cinico & alcodls superiores permitinde a regeneragio do HNAR
(1,71},

Tem sido encontrade para fermentagles em Dbatelads, uma
aexcregdo de glicerol de 0,3 {(g/L) independente da concentracio
iniciasl de glicese (46). Por oubro lado a glicose pode fgualmen-
te mer mebabolizada pela via das havoses &onafos?ato, produzindo
CDZ = ﬁhDPHZ necesgsario para sintese de conaiituintes celulares
e compostos de reserva (69,715,

Em condicfes de aercbiose e balxas concentragfes de gli-
cose (menor gue 1,5 g/l) a célula de levedura apresentsz mebabo-
tiegmo respiratdério produzindg esseﬁcialmente CUZ, Hzﬁ e biomassa
pela via da glicsdlige, ciclo dog acidos tricarboxflicos (clclo
de EREBS) e a cadeia respiratdria. Ums moldcula de glicose libe—
ras neste caso 38 moles de ATP que s3o utilizaveis para sintese
de material celular. Como resultado desta alta pfoduq%n de ATP o
rondimente celular & mutto élevado, atinginde valores  de
0,40~O,é?'(g/g), fenbBneno conhecid§'¢0m0 gfeito PASTEUR (26,731,

Por cutro lado, conqentraqﬁes de glicose na faixa de
0,2~1,0 (g/L) ou superiores {323 implicam na repressio da sinte-
se de enzimag regplratortias e conseguentemente a célula produzi—
r& principalmente etancl e co, atravss do metabolismo fermenta-
Livo, independentamente da concentracic de oxigénic no maelia, Te-
sultande numa @levada diminuicio do rendimento celular, fendmeno

conhecido cono efeito CRABTREE (14,48,7375.



Asamlm para uma fermentacldo nHo exigbe uma fronteira deft-
nida entre cptabolismo asrdbico ou anaerobico ums ver gue ela
depende dag concentragles de oxiginic, glicose, ebtanol w da com~

posicho do welo.

{1.2.~ EFEITO DO CQRIGERIO,

Durante s fermentacico slcodiics reslizada pelss linhagens
de Saccharowmyees sp. uma parte do oxigénio serve come receplor
de elétrong para a cadeia respiratoria e por oulro lado & neces-
sario para a inducHo das enzlmas respiratorias (61 .

AURA (60,5617 estudsndo as atividades des enzimas oxidati-
cia dé'fepreséﬁo catabslica (efeito CRARTREES demonstrou gue 3
atividade das enzimas oxidetivas aumenta quando O gas dﬁ.aeraqﬁa
é enriquecido com oxigénio (61) e pelo contraric, a. atividade
dag enzimaz fermentativas diminuni (62). Desta ?Qrma a reprezsio
dz hexogquinase e slcool-desidrogenase (463 pelo oxigénio ou a
gua inducBo pela glicose determinam a orientagio do mebtabollisno
dag Jjeveduras.

Uma oulra parte do oxigénio serve péra sintege de eleman-
tos esiruturais. Embora a f@rmentag%a alcodlica seja cangiderada
como estritamente anasrdbica, tragos de éxig@nim £0,05-0,10  mm.
Hg) &ﬁtiéuiam a taxa de fermentag¥o (845 e pafa alogumas  1linha-
geﬁé de Saccharomyces gp. o oxigénio & um fator de crescimento
(16,65). O oxig@nié é usado pars 2 sintess de &cidos graxos potd

insaturades, egterols @ Beus PreCursores, compostos neceagarion
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para & biosintege dos lipfdeos constitubivos das mamhraﬁ&& plag-
maibicae & mitocondrials (27,653, ROGERS = STEUART (6E) obbliveram
en condicBes de anserobiose eglbrita uma relaglo sntre o  dcidos
graxcs Insaturadog e totals de 18X, mas na presgenca de uma con-
centragio de oxigénic de 2,8 UM esta relaglo passa a 2%, OY~-
SERSK! (15) demonstrou que a adig¥o de idcidos graxos insaturados
ou zeus derivados no melo de cultura asumenta a velocidade de
crescimento e diminu! a néceagidade de oxigdnio. HAUKELT e LIE
(27) ohzervaram gue a composigio da célula em lipfdeosm, 4cidos
graxes insaturados e ergosterol & fung¥o da concentragio de oxi-
\génio e nelo de Qrescimentn e que uma diminuigdo da quantidade
de iipfdeaé insaturados nas células leva a0 debillitamento da
membrana plasmatica,

CYSEUSKT (15) demonstrou gue uma concentraclo de 7 (mg/ll.
de ergostercl permite dispensar em fermentagBes descontinuas  a
necessidade em oxigénio das células. Em aerobiose o ergosterol
constitui 10% da massa geca das celulas de Haccharonycses sp.,
mas em células de levedura cultivadas em anaérobiose o ergoste-
rol constitui somente 0,15% da massa seca (B0 vezes a mencs)  da
célula (27}, Durante a fase aerdbica as células produzem ergos-
terol que ¢ armazenado podendo ser usado numa _eventual fage
anaerdbica para sintese de outros lipideocs insaturados ¢ de dci-
dos graxos.

Em relac¥c 3 concentraglo Stima de oxigénio para proedugdo
cont fnua de etano! CYSEWSKI e WILKE (16) conseguiram determinar
o8 valores das concentragSes Stimas, mas posleriormente demons—

traram que este valor n¥o & uma constante, sendc que depende da



velocidade especifica de crescimento celular e da concentragio
de aubstrste. OURA (60} demonsirou gue a presenca de altas  con-
centragcBees de oxig8nio Inibe ag wias fermeatati&as 2 resplratd-
riag, Tenslesg de oxigénico superiores a 300 mm. de Hg inibem tan-

Lo o crescinento celular guanto a producdo de etanol,

£.3. EFEITO DA GLICDSE.

A glicose, dependendo de sus concenbragdc pode ser  um
slemento limitante ou inibkidor. Em concentraglss superliores s
150 (g/L) intbe tanto as enzimas oxidativas e fermentativas de-
vido & desidratacio dag células de levedura (32,77). Concentra-
cBen de glicose na fzixa de 3-100 {g/L) inibenm seletivamente o
metabel isne respiratoric resultando num  cstabolismo unicemente,
fermentative (repress¥o catabdlica ou efeito CRABTREE) indepen-
dente da concentracio de oxigenio (6£2) até ums concentracg¥c de
glicose na faixa de 0,3-0,5 (g/L) na qual desaparece a repressio
catabdlica e o catabolismo pode ser fermentaiivo ou reszpliratorio

 dependendo da concentragfo de owigénio (48,8072,

i.4. IHIRIQEO PELD ETARQL.,

HOLZEBERG & col. (29) demonstraram gue © crescimento celu-
lar n%o & inthide em concentragfes de etanol inferiores a 26
{g/L} mas ele & inibido totalmente gquando a concentracic de a2ta-
nol! atinge 68,5 (g/L) no meio de cultura. Quiros pegsquisadores

(663 argumentam, numa forma mais geral, que concentragles de



gtenol de 70-80 {(g/L) inihem completeomente o crescimento celular
e que teores de stancl de 87-115 (g/L) provocan a.totél inibigHo
da producdo de etanel, BAZUA & WILEE (7)) argumsnitam gue a inibi-
c#o produzida pelo etanol serfa do tipo n¥o-competitive. NAGODA-
WITHANE e col. (52) determinaram a importincia de.@Feitm inibi-
dor do etancl sobre as  enzimas da glicéiiae, hexoquinass e
t~glicerofosfato~desidrogenase (4-GDP). A afinidade do etanol ¢
malor para a 9-GDFP que para a hexoquinase. Desta forma a produ-
¢¥e do glicerol estd relacionada &3 conceniracio do etancl no
neio sendo gintetizado somente nas primeiras etapaz de uma fer-
mentac¥o om batelada guando a concentrag¥o de etancl & baixa.

Ko intertor das cdlulas das levedura 5. cerevigias & con-
centragio de etanoi & superior & existente no meto (51). O ets~-
nal intfaaeiuiar pode atingir concsniraglies de 300 (g/L) durante
una fermentag¥o (55 mas este valor sumenta écm a temperatursz de
fermentscdc. Estes pesgyulsadores demonstrafam gue o acumulo de
etanol no interior da célula & devido & resisgténcia existente
para o transporte do etanol desde & célula até o melo de cultu-
ra. NOREHO {46) constatou que gquando s concentraglo de etanol no
interior da célula atings a 130 {(g/L), ela & afnda desprezivel
no melo de cultura. No curse da pripeira pérte da fermentacidno 2
excregﬁo de etanol é controlads por um regime de d!Fuss%o sim-
ples mas quando o bteor de etanol intracelular for inferior ao
teor do ﬁaim, o processo de_traﬂsporte serfa ative, uma vez gue
apégent@mante a permeabilidade da membrana celular é modificada

no cursoe do crescimento.



1.5, VIABILIDADE CELULAR,

De forma gersl a viabii#dada celular & iﬁfiuwndiada pela
guantlidade de oxig%ni§ dissolvido, & tenperatura da F@rm@ntagﬁaf
a guantidade de indcula, 2 concantracin de substrato 8 a velooi~
dade de mradutﬁé de etanol (50,813, CYSEWUEBK!I e WILKE {(17) obzer-
varam que a viabilidade celular diminui continusmente em anaero-
bicee, mas els permanece acima de S5% em serobliose num sistens
de fermentac¥o a vécuo. As leveduras utilizam o wxigénio paré
produzir dcidos graxes poli“iﬁsaturadms @ Reus precursores, com-
poztos necessarlios para a biosinlese de lipideos constitublvos
das membranas plesmiticas e mitocendriais (27,635, A complemsn-
tacio do meie de cultura com #cidos graxos ingeturados ou  este-
rois permite aumentar a quantidade de dcides graexos presentes
nas célﬁiaa e consequentemente na membrana plasmétics, sumenian-
do tombdém o viabilidade celular, o que provarfa que ¢ efeito td-
wico primdrio do etanol serfa 2 nivel da menbrana plasmdtica uma
vez que ela & 2 primeira em contalo com o etanoi (7¥2). Desta
forma pode ser guposto gue a presmenga de scidos graxog ingstura-
doe na membrana interior facilita a solubilidade do etanol nela.

Aumentos da temperatura de fermenta¢io produzem uma forte
diminuic¥o da viabilldade celular, devidoe éo sumento dag taxas
de proéuc%o e acimulo de etanol no nefo e nag células FSO,S%?}
ficando ag mesmas mals empobrecidas em lfpfdams insaturados. &
v%abiiidéde celular eatd influenciada essencialmente pela con-
ceﬁtraq%a de etano! intracelular e no meic, pelo tempo de conta—
to entfe ag cédlulas e o etanol & pelas condicBes de cultura (1i-

nhagem, concentrag¥o de oxigénic e substrato, temperatura, oto.)

E



2. !ﬁﬁg§h§2ﬁ@%ﬂ DE HICRORGAHISHOSE.
2.%. ASPECTOS GERAIS.

Hog dltimos anos ocorreu um alio interesse na produgio de
etanocl por fermentag¥o para uso como combustfivel. As técnicas de
culturs convencionals en batelada ou centfnus nio s¥o sconomica-
mente muitoe atrativas pera este processo, devide a0 que muito
esforeo ten sido feito a fim de se desenvolver novas configura-
cBes de fermentadores, com maiores produtividades voluméiricas.
Uma forma de conseguir este asumento basea-se no {ncremento da
massa celular dentro do fermentador para o qual temos trés téc-—
nivas disponivels:

~Evitar o safda de cdlulas do fermentador mediante a fil-
trac¥o do efluente {3?,42); Esta tdcnica aprésénta ségios pPro-
Ilemas de impiementaqﬁo devide 3 reducHo continua das taxas de
filtragio. '

~-& recuperagio do materisl celular por decantaclio ou cen-
trifugacio (18,19) e a postericr reciclagem no fermentador. &
centrifugacio é gmaz técnica cara e apresenbta problemas em opera-
cles asgellcas. |

-4 imobilizagto das cdlulas no intertor do fermentador
usando técnlcas de imobllizagBo ativas ou passivas a fim de evi-~
tar susm perda junto mo efluente {6£,9,20,31,403.

Az técnicas de imobilizagBc de células visam 2 agregasio
" destas para formar uma estrutura definida, geralmente com O pro-
pésito de reter esta estrutura no interior do reator, aumentando

grandemente a quantidade de massa celulsr premente no seu inte-
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rior. Ha fermentaclo convencional as célulag estBo livremente
guspensas o saewm do Farmentadﬁr Junto com © aflu@hte ifquid@; @
tLécnica de\imobilizaQﬁo impede que isto ocorra. uma vez que .as
partfculas de biomassa imoblilizadss sd%o eatacidnarias, CoOmo  num
laito empacotado (33,78). A experifincla demonstraz que alguns mi-
crorganismos poden aderir-se wspontaneameﬁﬁe gobre as  superfi-
cies a que estio em contato. Na escals industrial ests caracte-
ristica & apliceda na fabricagloc de vinagre ¢ no tratamento bio-
légico de dguas residuarias. Em escafa de laboratorice = piloto
ten sido estudado a produg3o continua de cerveja, produgdo  con-
t{nua de etanol, produgfo de #dcidos cftrico e acético e desaci-
dificacio continua de sucos de uva (1@,24,26,53,56?&9},

Em r&lag%g Ao aplicagﬁ@s existentes e'paténciais dos Dia-
temas Cém células imobilizadas podemos destacar as  seguintes:
tratamento de agus e resgiduos l1fquidos umando suporites  cono
arela ou as chamadas "partficulas de suporte de bicomagsa™(B.5.P.)
(268); produgHo de etsnol usande préticamente imdaé as  tLtécnicas
conhecidas, incluindo B.S.P., suportes sdlidos e diversos gels
{9,45%,5%,78); invers¥o de agucar} producie de 4cido citrico:
prodqg%w de celulase ugando K-carragena como suporte e produglo
de proteases e peniclliina uzande geis de éaliacriiamida (4,22,
36y, |

'A tecnologia de producic de céiulas imobilizadas & mais
cara do Que a produg¥o de células livres @ ?or outro lade a
agbegag%o de células & forma de partfculas de tamanhos de 3-6 mm
reﬁuité em serlag limitancSes difusionals (8) mas apesar disto

existem grandes vantagens no uso de células  imcobillzadas, COno
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grandes aumentosg na produtividade dos reatores devide 5 alta
concentracfo de massa celular, redugfo dom custom de produgio,
operagfo contfnus com taxas de diluicio superiores & tawa de la-
vagen (washout), produgfio continua de melabdlitos secundarios
{dcido cftrico, penicilinal, rendimentos de produto supsriores e
de meparacio mais factl ,operagio ininterrupta por longe tempo,
e, finalmente, permite a operaglo ndo egteril devido &g altas
taxas de dilulg¥o que pcdém ser usadag (59).

Hos dltimog 10 anos tem occorride s sxpansio £ o melhora-
nento da tecncleogfia de lmobilizagBo de mlerorganismos através de
2 vias principais (B):

~Hodificac¥o dos restores existentes visando melhorar geu
desempenho pela aplicacglo de principlos ds  engenharia. EIntre
eles tenos reatores de leito empacotasdo, leito fluidizado, rea-
tores de mistura de ar e reatoraé de laminas.

-Degenvolvimnents de téconicas gue permitem & imobtlizacdo
de qualquer microrganisme (ou células de plantas), n¥c somente

agueles que naturalmente forman filmes.

2.2, TECRICAS DE IROBILIZAGRD.

As principals iLécnicas de imobllizagdo propostas para mi-
crorganiswros podem ser divididas em duas categorfas {(£Y: ativas
e pasgivas.

Az técnicas ativas compreendem a aplicag¢Bo de. algum pro-
cesso qufmico a fim de imobilizar as célulass. Como exemplo podem
ser citadas as seguintes tdécnicas: itratamento previo das ceélulas

e utilizacio sem suporte, inclusfo em gel! (principalmente polia-



ﬁé’:f‘ila‘&mida}, fixagdo en guporte sdlido tanto por iigé.&{:éﬁﬁ*f:‘:«‘ covas
lentes como por adsorg@o em superficies modificadas, sendo esgts
Hitima a btécnica maiz facil para ser implementada (1,2,12,21,24,
36,743,

0 uzoe destas tdonicas permile reduzir grandemente os cus-
tos de produgBo em relagdo aos processog com células livres. Ni~
VARRO e DURABD {(5%4) trabalhando em fermentac¥o mlcedlica conss-
guirem fixar cédlulas de Saccharemyosiz uvarun usendo a tdenica de
ligag¥o covalente em esferas de gflica amfnadag, Embora a wmailo-
riaz das técnicas ativas de imobllizacfo sedaﬁ usadas em  escala
de lakoratorio, exigtem duzs grandes piéntas piloto (58 em fun-
cionamento peara produgBo de etanol a partir de melago. Elas  sHo
a KYOWA HAKKO EKOGYO gue usa Félulas de &, coreviglas fmobilizs-
das onm esferas de alginato e a JGC CORPORATION que wusa células
de Saccharomvees sp. imobilizadas em léminas de resinss foto re-
ticulaveis (5) empacotadas num reator de fluxe paralelo, resul-
tando numa concentrac¥o de levedursa de 40-50 (g/L) e produtivi-
dades de 12-18 {(g/L~-h}.

As técnicas passivas promovem a formacfo esponbinea de
f{imes ou flocos de microrganismos wma vez gue szomente alguns
microrganismes tem a propriedsde de formar filmes estavels como
Lootobzcter na producgio de dcido acédtico ou culturas mistas no
tratamento bicldgico de resfduos. Suportes comuns para eles sHo
rateriats inorgsnlcos, serragem de médeira e material plistico.
5 fim de melhorsr z taxa volumetrica de reagBo quimica destes
fermentadores, recentemente vem sendo desenvelvides suportes ae

tamanho menor, conseguindo um aumento na superficie especifica e
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awﬂg&qmentemanﬁa ur aumente na srea total diﬁpanfvel.paga crase
cimento de filmes. Esta tdécenica estd sendo usada cOm sSUcCesSse B
roatores fluldizadeos para tratapento de residues, ussndo Como
suporte partficulas de areia de 0,6-1,0 mm de diametro, conge—
guindo~se asreas especificas de atdé 2000 (m2/m3% e concentragles
de bilomamsa de atd 27 (Kg/m3) (137,

Tecentes desenvolvimentos visam a produgBo de  noevos gu-
paftes (6,93 qﬁe permiten ser ocupados por uma grande variedade
de microrganismos, com controle da espessurs da camada hioldgi-
ca, um parsmetro importante para a gquantificagio ou prediciio do
comportamento do ferpentador. Estas "particulas  de suporte de
biomasza " (B.S.P.) s¥o estruturas poroses de tamanho seleciona-
do atinginde até 97X de porosidade (&Y. Os poros estio interco-
wmunicados devido ao processo de fabricag@o diminuindo assim  as’

esistencias difusionajis. Estes suportes s%o normalwente {abri-

cados de espuma de polluretano ou esponjas elaboradss a partir
de fins de sco inox, que podem ger acupadas por uma ampla varie-
dade de células, caso notdvel das células de levedurs que ocupam
rapidanente o interior destas partfcuiaé porosas. Para cubos de
espuma de polluretanc ¢ para gsponjas de ago inox s30 congegul-
das retencBes de leveduras de 39,1 e 63,6 gramaz de materia seca
por litro respectivamente (8.

HAVARRO (53) estudou para diversos supcrtes naturais e
siﬁtéttcéa s massa seca retida da levedura Saccharonyces uvarum
obtendo oz melhores resultados.com aparas de madelra e de PVC,
at ingindo valores de 248 e 80 mg/g de  suporte regpachtivanente.

Hestes processos com célulaw tmobillzadas pede-se atingir a fer-

14



mentacBo do meio a 122 Plato num tempo de residéncla de 90 minu-
tos, resultande numa capacidade de producio de trés velumes de
reator por dia, em contragte com o8 Procegsos utilizmades tradi-

cionalmente cuja produglo diaria 4 de 1/4 de volume de reataf.

3. FEREEHTACEG ALCOSLICA CORTIRUA.

5 fermentaclo alcoslica continua permite © controle efi-
ciente do metabolisme dos microrganismos, agsim como melhor pro-
dutividade uma vez gue é durag¥o total da fermentagio & reduzids
.pela supressfo do tempo de laténcia & Lambem porque segunde MO~
REND (46) na cperaclic em regime estaclionario, a taxa de gintese
de compostos celulares ¢ regulada. Estes resultados nic poden
ser obtidos em regime descontinuo devido &= mudangas fisioldgi-
cas das células. O restor tubular & meis effciente que o qui-
miostato (CSTR) para os mesmos tempos de reslidénctia, devido ao
elevado poder inibitorio do etanol na sus propria producie. Com
ums cascata de reatores USTR pode-se separar as diferentes  ela-
_ pas fistoldgicas da fermentag¥o alcodiica @ consequentenente si-
mular o funcicnamento de um reator tubular, ctimizando 8 utili-
zacHBo do eguipsmento e diminuindo o tempo necessArio para o eg-
tabelecimento do regime permanente.

As novas tecnoleogfas visasm asumentar & concentracio de
mosss celular no reator e diminuir o efeito inibitdrio do etanol
a fim de conseguir malores rendimentos de etznol e produtividade
do sigtemn (17,35,41,50,67,682.

Para sumentar & concentraclo de massa calular existen
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procesgog de reciclagen de célular por centrifugagio ou decanta-
¢¥o, separagBo no interior do restor por {filtragdo em membranas
g retenglc 4o material celular por imebilizag3o ouw  decsntacgHo
interna (23,25,42,4%9,57,70,75,76). Existen om operaglo processos
continueg usando a tdéonica de centrifugaglo como © desenvelvido
pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldglicas do Estado de S¥He Pauloe
(11} & o desenvolvido pelas empresas Vogelbush e Speichem (53,
que abtingem produtividades de 4-6 & 3-8 (g/L-h) respectivamente.
Basendos na tdenica de imobilizagio celulér existen dolg proces-
sos, o desenvolvido pela smpresa KYOUA HAKKD HOGYD Co. (483 em
escala pliloto e o processo da JGC  enm .escala industrial, que
at ingem produtividades de 20 e 12-18 (g/L-h) respectivamente.

B fim de minimizar o poder inibkitdric do etano}.faram de-
senvolvidos processos extrativos que visam retirar o etancl na
medida que ¢ produzido, como fermentacio a vicue, extragd@oc por
solvente e.deatiiacﬁo continua a vicuo (5,17,41,63) destscando-
#e o processo Biosti) degen9élvido.pela enpress ALFA  LAVAL qus
at.inge produtividades de 8-10 {(g/L-hJ. A inibicﬁé do etanol pode
tambdm ser diﬁinuida usando uma serie de reatores a fim de rea-
lizar uma parte da fermentac¢fo em présanga de baiwas concentra-
cBez de etanol, resuitando en a&mentos da produtividade e rendi-
mento e sistemas de reatores multiplos. GHOSE e TYAGI (25) en-
contraramn gue usando 2 reatores iguals em serie, o volume total

de reatores ¢ 58% menor gue usando um reator.
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181, HATERIAL B H£TODOS

1. HATERIAL

$.1. HICRURGAHIZHO

Foi usads a leveduras Ssceharouyces cersvizliae 12 888 for-
necido pelo instituto Zimoléconico da ESALU de Piracicaba conger-
vada em c8mara fria & 52C em melio PDA (Potabo-dextrose-agar) in-

clinado em tubo de ensaio, sendo periocdicamsnie repicado,

i.2. CORDIQUES DA CULTURA

Raseado em resuliados preliminares, foram selecionadas as
seguintes condig¢les de cultura:
Temperatura Stima de fermentsclo: 33-34:2C0.

pH dtimo do meio de cultura: 4,0-5,0.
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1.3, HEIQS DE CULTURAS

1.3.4. Heio de culturs usado para preparo dos indculos.

0 meio usado para preparagio dog indculos fol o seguinte:

Gligome - s e o 20,0 g
KEH P s m e 5,0 g
N34CI """""""""""""""""""" 1,% g
ﬁqS84.7H ) e e e 0,7 g
) B e 1.2 ¢
Extrato levedura ——w—=——m—o- 5,0 g
Kgus de torneira g.s.p. -~ 1,0 1L
PH s e e o 6,0

0 pH do meio de cultura para o tndoculos fol ajustado com

dcido fopfdrico concentrado.

1.4.2. Keio de cultura usado para estudar o efelto da concentra-
cBo de extrato de levedura da BIDBRES (BEIQ 1.
0 meio de culturs usado para az diversas fermentagles em

batelada tinha a seguinte formulaglo:

HEIQ 1.

Sacarose comercial —w--s 200,0 g
KH,PO, —m=mommom s 5,0 g
(H84)2304 ~~~~~~~~~~~~~~~ 2,0 g
HgS0, . 7H,0 ——ememmm e .4 g
Extrate de levedura --—-- varidve!
Agua de torneira g.s.p.-~ 1,0 L
103 B 5,0
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A concentracio de extrato de levedura ol wvarlads entre
0.5 ¢ 5,0 g/l ¢ o pH Inlcial dos melos foil ajustado a 5,0 wsando

dcido fomfdrico concentrado.

1.3.3. Heios de culbura usados para estudar o efeito da concen-
trac¥o dos sals minerals (ME10& 2,3,47.

s meioz 2,3,4 foran formulasdos sucessivamente com teores
majores de fosfate e nitrogénic a fim de estudar o efelto na

fermentacBo alcodlica.

HEIQ 2.

Sacaroge comsrcial ----—- IZSO,Q o
KHyPOy e mo i 3,0 g
(HH ) 280y ——romommmm s 14.0 g
NgS0, . 7Hy0D ~ommmmee e 2,04
Extrato de levedura ——--- 1,09
Aguz de torneirs q.5.p.7" 1,0 L
PH o 5,0

Fete melo fol formulasdo akravés de célcuios estequlomd-
Lricos basaadds na composigdo madia de células de Baccharomvoes
cer@visiaé obtidas por RIVIERE {54}'asaumindo um rendimento ce-
tular Yx/s de 0,2 {(g/g). A copposic¥o das células de levedurs em

base seca ¢ a seguinte:

Carbong ————m s 47,0 %
Hitrogénio ———m——me—s 7.5 %
Fésforo —mmemommemee 1,5 %
Magnegio —=m~——mooo 0,5 %



HEID 3.

Sacaroese comercial ---——- 200.,0 g
KHAPO, e ssm s s e 10,0 g
(HH; 3,80, «mmmemme s 25,0 g
HGS0y . 7HyQ = 2.0 g
Extrate de levadura —--—--- 1,0 i
Egua de torneira gq.s.p.-- 1,0 L
12 B 5,0
HEIQ 4.

Bacareose conercial ——w—-—- 200,0 g
KHBsPO, mwmmmm oo s e 20,0 g
(NH ) 580, ==—r—m=m=mmmme 50,0 a
”39334,7H28 ~~~~~~~~~~~~~~ 2,0 g
Extrato de levedura --—-- 1.0 g
Egua de torneira g.s.p.~" 1,0 L
PH oo e e et e o 5,0

{.3.4. Mejto de culiura usado para fermentagiio continua.

HEIQ 5.

Yacarose comercial —eee-- 150,0 g
KH,POD,y comercial ———=——-~~ : 2,0 g
(HH 3 50 comercial ——m--- 10,0 g
kMgSﬁd.?HZO ~~~~~~~~~~~~~~~ 1L, g
Extrato de 1e§edura ~~~~~ 1,0 g
Rgua'de torneira q.8.p. -~ 1,0 L
PH o e e e e o e 5,0



A este meilo foi acrescentado eantiespumante da CARLO  ERBA
- {milicone) numa domagem de 3 gramas para 1000 litros de meioc de
ceultura. Também ol adicionade o bactericida comerciel BUSAN B&Y
{Puckman Laboratdrios Ltde.) derivado do tiazpl e de baixa toxi-
cidade a fin de.@vltar a proliferaciio de bacteriazs durante a
fermentaclo contfnua. Uscu-se uma dose de A0 ppm  repartids  en
duas aplicagBes, 15 ppm logo apés o resfrismento do meic e 15

ppm no frasco de alimentag¥o do fermentador continuo.

1.4. SUBDRTES PARX IHOBILIZACKD DE CHELULAS.

Trabalhos previos reslizados no Lesborastorio de Rloenge-
nharia (FEA-UNICAEP) permitiram selegionar entre 12 Lipoa dife-
rentes de materiai de suporte, a esponja de polietileno uma vez
gue ela'apreségﬁﬁu as melhores caracter{stizas de retengio celu-
iar, altadas ao baixo volume ocupade no interior do reator e 3
facilidade de manuseio. Inicialmente foram testades  blocos de
esponja maciga para a imobilizagho das célulag, mas o arraste
provocade pelo funcioﬂ%mento das bombus de recirculagio interna
impediram uma boa reteng¥o celular. Alguns pesquigadores {(&,3)
ugaram leitos empacotados de cubos de nmaterial porose {poliure-
tano, polietilenc, etc) ou esferas pmrosas‘de ago inox com a fi-
ﬁalldade de fornecer as células um amblente permedvel e protegi-
do do atrito provocado pelo escoamento, a fim de gue elas possan
se desén?alver, pcupando o_}ntari&r dog cuboz. Assim sendo, nes-
te'grabalho foram usados cubos de 5xGx5 milimetros cortados 2
partir de esponja.de polietileno comercial de alia densidade

(35,3 g/L>, como matertal de empacotamento dos reastores. Parsg
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cads fermentador usgou-se 24,7 gramas (700 wl) de eapbnjé de  po-
ligtileno enm forma de cubos (1350 L) compactados entre duas
placaz perfuradas, espagadas 21 cm uma da oubtra, © que corresg-
ponde a um voeolume de leito de 1 litro. Estz configurascgiio esta
r@preéantada’ na figura 5. A porosidade resultante do leito (voi- '
dage}? fol de 30Z. Og 70¥% restantes correspondem ao volume ocupa-
do pelos cubogs de pelletileno. Esta porosidade de lelto permitliu
regul ar as bombas de r‘ecir“cuiac%’e& interna, 8 fim de oblter umnszs
velocidade de escoamento intersticisl de 1-2 (em/s3, suficiente
para o reator apresentar bom comportamento hidrodindmico sem

comproneter a retencio celular.
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1.%. FERHERTADOQRES

1.5%.1. Bini fermentadores nodelo H-1000 da Hew Brunswick de 1 L.

1. Entrada de dpua pars resfrismento
2, Salda de dgua do vegfriaments

4, Pilafragma de Fovrachs pars introdugio de seringeas: inmey
lagio, cantrele de pH, =spums, vatirada do 2mostra

5, Fetirads de anostra atpavés de seringa

5. Pntrada de meio (allimentagdn}

6. Filire de ar com Ledte de 14 de vidro

7. Botimetro

B. Linha de entrada de ap

8, Tarmostato

d/@ 10, fubo pirex pars termosiato

11, Falsc pirex para termimetsro

\ W] 12, Termdmetps

13, Falso pirex para salda de meio fermemtade

&.._j }@ 1. Linka de safda de meio ferpentade
%, s i .

et TN ) 15, Azitader magnétice
M - .
@a @ @@@ 1fi. Bawe &0 fermentador
*
.17, ¥Yaso pirex 1000 mt

18, Tampa

Fig. i. Esquena do mini~ fermentador nodelo H-1000,

1.5.2. Fermentador piloto de 250 L da Fermentation Design.
1,5.3, Fermentador Chemap de 15 L.

1.5.4, Fermentador multiplo-estagio.

A primeira fermentacio continua ?oi realizadas noe fermen-
tador apfesentado na figura 2 que corresponde ao casd de cédlulas
imobtlizadas sem recicloe. As férmentacﬁes cont fnuas posteriores
foram realizadas no fermentador representado nas figuras 3 e 4

gue corresgpondem aos Casos de células imobilizadas com reciclo.
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Detalhes de um fermentsdor estfio representados na figura 5, e na
figura & estd representada uma vista detslhada do material celu-

jar retido ne interior do fermentador. O decantador wusade para

reciclagen do material celular estd representado na figura 7.

1.~ Reservatorio.

Z.~ Bomba de alimentacdo (diafragma).

3.~ Bombas de reciclo de meio {centrifugas).
4.~ Reatores.

5.~ Saida de gas.

6.~ Saida de meio.

Fig. 2. Sietens de fermentadorss usados para fermenta~
¢c¥o continua com célulaeg imobilizadas sem re-

ciclagen.
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0.~ Alimentag¢io do primeiro reator.
1,2,3,4,5,6.~ Reatores.

7.~ Entyada de ar.

2.~ Rotametro.

9.~ Filtro de ar.
0.~ Decantador.

11.~ Bomba de reciclo de cflulas (peristaltica).
12.- Bureta.

Fig. 3. Sistema de fermentedores vgadog para ferments-
c¥%o contfnua com células imobilizadas com re-

clclagen.
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Fig. 4. Fermentzdor conifnuo multiestagio.



2. PROCEDIRENTO ENPERIHENTAL.

2.1. PREPARD DO IHSCULD

‘ Erlenmevers de 250 mlL a}étades contendo 100 ml de meio
para prepare do indculo, foram esterilizados em autoclave 3 121
20 por 1% minutos, resfriados a 30206, ipocuiados com una  algads
da cultura de Sacchoromvees cerevisias 1Z 888 e incubados a 3320
poé 24 horas. Estes 1nécui§$ foram ugados nas fermentaglies con-

tL.inuas e descentfinuas.

2.2, FERHENTACHES DESCONTIHUAE,

Foram usados mini~fermentadores contendo 700 mlL dos di-
versos melos de cultura,. Foram estertlizados, resfriados & ino-.
culados com um volume de indculo previasmente preparado, egqguiva-
lente a B¥ do volume do meio de cultura, As fermentagBes foram
mant idas = 3320, sob agitac¥e por barra magndtics e sem asracio,

Paras o estudo do efeito do extrato de levedura foram pre-
. parados 5 mini-fernentadores contende o meio 1 com concentrac@es
de extrato de levedura variando entre 5,5 e 5,0 g/L. Para o es-

tudo 4o efeito da concentracio dogs sals minerais foram uzados 08

weios 2,3,4.



2.3, ESTERILIZAQRQO BQS EQUIPARENTOS USADUE PARA FERNENTACED COXN-
TIHUA,

A esterilizacBic de todegs oz eguipanentos do sistoma
{frasco Hartoltlie, mangueirag, bombag, Filtros, restores, etc.?}
faoi feita con gas esterilizante {(mistura de mondxido de ebilenco
20% + didxido de carbonoc 80%). O procesze iniciou-se com aplice-
cHo de vécue no sistema (25~40 cm. de Hg? psra logo injetsr o
- gée esterilizante atéd atlingir a pressic atmosférica, tomando es-
pecial cuidado para gque enilrasse em contaﬁa com todas as  partes
do sistema. Este processo fot repstido varias. vezes, fazendo~o
borbulhar intensanente, antes da entradé na bomha de vicuo, numa
soluclo concentrada (4M) de dcido sulfdrice a fim de eliminar o
seu elevado poder tdxico. Deixou-se o géds escoar durante 3 horas
ne interior do fermentador, fechou-se ent¥o © sistema e delxado
e contato com © gids por 24 horas. Finalmente injetou-se ar £il-~
trado durante 1 hora, fazendo borbulhar o gss de gafds na solu-

oo de dcideo sulfdrico.

2.4. FERMENTACXQ CONT(NUA HULTIESTAGIO.

Foram feitos 2 esztaglos de pré-fermentagBo na preparagio
do fndculo pars a operag¥o contfinua. A primeirs pré-fermentagfo
foi realizada neg mini-fermentadores contende 600 ml do smeguinte
meio de cultura, previaments esterilizado a. 1202C por 135 minutos
- em autoclave, resfriado e inoculado num volume eguivalente a 10%

do volume de neio.
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KHSPO oo i o 3 g
{HH&)zgm ~~~~~~~~~~~~~~~ 14 g
HgSU, . 7H,0 ~=mme e 2 g
Egtrata levedura ——-~~—-=-= D g
Egua torneirs q.s8.p. - 1L
PH o e o e s 2

Fol adicionado antiegpuanante (3g/1000 L)Y e submetido a

aeracic de 0,5 VVH durante 24 horas a A33:2C.

4 segunda prém?érmentagﬁo fo1 realizada diretamente no

fermentador multiestagio previasmente esterilizado com mondxide

de etileno. Continha 7500 nlL do seguinte weio de cultura:

Gacaroge ot 15G,0 g
KH POy ——rwmmommm oo 5,0 g
(HH ) 580y ~mmom e 26,0 ¢
HgS0, . 7H,0 ——-=momemmee 3,8 g
Extrato levedura ———==~-- 5,0 g
Agua torneira g.s8.p. —07 1,0 L
PH mre e e e i e e 5,0

_Este meio foi previamente esteriiizado 2 12120 por 20 mi-
nutos nuﬁ fermentador Chemap, rezfriado, traﬁsferido asmebtlica-
meﬁte so fermentador multtlestagio, para logo ser inoculado com a
totalidade do volume obtide na primelra pre-fernentagio (600

ml). Foi adicionado antiespumante e submet ido a aeracio de 0.25
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VVH por 12 horae durante um periode total de férm@ﬂﬁacﬁa de 24
-hata$, A temperatura do gistema foi 33=C. Apds o termine desta
segunda pré*f&rmentaqéa deu-ge intcico & fermentagioc continua,
usando © meio B previamente estertlizado a 12120 por 20 nrinutos
num f&rmeﬁtador.piioto da Fermentaltion Design de volume 200 1i-
tros,

A temperatura de operagHo pars todoﬁfos_casoa foi de 333
120, controlada mediante o uso de serpentinaes de aguecimento on
regfriasmento comsndadas por um sistema automstico de controle.
Oz fermentadores estiveranm submetides a uma ligeira press¥o In-
terna variando entre 5 e 30 cm de coluna de agua, cCono CcoOnse~
quéncia da gerag¥o de C02. Esta leve pressurizagio teve como ob-
jet.ivo evitar os problemas de contaminaclo externa.

'ﬁ primé££é fermentacio continua fot realizada no fermen-
tador spresentado na figura 2 que corresponde a0 caso de células

imobilizadas gem reciclo.

Pars o caso de cédlulas imobilizadas com reciclo {com ou
gem aeragfo) fol usado’o gistema apresentado anteriormente adi-
cionado dos dispositivos necessarios psra aerar o primeico far—
mentador e para reciclar as células do dltimo fermentador sendo
representado nas figuras 3 e 4.

Oz seis fermentadores s%o idénticos estando um deles re-

presentado em detalhes na figura 5a e b.
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{7
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L?}

{2} {v)

1.~ Entrada.

Z.- Serpentina.

i.- Sonda para termometTro.
4.~ Saida,.

.~ Placa perfurada.

.~ Leite de cubos de esponlia.

VEivila de estrangulamento.
.- Bomba de reciclo interno.

[ B B v
L3
|

Fitg. 5. Detalhes (a) e foltograffs (b) de um fermentador

conr células inobilizedas.

Ka figures & podemos ver o aspecltc epresentads pelc mats-

celuviar retido no primeiro fermentador.
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Fig., 6. Células de Saccharomyces cerevisise imobllizadas

&m suporie poroso.

0 decantador usado fol resfriado exiernamente por meio de

uma serpentina na gus] circulava uma misturs hidraoslicedlica, nu-
ma temperaturs de 0-52C a fim de diminuir s atividade f{armenta-

1iva. O esguemaz do decasntador est#d representado nas figurs 7,
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2.~
3.-
4.~

6.-

Salda reator nf 0.
Tubo celetor de COj.
Efluente.

Decantadores infernos,
Placa divisoria.

Linha de reciclo.

Fig. 7. Decantador ugado para reciclages de células,

Pars o caso de células livres com reciclo foi usgado

mesmo sistema apresentado na. figura 3 sendo retirado gomente

enpacotamento de todos os fermentadores.

O
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%, BATODOR AHALITICOS.

‘3.1, CONCEHTRACKC DE ﬁ&ﬁgﬁ CELULAR LIVRE.

Has fermentacBes contfinuas e descontinuas, a concentracio
de massa calulaf tivre fol determinada mediante leiturs da ab-
sorb8aclia a &00 nm das amoshras cnﬂvenlentémenta diluidas, num
espectrofotbmetro Spectronic 20 da Baush & Lomk, usando melo de
cultura dilufdo como brance para ¢alibraclo do aparelho.

Foi congtruida oms cur?a padric de Hassa Secs em fungio
da Absorbincia, tomando uma amostra de 500 nlL do efluente do
formentador, filtrando-a em membrans Hillipore de 1,2 microns e
ievada.a secar em egtufa a vdcuo a 60:C por 24 horas. Obhteve-gse
sssim a concentracSo de masga seca presente no efiuénte. Parale-
-lamen%e; preparégmse diluicBes sucessivas com #Agua destilada
{1.100 ateé 10:100) do mesmo efluente e mediu-se a absorbincia de
cadn uma delas. A partir da concentragfo de massa seca 4o
ef luente obtida por filtragio & secagen, ol determinada indire-
tamente a concantracﬁo‘da massa séca correspondente a cada di-
luicBo. Com os valores assim obtidos fol consgtrutda a curva pa-
dr¥o (fig. 8) parses determinaclo da concentracio de massa seca en
funcBo da absorbincia, resultande num coeficiente de correlag¥o

de 0,999.
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MASSA SECA {g/L)

{ i T 1 T ;
& 0,1 0.2 0,3 0.4 0.5
ABSORBANCIA

Fig. 8. Curva padr¥o de concentraclo de passs celular

seca {¥) em funclo da absorbincia (A).

. 8.2, CONCENTRAGRD DE SUBBTRATO.

A concentragio de substrato (8) fol avaliada peleo nétodo
do Acido Dinitrosalicflico (DNS> (43), apds previa centrifuga-
¢¥o, hidr&lise scida e diluigo adequada das zmostras, sendo é
substrato expreaso na forma de Agicares Redutores Tobtats (ART?.
A partir‘&e solucBes de sacarose previamente hidrolizadas e con-
venientemente diluidas, foram ﬁreparadas curvas padres de con-
centracio de substrato em funcio da absorbincia medida a 540 nm

num espectrofot8metro Spectronic 20 da Baush & Lonb.
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3.8, CONCERTRAQED DE ETARGL.

Fol realizada por cromatografia gamosa num  cromatografo
Ingtrumentos Clent{ficos C.G. Litda. modelo 37-D provido de dete-
tor por ianizacﬁo'd& chama, Un volume de 1 ml das amostras pre-
viamente centrifugadaszs fel misturado com 1 mb de uma solug®o de
butanol de 40 g/L {(padrioc interne’ e logo injetadas no cromatd-
grafo, usando nitrogénio come gas de arraste. As temperaturasz de
operagio do injetor, coluna & detetor foram 22520, 11520 e 17520
respactivamente. Foi ulillizsds uma préncafuna em ago ilnoxw segul-
da de uma coluna cromatogréafica em age Inow é&m dimetro de 1/87
¢ 3,5 m de comprimento recheada com &% &arbowax Z20m sob Chromo-—
sorh ¥W. 511,

Para cads infcio de operagio do cromatdgrafo éra faita

uma curva padr3o, usando concentracBes conhecidas de etancl e

butanol como padr3o interno.

3.4. VAZZQ DE CO2.

0 gas Q@rado pelo sistema foi borbulhado numa solucHo de
adcido suiéﬁrico concentrado para deaﬁmidifﬁcé»lo e coletado em
geguida num frasce de vidro que, a0 mnesmo tempo, libera uma
quantidade de &dgua correspondente ac volume de C02 coletado.
Desta forma fol possfvel determinar o volume de coz produzido. O
sistema possui ainda uma compensacBo manual. da pressio interns a
fim de nic alterar 2 pressBo de armazenamento do (02 e conse-
quentemente o volume de agua deslocada. Para evitar a difusdo do

€02 na agus foi colwcado éleo mineral no interior do frasco,
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formando um filme impermesbilizanie de aproexinmadsmente 1 mm  de

espessura. No figura 9 estd representado este sistena.

.~ Entrada de gas.

.~ Solugdo de acido sulfirico.
.~ Vacuometro {tubo enm U},

- Camara de CO7.

Filme de oleo mineral.
Reservatorio com agua.
Compensador manual.
Proveta.

L

. % 2
1 4

1
Z
3
4
5, -
6
7
8

Fig., 9. Sistema usado pars medir a vazlo de CO2.

3.5, HASSAE CELULAR RETIDA HO SUPORTE.
ApSs ¢ termino da fermentacHio continua com células imobi-
lizadas foram retirados individuaimente os suportes de cada fer-

mentador, deixando-os escorrer durante meia hora. Em seguida o
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3uparté Feat ﬁaiaaada culdadopanente num volume conhecido de dgusn
e por compress¥o manuval ¢ material celular fol f@ﬁira&o passendo
do suporte_é soluc%a.lTomGu“se um volume conhacidb gdesta soluciHo
e filtrou—-ge através de membrana Millipore de 1,2 wmicrons. &
membrana fol se&ada a vacue por 24 horas, a 6020C. A partir da
‘massa seca obtida & a3 relacBo entre os velﬁmem inicial ¢ wvolume
filtrade determntinou-se 3 massa celular total retida no suporte,
Constderando QUe o volune de leiteo & de 1 litro, a concentragio
de massa celular no suporte {(g/L} tem o mesme valor gue a massa

celular btotal.

3.6. VIABILIDADE CELULAR.

'§ detebmi;ac%o da viabilidade celular ¢ bassada na adéorw
¢%o de um corante (no caso azul de metileno) pelas células mor-
tag de levedura. 0 método basea-se na contagem de células aoc mi-
crogcdplo numa clmara de Neubauer (hemacitBmetro) de uma solugo
convenientemente diiui&a a fim de que cadas guadrado da camara
contenha de 80 a 160 células. Fol utilizado o método microscd-
pico desenvolvidoe por LEE e col. (38) dada sua rapidez, simpli-
cidade e sobretuwdo pela boa manutengio da ‘viabilidade celutlar,
devido 2 formul aclo da soluclo de azul de metileno especifica-

mente desenvolvida para células de levedura.
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V. RBESULTADCE E DISCUSSEO.

Pré;iminarmente acs ewperinentos de fermentacio continua,
foram raal!zadoS estudos do comportamento hidrodindmico do res-
tor, descritos em detalhes no Anexo 1, e de otimiéag%o do meio
de cultura, Anexo 2. Resumidamentie, pcdemoé dizer gue a configu-
rag¥o final de cada reator (flg. 5) tem ca&éater{sticas de um
reateor de mistura {CSTR}, com 89% de volume util & <cujo mmd@lé
hidrodindmico estd representade na figura 32, Em relaclo a3 oti-
mizacio do msio de culturas, chegou~se a formulac¥o expressa no
fﬁem 1.3.4 (neio B) de Materiais e Métodos. Esta formulag3o feof
obtida apds estudoes en batelada com os melgs 1,2,3 & 4 igusalmen-
e descritos em ﬁateriais & Hdtodos.

Um das.principais problemas na fermentag¥o continua & @
verificacBo do estabelecimento deo regime permanente. Neste sen-
tide foi realizasdo um estude sistemdtico de determinagio de em-
tado estaciondrio, usapdo a prddug%o de CO2 como. parimetro de
avaliaclco, metodologia descrita em detathes no Anexo 3 e na fi-
‘gura 9. Concluiu-se que regimé eastaciondrio fica estabelecido
apés uma operagdo equlvalenie a 1,075 verzes ¢ tempo de residén-

cia do sistema.
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i. FERMENTACHO HULTIESTAGIO USAHDG CaLULAE LIVRES CON  RECI-
CLI,
Como uma etaps preliminar do trabalho, vtilizou-se o sitae-
tema sem o8 suportes de imobilizacHo, a fim de ge obterem dados
que serviral como pontos de referancia para o processe com célu-

tag imobilizadas.

1.1. IRFLUEHCTIA DA TAXA DE DILUICKD.

Fo! estudade o efelto da taxa de diiuiqﬁo sohre a concen-—
tracBo de massa seca, subsirato e etanol, pafa varias fermenta-
cBes no sistemz multlestaglo, usando o égquema representade na
figura 3 sem o suporte. A vazio de recicleo fot mantida congtante
durante o experimento, veriando-se somente & vazic de alimenta-

¢¥%o de melo @ consequentéménta a taxa de ditluigdo.

1.4.1. Condi¢Besz de operacio do sistema.

A taxa de diluigio para cada fermentador estd defin{da da

seguinte forma:

T P ' 4 .1)

Foram usadas 4 taxas de diluigio diferentes, variando en-
tre 0,37~ 0,953 h"% 3 vazio de reciclo foi mantida aprakimadan
mente constante, entre valores de 85-100 mL/h e a vazlo de ali-
mentacBo foi variada entre 384 e 11415 nL/h. 0 veolume de cada

fermentador & de 1275 mi.
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£1.1.2. Beauitados experimentale,
3} Evoluoio das concentracBes doe nesss gecs, substrate e etanold
ne sisteny pars diversas taxas de dilul¢lo.

Na figura ;O podenos observar ou parfis de messa soca,
substratoe & etanol! gerades no fermentador multlestaglio para di-
ferentes taxas de dilulcBo. Has abcissas estBo representados os

reatores, sendo que o Q representa a allmentagfo do primeiro

o
i
!

tdagio e ¢ 6 o dlitimo estaglo.

p= 0,37 5t D= 0,53 hTE p= 0,71 K71 p= 0,85 47t

MASSA SECA (g/L)

SUBSTRATCS {g/L}

ETANOL [2/L}

1

Fig.10, Perfia de concentracles de massa gfeca, gubstrato

e stanol pars diversas taxas de diluiglo.
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Ma figura 10 pode-we observar gque, de um modo geral, 2
concentracs de massa celular sumenta na nedida em gqgue © Bmaeio
val paésando de um fermeniador para outrov, sgendc este aumento
waicr nos primeiros estagtos, devido & baixa concentracio de
etanol e conseguentemente ao leve poder inibitdrio, favorecendo
a taxs especi{fica de crescimento.

Pode ser observado no caso da taxa de diluig8o nmenor
(D= 0,37 51} que a partir do terceiro fermentador praticamente a
masga celular nf¥o mals aumenta, Implicando naﬁtes cazos  gue a
taxas espec{fica de crescimento observade ¢ nuls, resultado  de
uma forte inibigio pelo etanol.

Podenos alndas ver na figurs 10 que embora tenhamos taxas
sapecificas de crescimento observadas proximas a zerc ou negat {~
vas, a produtividade de ebanol em todos o fermentadores & sem-
prae positiva, o gue pode ser visualizado pelo asumento permanente
da concentracio de ebtanc! na medida que o meio se desloca de um
formentador a outro. Isto dencta a presencga de células ativas e
em reprodugio ~ se se congiderar gue o dlcool sélé produzidoe por
célulag proliéerantes - apesar da npassa celular estar estaciona-
ria. Desté formae um eguilibrio entré celulas em crescimento e
células que morrem deve éstar soorrendo nesses reatores.

Devido 3 morte celular para baixas taxas de diluig8o nos
Hltimos fermentadores, podemnos esperar valores de'rendlmento ce-
1yl er decrescentes so longe doa fermentadores, atingindo valores
nulos ou negativos nos Ultimos estaglos do sistema. Também pods-
mos ver que a partir da terceira taxa de dituic8e (D=0,711 hwl}

tenos perfi{s de massa seca e etanol associadosn. No case de D=
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o, 953 51, ambos perffsg apresentam um comportamentoc lineer o que
indica que nestas altas taxss de diluiclo ar taxas especif{icas
de crescimento celular s%o multoe supericres éﬁ de morte celular.
lsto deversd trazer como consequencia rendimentoz celulares malo-
res e similares em cads Permentador,

Por outro lado, os perfisz de gubstraio e etencl apresen-
tam comportamento mais regular, evidenciando que o etanol é pro-
duiida numa proporgio constante, na medida gus o subkstrato £
consumide. Isto indica que os valores de' rendimento alcodlico
deverfc ser aproximadamente congtantes para éa diversos fermasn-~
tadores e taxas de diluic¢¥o. Tambénm podé gor visto gue em todos
a8 casos estudados, as malores nudancas de concentraglc de massa
seca, substrato e etancl ocorrem no primeliro reator, métiva pelo
gual teremos nele as maibréﬁ.velocidades de reacgio, Igsq ge deve
principalmente & baixa inibiglo exercida pelo etancl e em wmenor

grau pela malor disponibilidade de nutrientes,

Y Bfeito da btoxa de diluicso nas cancontraces &@ masny 8ecs,

substrato @ etansl en csda fermentador.

Para uma melhor viguali{za¢Ho colocamos na figura 11 para
cada reator em separade, a influencia da taxa de diluvigdo nas

varisdvels congideradas.
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nases secs (¥), substrato (8} e etancl (P) en

czda fermentador. Células livres com reciclio.
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Pode-se obgervar pelo grdfico de massa secs em funcBo da
t.axa de ditulglo gue para valores de D menores gue Q,5 Al ha  um
processo de limitagHo nos primeiros estaglos & de limitaglio e
Intbi¢Bo pelo etanol nos estagios mails avangadog, uma vez gue as
curvas que deveriam ser obtidas apreseniariam comportamnentc  mo-
notbnice descendente na medida em que a taxa de diluigdo  aumen—
ta. 0 que se nota & um sumento da massa celular quando D pasgss
de Q,37 hl a 0,53 L) gem que isso represente um aumento na prbw
ducio de eltanal. Com taxas de diluicHe acima de 0,5 ﬁl, um  pro-
censo de diminuicHo da concentracg¥o celular se instaura no eais-
tema, acompanhadce de diminuicico da con#entrac%m alcodlica 2  au-
mento da concenira¢lo de substrato.

Em relac8o as curvaslda substrate e etanol, podemos ob-
servar em btodos osg fermehtédcres, & principainente nos Wltimos
gque estBo submetidos a alta concentracio de etanocl, o efeiile
inibitério deste, uma vex gue estas curvas apresentam para bal-
wag baxag de diiuicdHo, unma tendencia assintdtica para valores de
substrato supericres a zero asgim comod valores .iimitea maximos
de cancentraqém de etancl, o qual & caracter{stico de sistemnas

fortemente inibidos pele produto (29,33,66).
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1.1.%, Discussto.

e uma forma geral o campartamenta 40 ﬁiéﬁéma em cascuta
serd avaliado em base'aos geguintes pardmeiros: taxa de diluiglo
de um fermentador (DY, taxs de diluigio do sistems (Dad, tempo
de regidencia hidréulica do zistema (Ts), tempo medio de resi-
déncia celular no sistema (To), pradutividéda de etanol do sis-
tema (Pr), porcentagem de conversﬁo de substrato (2%), taxa es-
peéffica de produclo de etanel no primeirm fermentador (qp 7, e
rendimentos de masss sSeCa {Yx/s} e de etansl (Yp/s) do sistems.

0s parfmetros antes mencionados estio definides pelas se-

guintes expressles:

pef_Xr..F - (4.23
y v -
F
Ds = £ (4.3
Vs
.1 Vs
T T T T (4.4)
_ massa celular total _ V(Xj+--+Xg) (4.5)
T = : = .
C taxa retirada F.X
] s
F.P
Pr = ........_...f.......§.,—.- = DsP . : (4.5
s ‘
Vs
100 (S -8.)
$5= £.s | (4.7)
S¢
L {ap/dtd). . D(P;~Pe) (4.8)
P Xi Xl
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= : ' _ (4.9

Y
X/S 5 f“bs
. P' .
Yy , = > (4.10)
p/s gf~5g ;

¥g, Ps é Sz s%Wo ap concentracles de maaﬁa.seca, etancl e
gubgtrate no efluente do sistema. Xn & a c&ncantragﬁo de magsa
seca no fermentador n. Sf & a2 concentracio de substrato ne melo

a ger fermeniado.
Na tabela 1 esti¥o repr@sentadbs para o sistema com c&lu-

las livres os valores dos pardmetros de avaliac%o antes defini-

do=,
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Tabela 1.
Efgito do taxas de diluic¥o nas caracterfisticass do sistems para

colulag livess con reciclo.

posh peaih Tath)  Teh) Prig/l-h) 9% q (KD Yx/s . Yp/s

f..'smmxzzmﬁz::;mmm:&ﬁz&wwmmwm:smmﬂmmmam::mﬂmmmm:sﬁamm:’z%mmﬁummmm%wmmwmmxmm.mmmmn

0,370 0,05000 20,0 144,05 2,32 63,8 1,00 0,009 0,49
0,532 00,0778 i2,9 44,0 3,41 63,5 1,158 G,021 0O,4E
0,711 0:166 a,5 28,2 4,33 58,1 0,77 0,020 0,47
0,853 0,146 6,9 14,5 4,494 48.8 1.61 0,081 0,47
R ARG S R R R S Y R S SN AR NS S SO RN RSN IRTBEE

Ha tabela i podemnos observar a infiuéncia.do fecic!o nos
'ﬁempcé m@diés'de residencia celular que %0 senpre muito .Eup@“
riores aos tenpos de residencia hidrdulicos do sistema. Ne figu-
ra 12 podemos ver o efeitoe da taxa de diltuicHo nos pardmetros de

avaliacio antes de?ini@os.
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Fig., 12. Efeito da taxs de dilunigl¥o (I} na fermsentaclo

alendlica, usando cdiviaz )livres.

Ha figura 12 observa—se que na medida em que a taxa de
diluicfo aumenta, a produtividade também aumenta. A porcentagen
de conversfo apresentou uma tendéncia assintdtica para taxas de
diluic%o inferiores a aproximasdamente 0.5 El,o que  evidencia a
impossibkilidade do microrganigmo atingir a conversdc total de
substrato em baixas taxas de dilui¢3o. Na medida em gque 2 lLaxa
de diluic¢H%e aumentou, a conversdo de subsgtrato diminuiu, asalm
come 2 massa celular, o que mosira o comportamento diretamente
agsociado existents entre estes pardmetros.

A taxa especifica de produgio de stasnol no primeiro Fer-
mentador‘apresentou tendé&ncia a aumentar continuamente, o guea
evidenc{a um melhor desempenho.da massa celular presente, emn
termos de produtividade de etancl, devido & diminuic3o da con-

centraclo de etano! e consequentemente do seu poder inibitério,
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p&rmitin&a b cdlula produzir etanol numa Forma'muito mais afl-
_ciente. |

G feﬁdimento celular obtido em baixas taxas de diluicido
foi mauito pequ&no, devido provavelmente a limitacBes do mefo, as-
gim como & existencis de altas taxas de morte dadas 2 baixa &1~
cool-tolerincia do microrganismne & aos éltaél tempos medios de
residénctia celular. Por outro lado, para taxas de diluic¢io supe-
riores a 0,5 h”lo rendimento celular flcou estabilizads em valo-
res caracterfisticos de uma fermentacHo alcodlica anaerdbica, ém
relacfo aos rendimentos de produte, estes apresentaram valores
altos para baixas taxas de dilulcBo, diminuindo gradualmente &
establlizando-se em taxas de dilui¢¥o maiores. lsto pode ser de-
vido a um enriguecimenio do meio com materisl inﬂracéiular pro-
veniente de ﬁﬁé taxa de lise celular gque & grén&e em taxas de
dituicso pequehas e diminui com o incremente destz., De forma
global e c&nsiderand& o baixo rendimento celular, podemos con-
clulr que o alto rendimento aleodlico é devido a uma proporgio

alta de substrato utilizada para produzir etanol.

1.2, IHPLUSNCIA DA TAXA DE RECICLO,

YUsando o mesmo fermentador éntefior, foi estudado © e?efm
to da @axa de reciclo na concentragio de.maSQa seca, substrato e
etancl. A vazdc de alimentacio foi mantids coﬁﬂtante durante o
ex?erimento, variando somente a var¥o de reciclo e conseguente-

mente 3 taxa de reciclo,
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1.2.1. Condiclior de operaclo do aistens,
Para um glztena de fermentadores, & taxa dé reéiclo estd

definida da seguinte forma:

4= X | 4.11)
“ﬁ%?“ {4,
Foram usadas 3 taxas de reciclo diferentes, 0.057, 0.080

e 0.15%%2. A vaz3o de alimentaclo fol mantida constante entre

1110~1120 mL/h e variocu-se a vazio de reciclo entre 64-168 al/h.
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$.2.2, Reavltadonr experimeniaie.
2} Efeito da taxa de reciclo nas concentracles de messs  seca,

substrato ¢ etanol ewn cads ferpmentador,

Ha figura 13 podemog observar para cads fermentador em

Fain
s
e, o
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4 Py o5
L v & 1
1% L - & g 2
3. i 3
29 75 Fﬁwmﬁ@““““*ﬂw& 5
i i ¥ 1 2 } T Y
] (.08 (.16 0.1% o @ 0.0¢ 0.5 045 o
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:ﬂ:‘l—‘ £
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4] 0.0% .14 0.1% o

Fig. 13. Efeito da taxa de reciclo o) na concentragHo de

massa seca (X3, substrato (S} e stanol t(PY. C&-

tulass livres com recicle.
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Ha figura 13 pode ser visgto que mantendo c&nsianie a var
z%o de alimentaglo e aumentanﬁo a taxs de reciclo, ocorrseu um
aumento ¢ontinue tanto na magsa celular guanto na  ceoncentragio
de etanol para todos os fermentadores, assim como uma diminuticBo
na concentracio de subsztrato, o gque traréd consequencias positi-
vas para o sistema tanito na produtividade quanto na conversio de

. substrato.

..1

1.2.3, miécu$@§@.

| Da mesma forma gue no ¢ago anterior, a influgncia da taxe
de reciclo no comportamento do sistema de fermentadores sers
svaliada com base nos mesmos pardmelros antes definidos, & apre-

sentados na tabela 2.

Tabela 2.
Efeito da taxa de reciclo nas caracteristicas do sistema para

cétulas livres com reciclo.

--..—-.m--mm....._-_‘Mm_q_-_«umm_._n.u--—..um‘—-...n.---ww—-—-—-—u..»m-m-"mm“mmum—a—m—xum"-—.-._-—_-_
e e ST M S T SN I NI I I T M M E R S M MR S S5 S U SR IR e 5 T ke il S Gl e S e S Lt nn e o R S e e e

0,057 ©,%29%9 0,146 6,85 11,7 4,66 45,9 1,62 0,022 0,46

0,090 0,953 0,146 6,85 14,5 4,94 48,8 1,61 0,021 0,47
D.152 1,003 0,146 6,85 17,4 5,24 51,7 1,36 0,019 0,47

wmwwwammnﬂmmmmunmnmmw:ﬁwﬂmwu:mmummumanteammwwmmnmnmwﬂuammamwumaammm
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Podemon ver na Labela 2 gue os tenpos mediosn de hreaid&nw
cia celular glo malores que o tempo de residéncia hidrdulico do
sigtema, © gque & consequéncia da existéncia do reciclo. Por ou-
tro lado, na medida em que a taxs de recicle sumenta, tambdm au-
nenta o tempo medio de residéncia celular em  proporg¥co decres-
cente,

Na figura 14 est¥o locadeos os parimetros de avellag¥o do

sistema, ugando o dados da tabelis 2.

r B
u
th-
1
ry
1
=
i
o
o
1

%%
prh"l}

4-f 454 8- 601 4,4z
004 k)22 L2 o {ifa ans OtE 15 g

Fig.14, Sfeito da taxa de recicleo (8) ns ferwentacic al-

cotlica, usando cdlulas livres.

Dbserva-se na figura 14 o efetto pesitive do  aumento da
tawn de reciclo na fermentacfo alcodlica, uma vez gque mantendo a
alimentsgfo de meio constante podemos aumentar significativamen-
te a produtividade do sistenma & consequentemente a porcentagen
de conversio de substrato, simplesmente aumeniando =a vaz¥o do

reciclo. Da mesma forma que no caso anterior, podemos observar a
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ageociagio exigtente entre a conversdo de substrato e massa  ce-
tular presente. Ho entanto, a eficiéncia de produgBe de etanol
do microrganismo, em termos de qp, diminut com a baxa de reci-
cio, provavelmente devido ac incremento na concentraci@c de eta-
ncl.

O rendimento celulsr apresentou uma ligeira @iminuicﬁo
devido a uma maior taxa de morte celular provocads tanto pelc
sumento nos tempos mediosude residéncia celular guanto pelas
maiores concentracfes de etsnol.

Em retac8o ao rendimentoc de etancl, ohservou-ge um leve
aumento devido provavelmente so enriquecemento do meio pelc ma-
terial intracelular que aumenta na medida do aumento do tempo de

regiddnocla celular,



2, FERMENTACKO HULTIESTAGIC USANDO CHLULAS 1HMOBILIZADAS SEH
| RECICLD.

2.1, INFLUENCIA DA TAXA DE DILUICAO.

Usando © sigtema multiestagio representado na figﬁpa 2
fot estudado ¢ efeito da taxa de dtiuig%b sobkre a wviabilidade
celular e concentragBes de nassa geca, subsirato e stanol no ca-

g0 de células imobilizadas gem reciclo.

2.1.4. Condiclies de operaclc do szistema.

Devido 5 vaz¥o de reciclo ser nula, a expressdo da taxa
de diluicHo para cada fermentador fica simplesmente como D=F/V.
Foram ugadas £ taxas de diluigho diferenteg,.que ?ariéram- entre
0,054 é 0,84 gl, ¢ que fol conseguido mudando a vazio de alimen-—
tLaclo entre £9 & 1066 nl/h. 0 volume de cada ferpentador & de

1275 ml.

2.1.2. Resultados experimentals.
a2} Evoluc¥®o da viabilidads celular e das concentracBes de massa
seca, substrato e etancl no sistema para diversas taxas de di-
luigHo.

Na figura 15 podemos observar os perfis gerados no For—
mentador multiestaglo apds o estabeieciménto de estado estaclio-

nario, para 4 taxas de diluic¢Bo diferentes.
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De 0,30 h"1 D= 0,84 K7

VIARILIDADE %

MARSA SHCA {¢/L)

SURSTRATD {n/1)

1R K. - Edt 4 0 -

ETANOL {p/L)

Fig, 15. Perfia estacionsrios de wviabilidade ceiular e
concentracles de massa seca, substrato e etanol
para taxaes deo diluiclo diferentes. Cdlulas imobi-
l1zadas sem reciclo.

Ma figura 15 podemos observar gue, de uma forma geral, na

medida em que o meio se degloca de um fermentador a outro, a
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viabtlidade éaiular vali diminuindo de forma progressiva, devido
-.tanto 4% maior concentragio de etanol, guasnio ac maior tempo de
permanéncia da céiuia'no sigtema. No caso da menor taxa de &iw
IuicBo usada (D= 0,054 ﬁl) a incid8nctia na viabilidede celular &
mais acentuada,.uma vez que tenos associados o efeltos de uma
alta concentracio de etancol e altos tempag-medios de resgidéncisa
celular. Quando foram usadas altas taxas d@'&iluiqﬁo, a8 viabtli-
dade atingiu valores préximos a 100X sem apresentar diferengas
significativas entre os diversos fermentadores.

Podemos observar que na menor taxa de diiluicho existe uma
altz taxa de morte celular, uma vez gue o perfil de mnassa Secs
atingiu um valor méximo no fermentador 2 pars loge comegar a di-
minuir, resultando a partir do terceiro fermentader.em taxas es-—
pecf?icé% de éféacimento observadas de wvaleor negative. Nesta
condicXo a taxa especifica de morte celular é multc superior gue
a taxa sspecifica de cregscimento, resulitsnde num valorn de Vobs
negativo, Por este motive o crescimento celular péra eate caso
especifico, ﬁﬁo esh s d;retamente aggociadoe & formacBo de produlo
come pode ser visto ac comparar O perfis de massa seca e eta-
nol. Por outro lado, tersmos rendimentos celulares positivos so~
mente no primeiro e segundo fermentador e Jé & partir do tercei-
ro fermentador serfio negatives, resultando num baixo rendimento
celular para o sistema.

.Para gaxas de diluicHo um pouco majlores Lemos comporta-
ment@s diferentes, & no caso da massa celular podenos observar

aumentos contfinuos na medida que o melo se degloca no sistema,

indicando um comportamentc assoclado entre creogcimento celular e
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formagio de ﬁraduto come pode  ser  visualizade, comparandoe  os
perfis de mazaa seoca @ etanol para taxas de diluiﬁ%o 'gupariores
s 0,18 WL

Por outreo lado & interegsante destacsr gue as malores mu-
dangas nas concéﬁtragﬁes de magsa gecs, substrato'e etanecl ocor-
rem sempre ne primeiro fermentador, pondo em evidéncia gque nele
temos as mats alitas velocidades de reaglo do sistema com  taxas
especificas de crescimento maiores e consequentenante de consumo

de subsiratoe e de producgio de @tanolg

by Efeito da taxa de diluiclio na viakilidede colular ¢ nas con-

centracBes de mages seca, substrato e etanol eon cada fermenta—

dor.

Ha figura 16 podemos cbservar, para cads fermentador em
forma separada, o efeito exercido pels taxa de diluiclo nag va-

risvelis mencionadas,
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Filg., 16. Efeito da taxa de dilutglfo (D) na viabilidade ce-
lular (VX)) e concentracBes de wasssa sgecr (X)),

subgtratoe {(8) e etanol (P) para cads fermentador.

Cdlulag inobilizadas ses reciclo.
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Como pode ser visto na figura 16, na medids en que a baxa
de diluig¥o sumenta, 2 viabilldade celular também aumenta para
todos os fermentadores em forma assintdtica até 100%, mas ela @
decrescente para cada estdgio. No primeiro fermentador vemos gue
para uma taxa de diluig¥o de 0,107 El temos 96% de viabi!idade,'
valor que somente sera alcancado no uditinmo fermentador para ta-

1

xas de dilui¢¥e superiorss a 0,5 h*. Também pode ser observado
que para taxas de dilui¢Be inferioreas a aproximadamente 0,2 nol
existe uma grande perdas de viabilidade celuler em todos os fer-
mentadores como consequéneia dos altos tempos medios de residén-
cia celular & alta concentrag¥o de elanol.

A concentraclc de massa seca apresentou comportamento ca-
racterfatico descendente no primeiro e segundo reatores, enguan-
to que, a partir do terceiro fermentador, s masga celular aumen-
tou para baixas taxas de diluicHo, em seguids atingiu um ndxino
& entBo diminuiu de Férma caracterf{stica. _

A partir de uma taxa de dilui¢Bo de aproximadamente 0,1 ﬁl.
as curvas de massa seca e etanol apresentaraﬁ o mesmo  comporta-
- mento, diminuinde ambas com o asumento da taxa de diluicie, o gue
& caracteristico nas fermentacBes diretamente associadas ao
crescimento celular. Em altas taxas de dilulg¥o cbserva-se con-
centracBes muito baixas de massa celular em todos os fermentado-
res, o que resultarsd num elevado valor ds taxa especifica de
producfio’ de etanol.

As concentracies de subsirato aumentaram de forma assin-

tética para uma concentrag3o de 150 g/l em altas taxas de diluni-

c¥o. Por outro lado, em baixas taxas de diluigio podemos obser—
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var ume hendencia para um valor limite minimo de concentracic de
subztrate, dependente do méximo de etanol que o microrganisno
pods produzir.

A concentraglo de etanol diminui progressivamente na nme-
dida gque a taxa de diluig¢¥o aumenta. Podemos observar que apa-
rentemente as curvas de etanol nos Ultinmos fermentadores tenden
a um valor limite de aproximadamente 45 g/L, n¥o considerando o
eténal perdido junto com o CO,.. 2 avaliacHo correta deste valor

jimite serd fetta no Capftulo D para o caso de células livres.

2.4.8, Digcuselo.

Dz mesma forma (ue nNo ©aso de células livres, o comporta-
mento do sistema de fermentadores serd avaliado em base aos pa-
rdmetros antes definidos. Para os diversos calculos sera usado
coma volume de cada fermentador o mesmo do caso de célulss 1i-

vres (1275 nl>. Os ?esultadéﬁ s¥c apresentados na tabela 3.
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Tabeta 3.
Efeito do taxa de diluliglo nas caracterfsticas do sistema pars

calulas imobilizadas sem reciclo.

umm&mﬁmawnmmm&xﬂmuwm’wm.":l:mmmﬁﬂwﬂxmmw:ﬂxmmﬁmﬁwmﬂﬂmmmwmﬂwmmmzmnmnmmm
-1 } -

Bl DeRD Tehy Telhy Prig/Leh) $%  Gu(h D Yx/s  Yp/a

0,054 00,0080 111,00 277,95 0,38 74,5 0,58 0,003 (,38

0,176 0,0293 34,1 30,9 .17 63,2 1,53 G,032 0,43
0,229 0,0382 26,2 22,4 - 1,83 58,5 2,30 0,032 0,486
-9,303 0, 0505 19,8 15,3 1,90 55,0 5,57 0,030 0,46
0,453 00,0755 13,2 7,9 2,20 39,0 5,49 ¢,039 0,30
0,627 0,105 53,50 6,7 3,04 37,0 13,25 0,028 0,51
0,836 0,139 7.2 4,6 3,65 33,0 23,50 0,028 0,51

mmmmﬁwwmwmmﬁﬁsmﬁmmammwwmmnm&ﬂmﬂnmmmsﬁmmmmmmmﬂmﬁmmwmmwﬂmmmmmwﬁunnrmu

Ha tabela 3 pode ser obzervado gue na ausencia de feci“
clo, os tempos medicos de regtdéncia celular .sﬁo geralmente_ um
. pouco menores que os tenpos de residgénein nidrdulico do gistéma,
oxceto no caso da taxa de diluigHe iguél a 0,054 h"l, onde o)
tempo de residéncia celular & pem malor que o hidréulico, devido
5 alta taxa de morte & lise celular que ocorre nos tltimos fer-
mentaderes. Uz dados da tabela anterior s¥o raepresentados na fi-
gura 17, onde & possivel observar o efeito da taxa de dilulgdo

nos pardmetros de avaliagio antes descritos,
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Fig. 17. Efeito da taxs do diluig¥o (D) na fermentaglo al-

codlica parz célulaz imobilizadas sen reciclio.

Na figura 17 observa-ge que quando a laxa de dilutglo au-
menta, tanto a produtividade guanto a taxa espec({fica de produ-
gﬁ@ de etanol aumentam, diminuindo ne entesnto a porcentagem de
convers3c, o que pSe em evidéncla o© compromisso'existente entre
produt ividade e conversﬁo. Da mesma forma que no caso de células
livres, podemos ver que para baixa taxas de diluiclo a porcen-
tagem de conversic apresentou t@ndéncia a um valor limite, evi-
denciande desta forma a impossibilidade do microrganismo atinglir
una conversdo total do substrato.

Os altos valores obtidos da taxa especifica de producdo
de etanol no primeiro fermentador em altas taxas de diliulic¥o sHo
devidas por um lado a5 baixas concentragBes de massa celular 1i-
vre e de etano}, e por outro a alta produtividade existente nele

como conseqguencia do material celular imokilizado.
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Ho caso do rendimento celular, este apresentou' valores
muito baixos para toxas de diluig¥o pequesnass devido & existencia
de morte celular, csusadsa pé!a concentragio de stancl e tempos
mnédios de residéncia celular elevades. Em taxas de diluigdo su-
pertores a 0,1 ¥l o rendimento celular estabilizou-se em valores
de sproximadamente 0,032, que & BOX supertior aguele  oblido no
cagso de células livres com reciclo.

y 0 rendimento de prdduto apresentou um aumento permanente
com & baxka de diluigBo, alcancande valores aproximadamente
fguais ao rendimento tedrico méximo. Us baixos rendimentos obti-
dos iniclalmente poden ser devidos as baixas tawxas de diluigdo
onde estio agsociados os efeitos de uma concentracio alta de
etanol @ de um consumo elevado de substrato para manutenclo da
masgz celular imobilizada, o que implicard em baixos valares pa-.
rz o rendimento de produto. Com o aumento da taxa de dilui¢Boc a
manutencfo e inibig¢¥o pelo etsnol diminuem, resultande num  au-

mento do rendimento de produto como atestam os valores de Yp/s

na figura 17.
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%, PEREEHTACKD HULTIESTAGIO USANDO CL£LULAS HOBILIZADAG COH  RE~
CICLO,

3.1, IBFLUSHCIA DA TAXAE DE DILUICKO.

Fol usado neasta fase, o sistema mulbtlestagio repreaentade‘
na figura 3, similar ao sigtenmns usado no casce de células  imebi-
lizadas sem reciclo, adicionado na sa{da do &2 fermentédor de um
deqantador estaglado, resfriado a aprox. 520 & de uma linha de
recticio 2 entrada do priseire fermentader. A vaz¥o de reciclo
fol mantida constante durante toda a extens8o do experimento,
‘yariando somente a vaz¥o de alimentagfo de meio. ¢ consagquente-

mente a taxa de diluic¥%o de cada fermentador.

9.1.4., CondicBes do operacfio do sistena.

De forma ldentica ao caso de células livres com reciclo,
a texa de diluicHo de cada fermentador estd definida pela ex-
presso 4.2. Forsm usadas 5 taxas de diluigdo diferentes, va-
riando entre 0,253 e 0,882 51, o gue fot conéeguide variando a
vazrdo de alimentaclo de meio entre 224 e 1008 ml/h. |

A wvazrSo de reciclo foi mantida éproximadamente constante,

com valores entre 92 e 117 ml/h. O volume de cads fermentador €

de 1275 ml.

%.1.2. Resultadoz experimentals,
2 Evoluclo da viabilidade celular e concentracSes de magga ge-

ca, substrato e etancl no sistema para diversan tawxas de dilui-

cHo.
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Ha figura 18 pode-se ver os perf{s gerados no fermentador
multiestagio, apds o estabelecimento do estado eatacionario,

para 4 taxas de diluiglo diferentes.

D= 0,25 173 p= 0,40 B p= 0,60 &Y pe 0,88 b1

VIABILIDADE 3§

14

@

MASSA SECA {g/1)
R

BURSTRATO {g/k)

S

ETANOL {g/L}

W12 3 456 g 31 2 2 4 5 &

Fig. 18. Perffs estacionarios gerados no sigtema pars 4 ta-
was de dituic¥o diferentes. Cdlulas imobtlizadam

cop recicle.
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De forma goral, a viabilidade celular aumentou a partir

das entrada do primeiro fermentador até a seguﬁda ou terceira
unidade, para legoe diminuir prégressivameﬂte. Este aumento ocor-
reu parquefas células recicladas no primeiro fermentador prowvén
da sajida da_ﬁlt!ma unidade onde existe uma baixa viabilidade ce-

iular. Ao serem reciclades ag células vivas encontram condigles
favoravels pars o crescimento dada a baixa concentrag¥o de eta-
nol (15-28 g/L) aumentande assim, viabilidade & massa ceiuiar;
Ha medida que o melo se desloca aumentam tanto as concentracies
de etsnol, quanto os tempos de residéneia celular, resultando na
diminuic#o cobservada na viabilidede s partir do terceiro ou
qﬁarto ferment ador.

A concentracio de massa seca e etanol apregaﬁtau de forma
geral Q'CQmporﬁémanﬁo esperado, aumentando na medida que © meio

se desloca através das diversas unidades.

Em todos oz casos estudados as matoreg mudangas de  con-
centracio de masss seca, substrato e =tanol aconleceram na pri-
meira unidade e consequentemente ela apresentard as malores ve-

locidades de reac¥o.

b} Efeito da-taxa de diluic%eo na viabilidade celular e concen-
LrpeBog do nassy soCH, subé&rato e ebtznol em cada fermentsdor.

. Ba figura 18 podemos ver para cada fermentador o efelto

da btaxa de diluic8o nas varidveis antes mencionadas.
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Flg. 19. Efelto da taxa de diluic%o (D) na viabilidade ce~
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substrato (5) o stanol (P) para cada formentador.

Céluiam imobilizadas com reciclo.
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Da mesns forms gue nop cagog  anteriores, a viabllidsde
colular aumentou progressivamente em todos os fermentadores
gquande fo!l sumentadsa a taxa de dflutgio, dévido tanto &g menores
concontragiBes de etancl existentes gquanto aos menores tenmpos de
residénoia ceiuiar. Tanbém foi visto gue az menores viakilidades
“est%o sempre na curva de alimentag¢¥o do primeiro fermentador
{curva n2 ) e sz meig altas correspondem a segunda unidade como
foi explicado anteriormente.

A concentracgio de massa secé diminuiv progressivamente,
apresentando um valor minimo para todoz o8 fermentadores numa
f,axa de diluigio entre 0,5-0,5 ﬁd'para togo aumentar até ficar
eétabiiizada. ¥sta anormalidade também aconteceu nag curvas de
concentracio de subsirato e etanol, evid&nciando'aaérm a aasor
ciaglo éxiatenté.enﬁre elas e a concentracio de massa seca. Pro-
vavelpente este fendmeno se deve a mudangas nas propriedades de
floculaclo do microrganismo uma vez que fol notdrio como, a par-
tir de uma taxa de diluic¥o de aprowximadamente 0,6 ﬁq} a concan-
tracio de massa celuiaf na linha de recicle apresentou uma ele-
vacZo brusca, paszando de valores de 9 g/L para 32,5-38 g/L. Es-
te fabo também ccorreu no processo estudado com células livres.

Da mesma forma que no c¢aso de células livres podemos ob-
servar gue gquando a taxa de diluicEo tende a zero, o dltimo fer-
ment ador apresentou uma ftendéncia assintdtica nas concegtraqﬁaa
de etaho! mééimo & substrato minimo devido principalmente 2 Ini-

biqﬁo produzida pelo etanol.
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3.1.8%. DiscuasHo.
0 estudo do comportamento do sistens em relacfo & in-
fiuBneia de texa de dilui¢Ho sersd realizado em base aos parﬁma~

tros antes definidos gue s%c apresentados na tLabela 4.
Tebhela 4

Efeito da taxa do diluig¥o nap caracteristicas do sistema pars

cédlulan imobilizadas com reciclo.

pEh psEDH  Tethy Teth) Prig/l-h) ¢X  an(R D Yx/z Y¥/p/s

e B e S S R SR R RS S ENAEENEESIEE SR ERE RS
0,253 ©,029 34,1 82,3 1,28 61,8 0,57 0,034 0,47
0,336 0,054 18,5 30,5 5,18 53,7 1,62 0,034 0,50
0,600 ©,086 - 11,6 26,8 3,10 48,3 1,97 0,023 0,50
0,759 0,111 5.0 32,3 4,40 56,7 2,34 0,018 0,47
0,882 0,132 7,6 23,8 5,35 57,9 2,63 0,019 0,47
::5nmmmmmt&mwa’.."—";mwﬂmmmm".=wmmﬂﬁmwmﬂss:ms:ﬁﬁ::mmzm:@wm‘.“.mmmxmﬁ:mzamﬂmmgmmm:n

Na tabela 4 podemos ver gue na presenga de reciclagem de
células og tempos medios de residéncia celular s¥o muito supe-
riores asos tempos de residéncia hidrdul ico do sistewa. Por cutro

1

lado para a taxa de diituig¥o de 0,739 ht o tempo nedic de resi-
déncia celular apresentou um aumento para logo diminuir, coinci-
dindo com as malores altas da concentragic celular.

Ha figura 20 podemos ver o efeito da taxs de diluigio nos

parimetros de availacﬁm do sistema antes indicados.
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Fig., 20, Efeite da taxs de dijuig¥e (0} na fermpeontaglo al-

codlica para célulap imobilizadss com reciclo.

Podeﬂse.obse?var gue tanto a taxa especifica de produgio
de etanol gquanto a produt.ividade do sigtena aumentaram em forma
proporcional ac aumento da taxa de diluig¥o. A porcentagem de
convers3o diminuiu até uma taxs de diluigad de aproximadamente
G,6 ﬁ&‘para depols aumentar e estabilizar em valores de 57-58%
seguinde o mesmo comportamento da massa celular.

0 rendimento celular diminui bruscamente desde valores de
0,034 para valores de 0,020 em altas taxas-de diluicgBo.

0 rendimento de etanol aumentou de forma progressiva ateé
t.axas de diluicHo de aproximadamente O,S'ﬁa‘para depols &iminuir
devido ao aumento significativo na concentragio de massa celular
em todos oz fermentadores ﬁrovocando um maior consume de  subs-

trato para produg@o e manutencBo da massaa celular.
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3.2. IRFLUSHCIA DA TAXA DE RECICLD.

Ugando o megno gistema de fermentadores anbterior fol es-
tudado, apde o estabelecimento do estado estacionario, o efeito
da baxa de recicio na viabilidade celular & na concentragie de
massa‘celuiar, substrato e etanol neos diversocs fermentadores,

A wvaz¥o de alimentag¥c foi mantida constante durante o experi-
mento, variando somente a vazlo de rec{cio =) Qonsequenﬁemente a

taxa de reciclio do sigtema.

3.2.5. CondigBes de operaclo do glstema.

Na mesma forma que no caso do sistems &e fermentadores
com células livres, a taxa de reciclo do sistema ests definida
pela equacHo 4.11. Foram usadas 5 taxas de reciclo diferentes,
variando entre 0 e 0,457. A vaz¥o de alimentagdo de melo fa{
mant tda constants entre 840-835 ml/h & a vazio de reciclio ol

variada entre O & 386 nl/h.

3.2.2., Resultados experimentais.

ad Efeito ds taxa de reciclo na viakilidade celular s concentra-
cBepg de mapss BeCa, subatrato e stanc]l em cada fermentador.
Na figura 21 podemos observar 2 influéncia da taxa de re-

cicle para cada fermentador em forma separada.
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Fig. 21. Efeito da taxa de recicle {g) na viabilidade celu~

1ar (VE) & concentraclies do massa seca ¥y, subs-
trato (5) e stanol (P) para cadas fermentador. Cé-

lulas imobilizadas com reciclo.
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Em forma geral a viabi!idade celulasr mudou de valores
proximos a 100% na auséncla de reciclo para valores de 80-20 % 2
partir de taxas de recicle de 0,10 ficando relativamente estabi-
lizada. Esta dimiﬂuig%o na viabilidade ezgtd ligada aocs aumentos
das.concentracﬁes de ebtanol e dos tempos wmedios de residénoia
celular, na medida em que aumenta a2 taxa de recicle. O nmininos
valores da viabilidade celular s%o sempre no ultime fermentador
e na linha de reciclo (entrada do primeiro fermentador) devido
ac- mator tempo de residéncia celular e mator concentragic de
etano! existente. Como consequéncila da menor concentragio de
etanol existente nos primeiroes fermentadores, houve uma signifi-
cativa recuperag¥o da viablilidade celular ate o segundo ou  ter-
ceire fermentador, para iog#ldiminuir comp conszguéneia  do au-
mento do etancl! e do tempo de residéncis celular, alcancando
valores minimos no ﬁltimo.fermentadar e no reciclo.

.D aumento da taxa de reciclo mostreou-se muito efetiva en
relacio as concentracBes de massa celular e etanol uma vez que
ambas aupenbaram, mas observou-se principaiment@ para o etanol
ums tendéncia assintotica en altas.taxas de reciclo evidenciando
assim a incapaclidade do microrganismo para atingir valores multo
altos de concentracBo de etanol. Oz malores aumentos de massa
celular e de etanc! aconteceram sempre ne primeiro fermentador
devido ac menor teor alcedlico e & maior digponibilidade de nu-
trientes essencilais. Na medida em gque © melo se desloca entes
acrescimos vio sendo menores, devido ac esgotamento destes nu-

trientes e malor inibig¥Ho pelo etanol. Ko dltime fFfermentador
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ocorre uma diminuic%c da magsa celular evidenc!ando una alta.tam
xa de nmorte, devido ao efeiio tdxico do stanol é.iongds Lempos
de residéncia.

b comcentrac¥o de substrato apresentou uma  tendéncia  a
eatabkilizar—se ﬁo dltimo fermentador num valor limfte minimo en

T amitas taxag de reciclo.

3.2.3. Discussgio,
A andlise do efeito da taxa de reciclo no comportamento
dog fermentadores serd reallizada em base acg pardmetros antes

definidos gue s¥o apresentados na tabela 5.

Tabela B
Efeito da taxa de recicleo nag caracteristicas do sistema para

células imeobhilizadas,

e T e T N T S S B T R S RN S T SRS N R RSN TR R R RS NREERES
0,0 0,627 0,105 3,52 &,7 3,06 37,3 13,25 0,028 0,5:
0,067 6,703 0,110 3,10 23,1 4,09 50,3 2,45 0,023 0,49
0,132 0,759 0,111 9,00 32{3 4,40 | '5&{9-j2,34 Q0,018 O, 46

0,262 0,846 0,111 9,00 37,2 4,59 5g,3 2,00 0,017 0,47

0,457 0,865 0,111 9,10 39,4 4,74  &2,2 1,78 0,018 0,46

m“mmm&wﬂ”m—im“mg—-—nlnn-“MM,——A—!A—Mwm‘-‘“-—»“ﬂg———u-—d“”ﬂun——ﬂ‘ummm”——&-wmmp———l—&-ﬁ-\’mmmwwwﬂ_
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'Na tabela 5 pode-se ver como na medids em que a  taxa de
recicle sumenta og tempos médion de residénela é@luiarem tamnbén
asumentaram, pondoc em évid@ncia.a {mportancia da reciclagem em
relacio aco tempo de permanéncla das células dentro do sistema e
3 produtividade de etanol. Na flgura 22 podemor ver o efelto da

taxa de reciclo nos parimetros de avaliac¥o indicados.
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Fig., 22. Efetto da taxa de recicle (0) na ferment agHo

aleodlics usande células imobilizsdas.

Obzerva-ge na figura 22 que tanto s produtividade guanto
s conversic de substrato sofreram mudangas positivas com a taxa
de reciclo. Por outro lade, a taxa especifica de produgio  de
etancgl no primsire formentador diminuiu de forma prag%essiva,
mastraﬁdo o éfeito inibitorio do etanol na eficiénecia de produ-
Qﬁé.da célula., Embora tenhé sido vantajoso uma alta Laxa de re-
ciclo em termos de produtividade, observou-se uma gaprecidvel di-

minuic3s nos rendimentos de etanol & magsa celular. Iste pode
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ger devido principalimente s um maior consumo de subkstrate para
manuten¢¥o, provocado por maiores concentragles de massas celular

& etano! presentes noz fermentadores, assim como por tempoes de

resgidéneia celular malores em altas taxas de racicio.
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3.3, IHFLUSRGTIA DA TRXA DE AERAGRQ.

Usando o mesmo gistema de fermentadores do caso anterior,
adicionado dog digpositivos necessarios para produzir uma micro-
aeracio como indicado na figuras 3, o primeiro fermentador fol
subnetido a div&réag taxas de aeragido. A vaz¥o de recicle, aszim
como & vazdo de alimentagBo foram mantidas constantes durante
tnaa » extensfo do experimento, variando-se somente o vazio .de

ar estéril no primeiro fermentador e congequentemente a taxa de

aeragio.

5.2.1. CondicBes de operacho do sistema.
Tanto & taxa de dliluic%e guanto a taxa de reciclo foranm
mant {das aproximadamente constantes dqurante toda a  extensd¥o do
-1

experimnsnto, com valores. compresndides entre 0,707-0,759 h £

O,111~0,147 respectivamente.

A tawxa de aeracdo de um fermentador estd definida como:
T.AL(VV) = Lo~ ' (4.12)

onde: Far= varBo ar (L/min’
V= volume reabtor (L2

V¥H= volume de ar por volume de reator por minuto.

Foram usadas 9% taxas de ameraglo diferentes, variando en-
tre C e 0,038 VVH, o que fot conseguido usando vazbes de entrada

de ar no primeiroc fermentador, compreendidas entre 0 e 125

wmi./min.
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%.%.2.~ Bosultados euperimentais.
5} Pfeito da taxs do asrscBo nan viabilidade c@lﬁiar g concentra-

cies de mapss secsh, substrato e ehLanol em cada Permentador,

Ha figura 23 podemos obgervar, para cada fermentador om

forms separada, o 2feito da taxa de aeracio nag varidveis acina

mencionadas.
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Fig. 23. Efeito da taxa de serac¥io (T.A.) na viabilidade

celular (VX)) & concentracBes de masga seca (X),

substrato (Si e etanol (P) para csda feranentador.

Célulan imobilizadas com reciclo.
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Ppdemnog wver na figura 23 que a viabilidade celular apre-
sentou em geral uma leve diminuig¢¥o com o sumento da taxa de ae-
racBo. Da mesma forma gue nos casos anteriores, as matores via-
bilidades estlveram sempre prasentes no segundo estaglie para lo-
Qo di%inuir prbgréssivamente até o vitimo fermentador,

A diminuicHo da viabilidade pode ser explicada se consi-~
derérmos que ela depende nuito menos da taxa de aeragfo do Qca
da concentracio de etanol e tempo medio de residéncia celular,
sendo que esles aument aram consi&eravelmehte, atingindo valores
m&ximos para taxas de aeracgfo enire 0,02-0,03 VVH. Oz valores de
minima visbilidade, coincidem com os valores de minima concen-
tracio de substrato o mixima concentracic de masge celular e
etanol.

A masga celular aumeniou consideravelmente com a taxa de
meracio atingindo um méwimo em todos oé fermentadores para taxas
de aerag¥o entre 0,0S*0,0@ VVH o gue evidencfia o papel importan-
Ligsimo do oxigenio como elemento estrutural da célula e na for-

macBe de esteroils e dclidos graxos ingaturados que permitem au-

mentar a tolerdncia do mi;rorgahismo an  etanel., 0 aumento da
mazsa celular e do etanol gue atingiram um méximo numa taxa de
aeragBo entre 0,02 & 0,04 VVH & evideﬁcia deste fato.

A diminuigl¥o gue se segue da MAsSEa celular e =m COnse—
quencia das concentraces de substrato o etanol para btaxss de
asragio superiores a 0,03~0,04 VVM, s%o devidos a3 gue tantoe a
enzime hexoguinase quanto a slcoonl-destdrogenase sd3o reprimidas
em presenca de altos teores de oxigénio, dando origem 2 metabo-

1ismo fermentativo em conjunto com metabol isno respiratorio.
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$.3.3. Dizcusslo.
0 efeito da taxa de aeracBo no comportamento do  sistena
‘gerd analisado usando o5 parSmetros antes definidos, cujos valo-

res s¥c aspresentados na tabela 6.

Tahela &

Efaito da taxa de asracdo nas caracterfsticasg do sistema para
células !mmbiéixaﬁa& con reciclo.
g:wgmm&&&mﬁwﬁmwm.mmm'«:mmx::gmg‘?gmmmx_}mmmm.mmmmxuwmmm&x'ﬁmmxﬁumumwmmzmmmmm
T.A. DCED Ds(R™  Tsth) Teth) Prigil-hy 9% qpc1§1> Yx/s Yp/s

{VVM) '

e N R R R R E RS R RS E R R SR RRER R RN R ETS
G6,0 6,788 0,111 9,00 32,3 4,40 Be,7 2,34 G,018 0,46
0,012 0.723 0,108 4,26 45,0 4,73 59,9 2,?1' a,015% 0,49
0,031 0,745 0,108 9,26 36,8 4,66 53,1 2,20 0,021 0,49
0,063 0,741 0,108 9,26 32,8 4,33 56,3 2,12 0,080 0,48
6,088 0,707 0,108 9,26 2%, 4 4,28 57,5 3,54 0,020 0,486

&mwwmmwumaxwwwaw&mmwwmwwmmmwﬂummmmwxmmwmﬁmmmmmm&mmmwwamuwmawumu o

~ Observa-se um aumento no tempo medio de restdéncia celu-
lar até uma taxe de aeraglo de aproximadanente G,0156 VYVM  par=z
depols comegar a diminulr progressivamente, em forma amsociada
com 3 ﬁrodutividade do sistema, evidencliande assim 2 relacio
existente entre ambos. Na figura 24 podemnos observar a 3nf1u§n~
cia da-ﬁaxa ée aeracio nos parameiros de avasliacHBo sntericormente

calteul ados.
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Fig. 24. Efetto da taxa de asragdo {T.5.} na fernentaglo

alcodlica usande célulag imobilizadzs com recicio,

Pode—-se ver gue a a'ragHo exerce un papel positivo em re-
lac%o & produtividade e conversZ%o de gsubstrato somente numa fal-
wn de microaeraciio compreendida entre 0,01-0.02 VV¥ e logo apds
comega 8 ser prejudicial. Apesar do sumento da concentragdo de
etanocl, a taxa especifica de produgio se mantave aproximadamoentes
congtante até ums taxa de aeraglo de G, 06 ¥V¥ aumentando em .aaw
guida o que confirma O papel protetor do oxigénio sm relacdo 2
tonicidade do etanol.

(1 rendimento de etanol também atingin um maximo na faixa
de 0,01-0,03 VVK como conzequéncia de uma menor taxa de ccnsumo.
de substrato para manuten¢Ho neste intervalo de seragHo.Para ta-
xas de aerac¥o maiores observou—se umd diminuicgido no rendimento
de produte, © gue pode se dever a um aumenito do arraste de ela-

nel pelo ar e 20 aumento no rendimento celular como consequéncta
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do aumento do metabolismo respiratoriol Por outro lado, © rendi-
mento celular apresentou uma leve diminuic¥o sm baixas taxas de
aeracio, devido provavelmente acs aumentos tanto no tempo medio
de residéncia celular, guanto na concentrag¥o de etanol provo-

cando uma malor taxa de morte e lisme celular.

3.§, HASSA CELULAR RETIDA EM CADA FERHMENTADODR.

Loge apés o termine do experimento anterior fol detidea =a
.allmentag%o, reciclio e aerag%o dog fermentadoras. Oz fermentado-
‘res foram em seguida esvaziados @ O suporte de éada um ol reti-
rado culdadosamente e procedeu-se ent¥o a avaliag%o do conteudo

de massp seca, usando a técnica de filiracio e secagem descrita

no ftem 3.5 de HMaterial e Hétodos.

3.4.1.~ Resultados experinentnis.

A concentracio de massa secd No suporte fol calculada
usando come referencia o volume de suporte empacotado em cada um
dos fermentadores, cujo valor & de 1 L.

A figura 25 mostra o perflil de concentracio de magsa =eca

retids nog diversos fFermentadores.



g8

MASSA SECA (g/lL)

Fig., 25. Perfil de concentracBe de mssss celular retids no

sistena. Odélulas imobilizadas.

3.4.2. Discussfo.

Como pode ser visto na figura 25, o primeiro fermentador
reteve uma massa celular de aproximadamente O tripleo do resto
dos fermentadores smbora os volumes de suporte sejan idénticos,
o que revela a dependéncia da retencdo do microrganisme em rela-
c¥e ao estade fisioldgico do mesmo € as condicﬁes do nelo am-
biente. Aparentemente, 2 concentracio de etanol e substrato
pogsuen um papel tmportante na reteng¥o do microrganismo ja& que
em todos os casos estudados o pH apresentou minimas mudangas en-
tre oz diversos fermentadores, veariando nos Cagos extremog entre
3,0 e 2,5 para o primeiro e ditimo fermentador respectivamente,
permitindo assim concluir gue o efeito do pH € minimo ou inexis~
tente na retencio celular pelo suporte.

Embora as produtividades no primeiro fermentador sejanm

muite superiores no caso de células imobilizadas em relagdo a
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célutas livres, esta vantagem tende 2 desaparecer na: medida en
gue incluimos um malor mimero de unidades no sistema devido as
menores guantidades de material celular retido nesteas unidades,
Ests retengc preferencial deve ser estudada numa  forsa mais
aprofﬁndada, visande consegulr uma maior guantidade de massa ce-
lular retida nos dltimos estagles e consequentemenie mator pro-

dutividade do sisgtena.
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4¢_ ANALISE COMPARRATIVA DAS CARACTER(STICAS OPERACIONAIE DOS

SISTEMAS UBADOS,

4.1. ?EGDH?EVK@&BQS DE ETANOL E PORCENTAGEHS DE CUONVERSKO DE
SUBSTRATO.
4.1.1. Efoito da taxa de diluic¥o do sistema (Ds).

Ser%o anzlisados para os trés sistemas usades a influén-
ciz da taxa de diluigHo na produtividade de etanol e na conver-
g%o de substrate, assumindo para ﬁodos oz casos um rendimento de
produto Yp/e=0,48. Para um sistema de fermentadores a produtivi-

dade de etancl pode ser calculada usando a seguinte expressio:

frmib
A3
L)

Pre DsPy = DsY , (Spm8)

gubgtituindo-ae na exprassio anterior o equagcio de defi-
nig#c da porcentagem de conversZo de substrato, obtemos final-~
mente:

Pr= YP/SSf¢Ds'x K¢Ds {4.147

Esta exproessdo mostra comd 2 produtividade de etancl num

sistema esta diretamente associada tanto 4" porcentagem de con-
versfo de substrato guanto 3 taxa de diluicBo do sistema. Para o

cago em estudo temos:
Pr= 0,48-150¢6Ds = 72¢Ds {4 .15)

Usando a squaglo anterior podemos tracar num Unico gridfi-
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co, tendo comne coordenadas a produtividade de etanol e a bLaxe de
diluicHe do sistema, uma gerie de retas para difegrentes porcen-
tagens de conversio de substrato. Assim por gxemplo para una
converslic de 0% obtemos Pr=0 para todo valor de Ds, para uma
canversio de 50% obtemos a reta Pr=36Ds e para uma conversido Lo
tal de substrato temos Pr=72Ds a gua! correspeonde & méximas con-
centracio de etancu! tedricamente possivel {72 g/L3.

Ha figura 26 est¥o apresentados em forma resumids os  re-

sultadoz obtidos nos capftulos anteriores.

PRODUTIVIDADE {g/L~h)

B = 25 .
! { i :

0 0.04 0.08 0,12 0,16
TAXA DE DILUICKO Do SISTEMA (h™1)

Fig. 26. Efeitoe da taxa de dituiclo do sistema na produbivi-
dade e porcentagem de conversfic para os @istenas
usados. Células livres com reciclio (@), imobliliza~-

das sem reciclio (+), imobilizadas com reciclo (el,
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Na figura 26 pode-ge observar gque em baixas taxas de di-
Iuic¥o os trés slztemas apresentaram o nesnod co&partamento. mas
na wedida gue a Laxa de diiul;éo aumenta oz sistemas se dif@reﬁm
i am genda.que o de cdlulag fwobilizadag sem reciclo apresents
produtividades'menores, devido 3z baixas concentracesn de  massa
celular. Us dois sistemas com reciclo de c&lulas té&m produtivi-
dades matores. No caso de. células livres pode~se constatar gue
exfste um bom desempenho em baixas e medias taxas de diluigia
mas com una diminuigio continua dé porcentagen de conversfo. Peor
cutro lado, © sistema com céliulas imobilizadas teve um comporia-
mento linear nas taxag de dlluic¢¥o usadas, com auvmentos  conti-
nuoz da produtividade e sen diminuicso da porcentagem de conver-
s¥0, superando assgim asg produtividades do sistema com células
Pivres on aitas'iaxga de diluicio & com porcentagens de convers

s%0 malores, o gue permiie economlzar volume de fermentadores.

4.1.2. Efsito da taxa de reciclo.

A partir dos graficos de produtividade em func¢io da taxa
de reciclo para oz casos de células livres e célulasg imobiliza-
das foram obtidos graficamente os valores de dPr/da parsa diver-
sos valores da taxa de reciclo e que s¥Ho apresentados na figura

27 .
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B 8;1 032 O;S 8’4 QDE’ [+
Fig. 27. Efeito da taxa de recicle (o) na mudancsa de produ-
tividade (dPr/ds) para oz sistomass usados. Células

livros com recicle (@), cdlulas imobilizadas coOnr

reciclie (&).

Como pode ser visto na figura 27, =a sengibilidade do
sigtema em rela¢%o 3 taxa de reciclo, € maiof a baixes valores
desta, em especial para o caso de células livres. Para taxas de
recicle um pouco superiores {&30,1) ambos slstemas apresenta-
ram os mesmos valores, diminuindo progressivanente com o aumento
da taxa de reciclo, evidenciando assim ¢ compromisso existente

entre o aumento da taxa de reciclo e o aumento da predutividade.
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4,2, TAXAS ESPRCIFICAS DE PRODUCKRC DE ETARQL.

Usande op valores das taxas especificas de produglo de
etanol calculadas nos capftulos anterfores foi construide = fi-
gura 28, na qual! podemos ver o efeito da taxa de dilulig¥o na ta—

wa especifica de producio de etencol do primeiro fermentador para

o tr8s sigtemas usados.

15

B 0.2 0.4 0 0.8 pry-ly

Fig. 28, Efeito da taxa de dituicso (I nas taxas especifi-
‘cas de preducHo dé etancl (qp) no primeire fermen-
tador. Células livreé'com reciclio (@), inobiliza-

dap senm recicle (+), imobilizadas com reciclo {(@).

Podemos ver na figura 28 que o sistema de céiulas  imobi-
iizadas sem reciclo apresentou taxas especificas de produgfo de
etanol maiores devido 3s altas produtividades atingidas no fer-
mentador © 2 baixa concentracio de células livres. Este alto va-

ior de Ip somente pode ser ewplicado pels grande guantidade de
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material celular imobilizado no primeiro fermentador. A 1nc1§s%o
de recliclagem de células produziu uma diminuicﬁé na taxa especi-
.Fica_de producio de aianoi devido aumentoe d48a concentracg¥o de
masaa celular livre e nio por uma diminuigEo da produtividade do
primeiro fermeniador uma vez gue ela aumentou, Ho slstema de ce-
lulas livres com reciclagem os valores de taws especifica de
producfo foram wmenores gdevido as bailxas produtividadas obt idas,
embora a magsa celular tenhe diminuido em relagcio ao casce de cdé-
ivlas imobilizadas com reciclégem. De forma geral, o sistema d=
células imobilizadas apresentou no primeiro fermentador produti-
vidasdes muito superiores que o de ceélulas llvres com reciclagen,
fFato sste mais nitido guando o sistema opercu com recicio de

magsa celular,



4.3. RENDINENTOS CELULAR E DE ETAHOL.
Os rendimentos celular e de etanol calgulados ﬁos capitu-
log anteriores para diversas taxss de diluig3o de sistems g0

apresentados na figura 29 para os trés sistemas de fermentac¢io

usados.
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Pig, 29. Efeito da taxa do diluic¥e do sistena. (D} nog
rendimentos de massa seca {(Yx/s) & produto (Ypia).
Célulag livres com reciclo (€7, igobilizadas s

reciclo {(+) e imobilizadas com recicio (@),

Ha figura 22 podemos ver que O maiores rendimentos celu-
lares a%o obtidos cow cdélulas imobilizadasg sem reciclagemn (Yo /ome=
0,032), exceto para taxas de diluic¥o muite pequenas. Hos casos
com reciclagem, os rendimentos celulares foram menores devido as
bai#as concentraces de massa celular presente no ef luente do
sistema como conséqu@ncla da decantac¥o do material celular. U=

sistemas com reciclagem apresentoram comportamentos opostos  em
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relaclo sos rendimentos celulares, diminuvinde no caso de c#lu-
las imoebllizadas o aumentando ne caso de céiulazs  livres, atin-
giﬁda enm anbos O8 CAS0S valores similares de rendimento (Yx/s=
0,080 pabé tLaxas de diluic83o do sistema superiores =a G,lﬁl,

Em rﬁlaéﬁo aos rendimentos de etancol og dolsg cases con
reciclsgen apresentaran comportamento similar, diminuindo leve-
mente na medids gue sumenta a taxa de dilunig¥e, sendo superior
para o caso de células {mobi!izadas com reciclagem. No caso de
células imobillizadas senm reciciagém, o comportamento fot oposto,
uma vez que para balxas taxas de diluicBe o rendimento fol multo
baixo, aumentando, porém, de forma continua com © aumento de  Dg
iguaiand0“9@ e mesmo ultrapassando og rendimentos dos sigtenas

com reciclagem alcangando finalmente o rendimento maximo tedrico

de etanol.
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5. DETERKINACKD DE PARAHETROS CIHgTICOS PARAR CeELULAS LIVRES.

5.1, TAXA ESPECIFICR DE HORTE CELULAR E REEDIHERTO CELULAR.

s modelos cindticos desenvolvidos est¥o baseados na de-
terminac¥c de par@metros experimentals como 2 taxa gapecifica de
creﬁcimento celular observada e concentracles de nmagsa celular,
substratc e etanol. Tém-se duss alternativas para avaliar as ta-
xag espec{ficas de crescinento celular:

a) Desprezar o efeite da morte e ligse celular e conside-
rar somente og valores altos de Mobs a finm de fazer Hobs= M-k g

by Conziderar o efeito da morte e lise celular e avaliar
og valorer de kg @ Llobs, ou previa determinacio do rendimento
celular, usar og valores experimentails de concentragio de zmubs-
tratoe. |

1 fundamento tedrico desta segunda alternativa gerd  de-

genvelvido a partir de um balango de substrato num reator homo-

geneo perfeitamente agitado (CSTR), que conduz as seguintes  ex-

pregsles:
FS. = F5; #* {(~dSs/dt)V (4,162

Dividindo a expressio anterior pelo volume do reator e

tembrandoe que D=F/V=(Fg+Fu)/V obtenos finalmente:

d5

- = - (4.317)
ar = PUS;754)
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Por cutre lado o rendimento celulsr esgtd defintdo pela

seguinte expressio:

X
_ ax/dat . Hiti
(Yx/8) = —(gg7aey™ = ~={aS7IT) 4.18

A& partir das expressSes 4.17 e 4.18 obtenosg:

- {(d8/dt) =

ity = DS, ,~5.) (4.19%)
{Yx/s} i-1""1 P

Por outro lado como Mobs=M=kg=D(X;j-Xj.1)/%j, substituindo

na expressic 4,19 oblemos finalmente a expressjo:

(Yx/s)  D(S;._;-S;)

quSz . - ‘( - kd {‘?&.2{)}

1

Observamos que gréficando D(Siwl"gi}/xi em func¥o de MHobs
obhtemos uma reta de inclinag@o Yx/2 e intercepcio vkd.ﬁa figura
20 vemos estes valores graficados para as trés primeirag taxas

de dilulg¢Bo,
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Fig. 30. Determinac¥o gréfica do rendimento celular e da
taxa especifica de morte celular. Células livres

com recicle.

Airavés de regressBo linear nos pontos experimentats  da
figura 30 cbtivemos o= seguintes parimetros:
coef. de correlagdo r= 0,940
Yx/s= 0,038

ky= 0,0076 h™1

Em geral o rendimento celular determinado a partir da fi-
gura 30 foil bastante superior aos rendimentos observados. A in-
terseclo com © eixo das ordenadas evidencla matematicanente a
morte celular. Por outro lado;'quando as taxas especificas de
crescimento celular observadas s¥c elevadas, © termo relativo a

morte celular pode ser desprezado uma vez que u=Hobe+k F Hobs .
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8. 2. TAYA ESPEC{FICA HAXINA DE CRESCINERTO, PUDER TERICO E COH-
CERTRACKO NAXIHAR DE ETANRCL.

Para z aval tacio doz parfSmetros cindticos do processo
fermentative com células livres serd usado o wodelo de LEVENS-
PIEL (39) uma vez que ele ¢ o Unico gue apresenta uma relac¥o
generalizada e que mosira explicitamente @ incapacidade do mi-
crorganismo de crescer e atingir concentragBes de etago} supe-
rigres a um valor limfte.

& expregs¥o do nodelo de LEVENSPIEL & a seguinte:

wo=oute ._Ei__wglﬁ P 3! (4.21)
HEt Ks+S Pmax

ne qual:

*®
Umax= taxa especifica maxima tedrica de crescimento.
Pmix = concentracio méxima de etanol,

n= poder Loxico.

Por outrc lade a partir da equacios 4.19 obtemos:

D{Yx/s) (S. +~-S.
U=y tky o= - i-17%4) (4.223
1.

Podemos cobservar qua existenm dués formag para avaliar as
taxas especificas de crescimento celular: avalisr as taxas espe-
cificas de crescimento cobservadas e somar a todas elas o© valor
da taxa especifica de morte celular avaliada anteriormente ou,
avalia-las usando o valor do rendimento celular anteriormente
aval iade e as concentragles de substrato e magsa celular presen-
tes nos diversos fermentadores. Este ultimo método fol o utili-

zado para avaliar a taxa especifica de crescimento celular. Por-
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tanto, a expressio para o cdlcule das taxas especificas de cres-

- cimento & a seguinte:

D(Yx/s) (S, _1-5;)

= ) : (4,237

Congiderando que a concentragfo de substrato presente emn
todos o fermentadores fol sempre muito superior aos valores da
constante de saturagdo Ks raﬁortadas na llierstura (15,3%,406,63)
pa%a fermentagfo nrlcodlica, o term§ de limitscio do crescimento
por cardncia de substrato sers consgiderado com valor unitariec,

resultsndo na seguinte expressio:

P .n
- * -
o= ure {1 ‘Fmgw) (4.24) .

max

A express¥o anterior descreve uma cingtica inibitoria de-
vida exclusivamenis 3 presenca do produto. Tomando loqariimo da

express¥o anterior oblemos:

E

= * - - -§ ma

log u = log ut-  + nlog(l : t4.25)
max

Podemos cobservar que graficando log'd vs. log(1-P/Pmax?

para céda reator, obieremos uma reta a partir de cujs inclinacgio

e intercepcHo tem—ge regspectivanente © valor do poder téxico n &

C
.do log Hose )

‘ A avaliacio da concentragio méxima de etano! {(Pmax}, taxa
gspecffica mdxima de crescimento { umax) e poder téxico (ny foi

rexlizada em computador mediasnte a técnica de rearessio  linear
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nas varidveis logh e log(1i-P/Pnéx) para diferentes valores de
Pmix. O critdrico de convergéncia usado para o aju$te das varia-
vais foi a procura do melhor coeficiénte de correlagdo.

' Ha.figura 31 podemos observar a correlacio existente en-
Lre as variavafs para uma concentragdo maxinma de etanol de 56

- g/l que apresentou o melhor coeficiente de correlagHo.

2.0
ped
|
-’
. N
[«F1]
=
1.0
0.5
1 t ] ] t
2] 0.2 0,4, 0.5 0.5 p
""103(1" ﬂsﬂg

Fig. 3i. Determinacfo gréfics dos parimetrog cingticos parsa

clulas livres.

De valores dos par@metros cinéticos obtidos para a melhor
correlaco {(coef. de correlacio=(,304) =250 o8 geguintes:

 pmdx= 56 o/L; Whax= 0,254 Kle n= 2,054.
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0 wmodelo cindtico que descreve o comportamente da {fermen-

tacHo spsume a seguinte expressio:

p 2,054

u(h™ 1) = ucbs + 0,0076 h™ ' = 0,254(1~ 3@”] (4 .26

Ha figurs 32 pode-se ver para 4 taxas de diluig3o a cor-

relscilio extstente entre os pontos experimentais (concentragio de

etanc! e taxa especifica de crescimento celular) e o modelo coi-

nético obtido anteriormente {(eq. 4.26).

-1y £
w7l g

o]

-
[
i

0:1@"

Fig. 32. Efeito da concentraglio de stanol (P na taxs espe-

cifica de crescimente celular (). Caéluliag livres.

A fim de melhor visualizar a vaiidade do modelo cingtico,
os valores em cada reator das cangentragﬁes de etanol, substrato
& massa seca obtidos pelo modelo, serdo representados en fungdo

da taxa especifica de crescimento para duas taxag de diluicBo
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ﬁif@rentes,'Para a concentraco de etancol no fermentador 1 obte-

mos a partir da eq. 4.26 a3 seguinte expressio:

1

u.
3 om L - L .
11 56(1 {ma‘) )i {4 .27%
Por cutro lado, para o sistema compreendido entre a en-

trads no primeiro fermentador e a safda do sexte fermentador s%o

validas as seguintes expressfes:

Pi“ps
X.=-X
. 1 O
Yo/s © 55 (4.29)

Assumindo gue para uma taxa de diluic¥o fixra os rendimnen-
tos em todos os fermentadores. s¥o iguais, as expressfes para as
concentracBes de substrato e massa seca tem a3 seguinle expres-

580

Pi”po

S1 = SO - (4.30)
p/s

X, = X0 + Yxfs(50”5i3 {4.31)

Nas expressBes anteriores Pi,51,%1 s¥o respectivapente as
concenirécﬁeg de etanol, substrato e massa seca no fermentador i
£ P&,SQ,XO s%o respectivamente ag concentracBes de sitanol, subs-
trato & massa secé na entrada do primeiro fermentador.

Ha figura 33 estdo representadas para duas taxas de di-
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luicHho ag express8es tedricas para concentracHo de etanol, subs-
trato e masga seca correspondentes as equacles 4.27, 4.30 @ 4.31
{linha contfnua) e paras efeito comparativo, og valores experi-

mentaig, observando-se um ajuste satisfatdric entre eles.

" p= 0,37 bt p= 0.53 vt
+ + B + + ®
£0 4L it B4
Fmint} ~ -
== a1 | [ )
el T, T S,
. =] L] =
w p— L — -
—t 9 i 4
N .
463 A FEA T
- 254 8- &
- 54 50 5

1 i L T ] i

: = 0% {18 -
g 0o an4 005 b u(h 1)

Fig.33. RepresentacBo grifica do modelo cinético e dag con-
centracBes experimentais de etancl (Py, subsirato

(SY o masss seca (X). Células livres,
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5, PETERMIHACED DE PARAHETROS CINgTICOS PARA CELULAE  1HOBI-
LIZADAE.
Para um fermentador de caracteristicas CE8TR, a taxs eape-

ci{fica de crescimento celular pode zer definida da seguinte for-

na: X
. [dxzdt)cresc

. (4.317

X.
¥

Na expressio antertor a taxa especifica de crescimento
ceiular eptd referida 3 massa celular livre presente no fermen-
tador e n3o & messa celular total, uma vez due a guantidade de
‘massa celular imobilizada 8 desconhecida. Unm bélaﬁqo de maszsa
celular no fermentador conduz & seguinte expressdo:

+ (dX/dt)

FX; V = FX, | . ¢4.32)

~1 obhs i

Assumindo que a taxa de morte celular & pequenz em rela—
cHo as tamxas especfficagnde crescimnente observadas, podemncs con-
cluir gue (dX/di)eobs={(dX/dtlcresc o gue & valido parea altas ta-
wag egpecificag de crescimenté cbservadas (balxas concehtraé%es
de etancl). Dividinde a express¥o anterior pelo volume V de cada

feormentador e substituinde na eguagcio (4,313 oblemos:

DXy-X5.4)

X,
i

(4.33)

u o=

Esta express¥o serd usada para avaliar as taxas especifi-
cas de crescimento celular e corresponde & mesmna expressio geral

obtida anteriormente para células livres sem considerar o afeito
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da morte e lise celular.

Por outro lado e para simplificar o desenvolvimento de um
_modeio cindtico gue descreva ¢ comportamento de. um fermentador
Com cé}ulaé imobilizadss, gerd estudado o caso gimples de uma
unidade sem reciclagem de células, correspondendo ao fermentador
nel da experiéncia com células imobilizadas sem reciclo. Um ba-
lanco de massa celular no fermentador conduz 3 seguinte expres-

SO

Vi{di/dt = Vi) = Y 4 = Y
(ax/dt) o = V{dX/dt) .. = V{dX/dt) = FX (4.243

Dividindo pelo volume e substituindo a express¥c antertor
da definicloc de taxs especifica de crescimento cetular {(eauacHo

4.%1) obtemcog. finalmente:

o= Lﬁéﬁ{;ﬁl - D (4.35)
Podemos observar que para aste tipo de fermentador a taxa
especifica de crescimento assim definida & igual 3 taxa de di-
luic3o do fermentador da mesma forms que para célulag livres.
Foi observade que para altas taxass de diluiqﬁo a  concen-
trac¥o de etanol e de masse celular no primeiro fermentador ndo
eram nulas como consequéncia da atividade do naterial .ceiular
imobilizade. Baseado nests evidéncia experimental, procurou-se
um nodelo cingtice que obsérve ag condiges limftes de <concen-
tractes de massa secs e etanol, em relag¥o & tawxa de diiuicﬁo

uma vez que ficou demonsirado experimentalmente gue as concen-
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tracBes de etano)l e massa seca tendem para valores nulos somente
quando a taxa de dilui¢¥o tende para infinito e que, para Laxas
de diluic¢¥o muito pequenas, as concentrages de etancl e massa
seca atingem valores maxlmnos nos qusls n#o existe ocrescimento
celuiér.

Entre os modelos cindtlicos propostos por diversos autores

(HONOD €44), AIBA (3), LEVENSPIEL (393)) para descrever 5 efalto
dagconcentraq%o de substrato & etanol na taxa especi{ficas da
crescimento, nenhum deles cumpre simultaneamente as condicBes

limites experimentais observadas no experimento que =x-To i

Para D=UY =0 : P= Pmnsx.

FPara Dxpj-—e®., P=

O modelo de HONOD n¥o cumpre nenhuma das duas condicBes
limites porque, além da taxa espec{fica de crescimentce nd%o de-
pender da concentrac¥o éé etanol presente, peara taxas de dilui-
cHo muito pequenas prediz uma concentracio nula de substrato
gualquer que seja a concentrag%q inicial, dando origem a conéenw
traces de etanol sem un Timite superibr, Por outro 1ado, para

taxas de diluic¥o superiores 3 taxs especifica mdxima de cresci-

mento, este modelo fornece resultados contraditorios.

0 modelo proposto por AIBA também n¥o cumpre nenhuma das
duas condigBes limites, embora nele a taxa especifica de cresci-
mento depends exponencialmente ds concentracho de wetanol, uma
vez que para taxas de diluic¥o muito pequenas ele prediz concen-

tracBes de etanol muito altes e para taxas de diluicie multo
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grgndea pradiz concentragies de etanol neaativas.

G modelo proposto por LEVENSPIEL sae ajuaia perfettamente
BOR éadcs experimentais de célﬁlas livres como fol vigto no ca-
pitule anterior, mas para o cazo de células imobilizadas ele so-
mante cumpre a primeira condic3o limite experimental. Para taxas
de diluicBo muite pequenas prediz uma .concentrac8o méxima de
etanol acima da qual n¥o mals existe crescimento celular, mnas
para taxas de di{luig3o muito grandes este modelo prediz concen-
tracBes negativas de etenol, nHo cﬁmprindo asgim a segunda con-
dicgio limfte.

Considerande a inexisténcia de um modelo cindtico adegua-
do para ajustar os dados experimentals e que obhserve a0 mnesmo
tempo as condic¢Bes limftes experimeniais, foram'cfiadas & ana-
Zizados.uma amplé variedade de modeleog. Finalmente, baseado-se
na simplicidade e boa correlaglo experimental, foi escolhido um
modelo para fermentacBes com ceélulas imobilizadas mas que também
pode ser aplicade em fermentagUes onde as concentracBes de massa
celular no interior doo fermentador sejam maiores do que no
efluente (células floculantes, sistemas com decantadores inter-
nos, sistemas com filtros internos.etc.?

S Pmax 1)n

w= K gt (5

Na expressio anterior K (constante de heterogeneidads) ¢
o valor da taxa especifica de crescimento c¢elular para uma con=
contracio de etanol igual a ,5Pm#x, sendo desejivel que apre-

sente um alto valor, Ks & a constante de saturacio da mesma for-
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ma que ne cazo de celulas llvres.
Tomande logaritmo da expressz¥o anterior e constderando

gque as concentractes de substrato foram gsempre muito superiores

aos valores reportados para a2 constante de saturagBo, ou sejs,
considerando o termop de limitaglo do crescimento por falts de

aubgtrato como valor unitario, tem—-sge:

Y o
log u = log K + n*log{lﬁdk - 13} (4.37)

Graficando logh em funclo de logl(Prax/Pr-1) obtem—se uma
‘reta de inclinag3o n’ e intercepciio logK.

Por outro lsdo, considerando que o microrganismo usado e
ae condigBes de operagBo do sgigtewns foram a2 mesmas qua no  Caso
de célulag livres, assumiremos que a concentracio mdxima de eta-
nel (Pmax) & de %6 g/L. Para og cdlculos das taxas especiflcas
de crescimento celular foi usada a eguagdo 4.33.

Ba figura 34 esté& graficados os logaritmos das taxas es-
peci{ficas de crescimento em fung¥o de iog{(Pﬁéx/?}-i) para di-
versos fermentadores e taxas de dilui¢¥o afilm de se obter oa-pam

rémetros cinéticos para céluias.imobilizadas.
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£ -log u(h™ly
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8 2 4 5 & log( %3“1]

F‘ig 34, Determinag%o gréfica dos parfnetiros cinét,iccw pa~
‘ra célu!as imobilfzadas.

Através de regress¥o linear nos pontos experimentais da

figura 34 {(coef. de correlacgfo= 0,916 oblivemos ?ara uma con-

centrac¥o maxima de etancl de 56 g/l os seguintes valores para

os parfmetros cinéticoes:
K =0,0757 h™ 1
n =1,270

Substituindo-se os valores anteriores na equacio 4.3b re-
sulta a seguinte expressio para a taxa especifica de crescimento

celular ﬁsando células imobilizadas em funclo da concentracgio de

abtanol:

o= 0,0757( 32 - 1)
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'A;paftir'da aguacho asnterior podemos obter & aeguinte ex-
- press¥o que relaciona a concentrag3c de etanol com a taxa espe-
cifica de crescimento celular.
: 56 :
p = 17127 4,39
2] 1 % + 1
(b7s7)

Para ¢© caso particular de células imgbilizadaa zem reci-
cib am duag taxas de diluic¥o (0,627 e 0.B36 Rl que  apresenta-
rar rendimentos celular e de produ£o gimilares (Yp/s = 0,581
Yx/s= 0,028) as expressfes para as concentraglies de substralo e

etancl s¥o am geguintes:

S = 150 - UEET . S (4.40)
X = 0,028(150~8) o C(4.41)

Ha figura 35 pode-se ver graficadas (linha continual as
concentracfes tedricas de stancl, substrato e massa seca previs-
tas pelo modelo cinético proposto (equagBes 4,33, 4.40 e A4.41)
em fungio dé taxa especi{fica de crescimento celular e para efet~
to comparative os resultados experinentais; evidenciande assim
a boa ccrrelagﬁa exiagtente entre eles. Pode-se observar como na
medida que a taxa especifica de crescimento sumenta, @ ’concenm
tracﬁo'de suSstraté.tende a 150 g/L e as de etanel e massa secea
tendem a zero. Por outro lédc, em baixas taxas especificas de
crescinente as concentracBes de massa celular, subgtrato & eta-

nel tendem a valores limftes. Em linha pontitlhada pode-se ver os
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resultados previstos para concentrac¥o de etancl pelo modelo de

LEVERSPIEL, © que evidencia a impossibilidade da sua aplicacBo

nestes cazgog.

+ re ®
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Fig. 35, Concentracles de etanol (P}, substrato (8) o massa
seca (X) experimenteis & previgtas pslo modelo ci~
nético em Funcio da taxa especifica de crescimento

celular (4). Células imobilizadas,
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7. DESENVOLVINERTO DE UN HODELG DE VIABILIDADE CELULAR PA-~

RA SISTEHMAS SEN RECICLAGEN DE C£LULAS,

No presente capitule serd proposto um modelo gue permita
predizer 2 viabii{dade celular para sistemas sem 'reciclagem de
célulaa em bage Bs concentracBes de etanol presentes e aocs tem~
pos medios de residéncia celular. Para n fermentadores de carac-
terfsticas CSTR, serd definido o tempo medio de regidéncia celu-

lar do sistema, compreendido entre o fermentador 1 e o fermenta-

dor 1 como:

VX +e+X,)
. . . _massa celular total i 1 (4,42)

ci

taxa retirada FXi

Em base aos resuitadog experimentals foi observédo aque as
nodelos propogtos deverfam cumprir as seguintas condicBes lim{-
tes:

Para Tcis= O; viabh. celular= 100%
Para Tcigpm, viab., celular= 0%
Para =0 , viab. csiunlar= 100%

Para P=Pmgx, viab. celulars 0%

Pméx ¢ a concentragfo méxima de etanol gue © microorga-
nisne poderfa produzir para tLempos de residéncia celular multo
grandes cujo valor fol anteriormente avaliado sendo de 56 g/L.

Entre wvarios modelos estudados, gselecionou-sg um por sua

simplicidade e bom ajuste aos dados experimentais. £ o seguinte:

T _ P
c1

m .
W} ) (4,433

V% = 100exp(~-d{
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Tomando logaritme natural da express3o anterior obtemos:

V3 Teif m
lnfwj w *{l(m) (4,442
max

Hultiplicendo a express¥o anterior por -1 e tomando nova-

mente logaritmo natural obtemos finalmente;

T

ln(-ln(—zﬁﬁ) = 1n(d) + mln( p“%£rﬁ ) (4.4%)
max

Observa-se que graficando In{~-In(Vi/100¥} em fungdo de

'ln(TciP/CPméx“P)} pbhteremos uma reta de inclinag¥o m e intercep-

cBo In{d).

Ha tabela 7 s¥o apresentades, para 4 taxas de diluicso

diferentes, os valores das variavels antes defintdes para ums

concentracio méxina de etanol de 36 g/l

114



Tabela 7.
Valores experimentais para obteng¥o dos parfmebros

do modelo de visgbilidede celular.

I T N R M A I e N R A R R N A I A M R I S S I RN R

1n(~ln(m¥§ﬁ) Tes $hY in( Pu%igp )
Mmax
e EE NN TR NN RSN TS ST TON RSB RS E R
~1,62 18,6 3,28
-0, 81 34,9 4,21
-0, 37 54,0 4,91
-0, 06 92,2 5,63
0,16 167,3 6,29
¢, 39 277,9 6,79
-3, 31 9,4 2,03
1,77 . 16,8 3,38
-0, 89 23,8 4,02
-0, 68 33,5 4,54
-0,45 40,4 4,91
-0, 08 50.3 5,29
~5,30 5,7 0,86
~3,31 9,9 2,48
-2,27 14,3 3,20
~1,85 19,4 3,77
-1,56 25,1 4,12
~1,35 30,9 4,35
~4,60 4,4 0,47
-3, 68 7.2 2,13
~2,93 10,9 2,93
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A fim de se obter o valores dos parfwetros do modelo
- proposto, representou-se nae figura 36 as variavels antes defint-

das, cujos valores aparecem na tabela 7.

by
L

)

V%
100

~in(-1n(

T

: ci
S In( g )

Ay

Fig. 36. Obtenc¥o dos parimetros do nodaic de viabilidade

celular para cédlulag imohillizadas sen reciclo.

Por regress¥c linear nos pontos experimentais da figura
36 obteve-sze um coeficients de correlacdo r= ,965 com um grau
de certeza superlior a 9%8,9%. Os parﬁmetros'do modele faram obti-
dos a #artir da inclinac%o e intercepgio, resultando na seguinte
ewpressfo para o modelo de viabilidade celular.

" TeiP 0,953 |
V% = 100exp(~0,0047( 33:§—~) AR {4.46)
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Hs figura 36 pode-se obgervar gque o mnodelo desenvolvido

(linha contfrnua} ajusta-se satisfatoriamente aos dados experi-

mentaig obtidos para célules i{mobilizadass sem reciclo.
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V. CONCLUSSBES E RECOHEHDACOES,

As concluz@es que poden ser tiradas de todo o trabalho

realizade, s¥3o as geguintes;

- A adigBo de extrato de levedura numa dosagem de 1 g/L &
suficiente para conseguir bom rendimento e produtividade de eta-
nol para fermentac¢des continuas, apesar de ter sido obgervado
durante as experiénclas algumé limitacHo, provavelmente por es-

casser de vitaminas.

~ Entre os meios 2,3 e 4, o meto 2 prestou-se melhor para
a producdo de eﬁanal, alcancando maior rendimento e boa produti-
vidade, sendo gue o 3 e 4 provocaranm inibiclc do processo fer-

monbtativo devido so excesso de sals minerals.

- 0 sistems de fermentadores atinge rapideamente o estado

estacionario, bastando a operag¥o contfnua durante um  tempo

equivalente a 1,075 vezes © tempo de residénclia do sistema.

— A téenica de medigeHo de CO2 geradé pelo sistema permite
acompanhar razoavelmente bem o estabelecimento do regime esta-

cionario.

- A determinscio do tempo de residéncia htdrdulico real #
multo Importante e deve sempre ser realizada antes da operacio

de gualquer sistema continuo. Ho caso presente, ele fol de gran-
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de utilidsde na verificacie do cowmportanento hidrodinfmico do
reator, permitindo suz otimizagHo com vistas a obteng¥c de um

sigtema préxime ac de mistura perfeita.

~ A imobilizagBo de c¢dlulas em esponia de polietileno

mostrou-se malz sficiente nos primeiros estagios, atingindo una

concentraciio de 55 g/L de massa seca no primeiroe reator.

- Comparando~zse o sistema operando com reciclo e sem re-
ciclo de células, o recicle mostrou-se benéfico, sendo gue ffol
‘obtida uma major produt.ividade guandce o sistema operou com ceélu-
las livres com reciclo do gue operando com células Imobilizadas

sem reciclo. Neste ultimo caso, ac e passar a operar <om rect-

clo, fol obtido o melhor comportamento global @ do fermentador,.

podendo~se trabalhar a altas Laxas de diluic¥o sem perds na pro-

dutividade.

~ {1 aumento da taxa de reciclo fol em.todos os cases  be-
néfico. Observou-se sempre um aumento coensideridvel na conversfo
e na produtividads com o incremento na taxa de reciclo, 0O malor
valor da produtividade, 5,35 g/L-h, fol obtido com cdlulas fmo-
bilizadas, com uma taxs de reciclo de 0,116 e uma taxa de dilut~
1

c%o de 0,882 K-. A malor conversio, 62,2%, ocorreu também cow

céiulas Imobilizadas, com uma taxa de reciclo de 0,457 e uma ta-

wn de diluicBo de 0,965 il

- A aerac¥o mostrou-se positiva somente no intervale de

119



é,Oi a 0,02 VVH, onde ocorreu um sumento na biomassa e na produ-
cdo de etanol. A produtividade aumentou aproximadamente 7,3%, =@
converafo 5,6% e o rendimento de etanocl b,5% nesse intervalo, en
relac¥o ao processo sem aeracfo. Valores superlores da taxa de

awrac¥o prejudicaram 0 processo.

~ & yiabilidade celular de forma geral diminuiu com o au-
mento do tempo de residéncia no sistema e o fato de se ter in-
troduzido aeracio n3o modificou de forma éonsideréve} esae oom-
portamento. 0 modelo matematico proposto p@lé aquacio 4.43 ajus-
ta-se satisfatoriamente pera o sistena éem reciclo de massa  oe-
lular, mostrando gue a viabilidade depende, além do tempo de re-

sidéncta, também da concentragio de etanol.

- s rendimentos alcodlicos obtidos, na gquase toialidade
dos experimentosz, foram alitos, chegando-se a obter © maxino Lerd-
rico possivel. Isto dem@nstra que o sistema multiestagio favore-
ce a conversioc de substrato a slanocl, com pefdas. minimas, mor-

mente para o sistema operando com céiulas imobillzadas.

- {1 modelo cinético proposto por LEVENSPIEL ajusta-se =sa-

tisfatoriamente aos dados experimentais para células Jivres.

- Parz sistemas que vigam a retencio da massa celular noe
interior do reator, os modelos existentes (3,39,44) n3c poden
ser usadosz. O medelo proposto (eg. 4.3063 ajusta-se perfeitamente

aos dados experimentals de células imobilizadas,
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Comno recomendacles para trabalhos futuros podenoz sugerir

o seguinte:

- Ytitizar uma linhagem de levedura com maior sdlcool-to-

jerancla.,

- Utilizar um meioc de cultura malis rico, por exemplo, me-

laco ou caldo de cana como fonte de carbono.

- Estudar com profundidade o problema da tmobilizacHo

preferencial nos primeiros reatores.

- Egtudar o desempenho do eguipamento com al imentac%o re-

partida, a fim de diminuir o efetto initbitdrioc por excesso de

suhstrato.

- Verificar a validade do modelo matendtico expresso pela

equacio 4.36, enm cutros sistemes heterogeneos.

- Estudar o efeito da vaz¥o de recirculacio interna dos

reatores nos parsmetros de fermentag¥o.

- Fgtudar o efeito do uso de reatores de diversos volu-

mes, visando a otimizacgHo da preodutividade do sistema.
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Vil. AHEXOS.

BREXO 1. AVALIAQED DD TEMPO DE RESIDERCIA HIDRAULICO REBAL.
1.1, IRTRODUCRD.

Para as diversas modificagaeg faitas nor reatores foran
realizados os estudos de distribuic¢¥o de tempos de residéncia
com © propésito de otimizar o comportamento do sistema en termos
das caracteristicas hidrodindmicas e de imobilizacHo de células,

Foi verificadoe gue existe um camprémiﬁso entre a obtencio
de uma zlta guantidade de células imobilizadéa e a obtenc¥o do
- comportamento CSTR ideal para o qual é'necesaério uma alta vaz¥o
de recirculacfo interna diminuindo assim 2 gquantidade de massa
celular imobilizada.

8 fim de conhecer © cnmpoftamen@o hidrodinémico das di-
versas configuragBes internas do reator, foranm usadag as  Lécni-
cas de 1n3éc§a de tracador na forma de pulso e degrau. Para o©
caso do pulso procedeu-se a alimentagdo do reator em forme con-
tinua com dgua de torneira de pH 7.2 e injecﬁo. na entrads de
uma solugdo concentrada de dcido c?orfdrico e medindo-se o pH na
safda em intervaios de B minutos,.

Para o caso da técnica do degrau foil colocado no reator
agua de torneira para em seguida iniciar a al imentagHo constanie
de uma solucBo de sacarose de concentracio Co. Mediu~se a con-
centraclo de sacarcose na safda (C(L)) em intervalos de aproxima-
damente 3 minutos. Esta tdcnics fol usada para analisar © com-
portamento hidrodinimico da conf igura¢io definitivq dos reatores

usados para fermentag¥o continua com céiulas imobilizadas.
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1.4, &gTQCEﬁﬁﬂ?ES TEGRICQE,

Para um reator de caracterf{sticas CSTR éomo épraseﬁtadm
‘na figura 37, a teorié gue permite a avalliac¥o do comportamento
hidrodingmico de um reator através ds técnica do degrau & a se-

guinte:

Fig. &7. Reator CSTR.

Hs figura temos:

F= vazlo de alimentagfBo da solugBo de macarose.
Co= concentracio da solug¥o de sacarose.

City= cancentraé%a de sncarose na safda do reator.

VY= volume do reator.
Fazende um balango de sacarose no reator em estado nBo

estaciénério apresentado anteriormente oblemos:

Taxa entrada de sacarose= Taxa gafda + Taxa acumulaclo

FCo = FC + V*(dC/dt) . ¢7.1)
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Na expressfo anterior VX ¢ o volume util (ou de reag¥o)
de restor cujo valor deve ser similar ao veolume real, Indicando
agsim wm bom aproveiftamento dele.

Dividindo a expregsfp anterior por ¥ e lembrando que o
tempo de residéncia hidrdulico real num reator esta definido da

gaguinte maneliras

TY T e . (7.2

obtemos finalmente:
Co~C = T*{dC/dt) (7.3

Arranjando e integrande a expressdo anterior entre os Ti-
mites ¥ 0 @ t= L obtemos:

Co t

In —p——pe T oo (7.4
Co-C - 1% )

Apartiﬁ da express¥o anterior observamos que graf {cando
in(Ca/{Ca?C)} am funcio do tempo L obteremos uma reta cuja in-
clinacBo permite avaliar o valor do tempo de residéncia hidriu-

jico real do reator.
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1.3, G@ﬁmﬁfﬁﬁﬁﬁ LE OPERAGEO DO TESTE.

A primeira etapa foi determinar voium&idé reator sem o
eppacotamento, por enéhimento com dgua resultandé num vwolume de
1300 ﬁL, Posterlormente ele foi esvaziade e enpacotado com 24,7
gr de cubos.de poliettileno que correaponden a 25 mlL de poliettl-
" leno, resultsndo assim num volume de reator de 1275 mL. Logo
mpde foi enchido com agua de torneira, observando-se a presanga
permanente de grande mimero de bolhas de ar retidas no interior
do leito © que resultsrd num acréscimo do volume de reator nd¥o
utilizado (volume morto). Foi ligeda a bomba de recirculag®o In-
terna numa vaz#ic aproximada de 10-13 ml/s para logo iniciar =a
al imentacZe de uma solucBo de sacarose de 744 o/l numa vaz¥o
congtante de 770ml./h. Tomou-se amostras periédicés do  efluente
Cdo reatbr paréwggterminagﬁé'refratowétrica_ da concentracio de
sacarogse, durante um perfodo de 50 minutos. Hestas condigBes de
operacBo o tempo de residéncia hidrdulico para um reator CSTR

1deal serfa de 1275/770= 99,5 minutos.
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$.4. RESULTAROS FINAILE.
Ra figura 28 s¥o graficados as vartavels definidas na
equaclo 7.4 que permite avallar ¢ tempo de residénocia hidrédalico

real do reator.

0e
[0 18
240
3 [
044
0.2
E{.—

T ¥ 1 i l i
v 19 26 4 4 58 t{min)
Fig. 368. Avaliaclio do comportamento Kidrodindmico 4o
reator de leito empacotado,

Por regressBo linear nos pontos anteriormente graficados
 fot aobtido um coeficiente de correlacio de r=0,38937, mas a reta
n%c passou pelo origem, uma vez gue a al imentace de sacarose
no foi feits diretamente pelo fundo do reator & também devido E
paixa velocidade média de recirculag®o interna, estimada emn 10
em/min., O valor da intercepgo da reta com o e1iX0 ¥ indiga 8
presencéhde regime misto tubular (PFR} e CSTR onde ©» ‘tenpo de
residéncia real do escoamento tubular & de 7,0 minutos. 0 tewmpo
de residéncia real para o reator CSTR fol obtido apartir da in-

clinacBo da reta resultando num valor de 81,6 minutos. Conmide-
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ramndo que a reagio ocarrersd em ambos tipos de escoamento, oo vo-

lumes de reacio do reator serfc os seguintes:

* & 0
VPFRE FTPFR = 00 mkL.

*

= Py = 1045 mkL.

*
VesTr CSTR

Por outro lado a avaliacfo de volume morto devide 4 pre-
gsenca de 3r retido no Ieigo o eventusis canalizacBes (by pasg)
ou estagnagBes do fluxo pode ser estimnada pela diferengas exis-
tente entre o volume do reator (1275 mld e © voluma de raeacio
(90+1045= 1135 ml) resultando em 140 nl.

Vigtos os resultados anteriores podemos concluir que o
volume util ou de reacHo representa 89% do volume do reator, in-
dicando que os fermentadores na sua confliguragio dafinitiva
gpresentaran un hom comportamernto hidrodindmico. O modelo final

de cada reator estisd esquematizado na figura 39.

REATOR P.F.R.

R ey §

r

VF)I:R"" a0 mL, e
' REATOR CSTR
CJ<3 YESTRﬂ 1045 mli.

Vv morto= 140 mlL,

Fig.39., Hodelo hidrodindmico do fermentasdor de leito

empacotado.
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AHEXO 2. OTIHIZACXKO DO HEIQ DE CULTURA,

5. 4. EFEITD DA CONCENTRACHNO DE EXTRATD DE LEVEDURSA.

Foi estudado o efeito exercido pela concentrac@io de ex-
trato de levedura no melo usado para fermentac¥o alcodlica des-
con@fnua~ Hzou-se o meio semi-sintético nel descrite no  {tewm
1 .2.2 de Material e Métodos, variande a concaentracfo de extrato
de levedura entre 0,5 e 5,0 a/L.

Foram realizadas fermentagles durante um parfodo de 30
horas, retirando~se amostras a cada 2 horas. para an#dlise das
concentracBes de mas=Ea SeCa, substratole etancl. De forma geral,
Foi observado gusa aumentando 2 concentracio de extrato de leve-
dura, tanto as concenbragBes de massa celular & de etanol sumen-—
taram e as de substrato diminuiram.

Na tabels B est¥o representados, parsa diferentes concen-
traglies de extrato de levedura, oS resultados globais obtidos

apds 30 horas de fermentaco descont fnua.
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Tebela B.

Ffeito da concentracHo de extrato de levedura na formontacio

alecodlica descontinua.

=;:.-c=m:.cwmxs‘.z::::::nmxﬁ:—.mmmmaummzmxmmmmmmzmm:a%mmmsmmmmmmmxmﬂxmmaumm

Pt ifiifiil:?iﬁ”l produside  chmeniie N : Convarsio Provitiv.
(/1) (e/1) (a/13 (/1) /s Yofs sl Sy
i S AR AR AR SR NEEE RN SRS S S EEE S
0,5 3,15 38,4 95 0,033 0,40 41 1,28
1,0 3,63 41,3 i24 0,029 G, 34 50 1,38
1,5 4,00 41,3 106 0,038 2,39 45 1,38
2,0 4,25 38,3 103 0,041 3,37 47 1,28

3,0 4,10 39,5 120 0,024 0,33 48 1,32
5.0 4,40 45,0 128 0,034 (L35 .56 1,50
ﬁﬂ-ﬂﬁﬁ‘;ﬁﬂﬁﬁ;“'ﬁﬁmﬂ«ﬁﬁ%wﬁﬁﬁ%xﬁﬁﬁ%ﬂﬂxﬂﬂﬂﬁﬁﬂﬂﬁﬁ%ﬂﬁmmxﬂﬂmﬁﬁﬂﬂﬁﬁﬁﬂﬂxﬁﬁﬁﬁ

Pode~ae observar na tabela B gue, embora os sumentos de
passa celular foram altos (aprox. 50%), n¥oc aconteceu o mesmo
com a quantidade de etanel produzida gue aumentou 8o redor de
15%. Este fato resultou numa diminuigdo permanente no rendimento
de etanol com o aumento do extrato de levedura, como congequén~
cla de uma malor quant}dade de substrato uttilizade pera produgio
de mazga celular.

:Par outro lado, apesar que o aumento da concentracldo de
exitrato de levedura tenha aumentado a prddutividade de etanol, a
gueda de.rendimento evidencia o compromlsso sxistente neste caso
entre o aumento da produtividade e a diminuicio do rendimento de
stanol. |

Fm vista dos resultados optou-se por ussr para as seguin-
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tes forwulacBes uma concentragio de extrato de levedura de 1.0
g/l uma vez gue concenbraces menores acarretariasm baixas produ-
vividades de etancl e por ouitro lado concentracBes mals altas,
além de encarecer conslderavelmente o custo do melo, diminulriam
o rendinmento de stancl. Por outre lado en fermentacBes conti-
nuas, principalmente em sistemas com reciclagen de cé]ulég e/ou
com célulag imobilizadas, pode-se tLrabalhar em nivels mals bazi-
xos de gxtrato de levedura em relacio as fermentacBes desconti-
nuag devide ac materiasl intracelular liperade noe meio pelas  oé-

talas avtolisadas.

5.2, BFEITO DA CONCENTRACKD DOS SAlS HINERAIS.

Para a realizaclo destes testes foram feitas 3 fermenta-
cBes descontinuas usande os meios semi~sintétices 2,3,4 descri-
tes no ftem 1.3.2. de Haterial e Hétodos com concentracio de ex-
trato de levedura de 1,0 g/L e wvartando as concentrages dos
sals minerais. As itrés fermentacBes foram acompanhadas durante
um perfodo de 53 horas, ratirando-se amostraé em intervalos de
2.5-3,0 horags para anal ine das concentracBes de massa  geC’,
substrate e etanol,

Foi observado que os meios 2 e 3 favoreceram 3 producio
de massa celular, apresentando concentracBes sinmllares a0 longo
de toda a fermentac¥®o. O meio 4, rico em sale minerals, apresan-
tou a mehor produ¢io de massa celular.,

Em relagdo & quantidade'de etanol produzido, os metos 2 e
4 tiveram o mesme comportamento, mas o melo 4 apresentou ini-

cialmente concentracBes menores, mas a partir das 40 horas de
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fermentscBo atingiu valores superiores aocs teares dé etanol
atingldos peles melos 2 e 3. Na Labela 9 est¥o representados pa-

ra oz meios de culiura 2-3-4 os resultados finats obtidos P alet:d

5% horasg de fermentacHo.

Tabela 9.
Efetto da concentracfo do sais minerais na fernentacioc al-

| coélica descontinua.

mum"mmnmumw—.----.—v.—.m.-..-._m-.m......mm...-..._.mw..--m.-.m_m“.‘-.-._unm”m-—‘mm—m._wwmm"”_am
HMwMﬂl—u—“onnW—LMM—u——-'--nﬂ-—o-umWM-—WM”MM“Hﬂ—ammmmmww‘—“ﬁw——mm“”——m—amimwww“ww"

Massa sech Etanol Substrato Conversis  Produtiv,
Mein produzida produlido consunide Yx/s ¥p/s subslrato ciebal

{r/1} (/L) {1} LY fn/l~h}

[—3--$-3-3--3 -2 f ko]
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P 4.9 Ke. B 96 O,051 0,55 54 ¢,99
3 4,9 51,5 111 0,044 0. 46 62 O, 97
4 3.6 57,06 145 0,025 0,39 78 1,08

Pode-se cbservar gue os rendimentos de etancl! calram
drigsticamente na ﬁedida em que 2 concentracio de sals minerais
ers aumentada, embora ag prcdutividades'n%o tenham variado sen-—
sf{wvelnente. Por outro lado, & interessante observar gue tambén
os rendimentos de massa seca diminuiram apreciavelmente na medi-
da em gue a concentragHo de sals foi sumentada, indicando uma
possivel inibig%o pelo excesro de sals, ou mesmo uma alts Laxa
de manutencgio celular. Em vista destes resultados, optou-se pelo
melo 2 uma vez que ele tem o mencr custo & apresentou um olimo
rendimento de etanol e de massa secs além de boa produtividad@;

Considerando-se que para © melo 2 2 concentracio miéximna
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de etanol atingids foi de B3 g/L, com uma conversio de substrato
de somente 54%, optou-se formular como melo para as fermentactes
cont fnuas, uma medificac¥o do melo o com concentracBes 25% infe~
riores para todos seus componentes, exceto pars o extrato de le-

vedura, resultando finalmente no melo 5 (frem 1.3.4 de Material

e Métodos)y o qual fol utilizado enm todos os experimentos.
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KREXD 3. ESTABELECIMENTO DO ESTADO ESTACIONARIC.

3.1,  INTHDDUCKO TESRICA.

De forma geral, para um sistema de fernentadores em esta~
do transiente, a taxa de mudanca de uma propriedade caracteris-
tica ! & proporcional & magnitude da forca impulsora, o qual ma-

temadticamente fica expresso da seguinte forma:

af . ‘
dt’{ B k[IwmI) 7.0
tr o= L= tempo adimensional (7.6
Ts
Vs
T, T T (7.7
s Fg
Integrando a expregs3o anterfor entre os limites t= O e

t=t, obLemos a seguinte expressio:
In($255-) = -kt* | 7.
~ig .

valor de I pars tewm

Ii

na qual: Teo

]

o= valor de 1 para tz0

Graficando —In{{iy-13/({lp-10) em funcioc de t% obterenos

uma rebta cuja inclinacgio fornece o valor de k.
Por outro lado, graficande a porcentagen de mudanca do

sistema M% em funcic do tempo adimensional t¥% podemos visualizar

a rapidez do estabelecimento do regime estaciopario.
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A porbantagem de wmudanga H% pode per definida cono:

I~T1s

=17 100 = 106 {(1-exp{~kt™*)) (7.9

M% =

o< K% < 100

9.2, RESULTADOS EXPERIMENTAIR.

Como propriedade caracterfaiica do sistema fol seleciona-
da a taxa de produgHo de CD2 (Q) usendo a técnics de medigdo
descrita em Haterial e MHétodos. Foi acompanhada a mudanca da ta-
xa de produc%o de C0O2 quando a taxa de diluig¥o do sistema {(Ds)
foi mudada de 0.076 hﬁ1(T5ﬁ13.3 h) para 0.105 H‘L{T$=9.54 hy., A
vazHo iﬁicial'&e CB? (Qo) e a vazio final de CO2 (Dx) foram res-
pect ivamente 9343 pL/h e 1929225 ml/nh. Os resultados experimentals

s30 apresentados na tabela 10.
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Tabela 10,

Estabelecinento do sstado aatacionarib.

tenpo Lk A % -in gﬁlg
I R ... DR b
0,0 0,0 9343 0,0 6,0
0,17 0,018 9580 0,0822 o, 0822
0,33 0,035 5600 0,083z 0,0934
0,50 0,052 700 0,124 0,132
0,67 0,070 10000 0,228 0,259
0,83 0,087 10000 0,228 0,259
1,00 0,105 10060 0,249 0,286
1,16 0,122 10100 0,263  0.205
2,00 0,210 10700 0,471 0,636
3,00 0,315 10300 0,540 0,777
4,00 0,420 11280 0,672 1,115
5,00 0,522 11700 0,818 1,703
6,00 0,628 11680 0,811 1,665
7,00 0,733 11850 0,870 2,039
27,00 2,830 12225 1,0 -
eEmEEEEESEEENEEESETSESSREESSRASEREANSSEEESESREES

A partir dos dados da tabela 10 foram construidas as

guras 40 e 41.
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M4
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48

28 -

a 1 2 3 t*

Fig, 40. Porcentagem de mudsnca da vezfc de CU2 do sistena

(B%) om funclo do teanpo adimensional (LAY,

Y W”
in %;:%:

1 ] 1 1 § i

a 0,2 0.4 0B G% e

Fig. 41. Obteng¥o gréfica dos parinetros da equaclo de es-

t.ado bLransiente.
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2.3, CALCULO DE PARRHETROS DO SISTENA.

3.9.1.-Valor da constante k da egquacio de @stad§ iranéiante.
Através de regfess%o linesr feita nes pontos experimen~

tatn da figura 41 obtivemos uma reta de coeficiente de corrala-

%o r= 0,993 a éuai estd representada na figura 41. A partir de

suz inclinac¥o obtivemos o valor k= 2.79 W, Consequentemente a

expressio para porcentagem de mudanga do sistema fica:

A8 = Q-Qo - i wry o - &
a qual estd representada na figura 40,

3.3.2.-Condic8es necessarias para estabelecimente  do ag-
' iada eéﬁééionario.

e forma geral, admite-se gue quando a taxa de mudanca do
sistena (HY) atinga 95% estaremos praticamente nas condicles de
estado estacionario. Hesta situagio temos:

o= (t*}gs% = éig (7.142

Pars o sistema analizado (cascata de & fermentadores) es-
te valor & de (tk}gs%: 1,075 o gue significs gue o Bisteﬁa estu~
dado atinge o estado estacionario muito rapidamente, Dbastando
alimen£ar os‘fermentadores em forma continua durante um lempo

equivalente a 1,075 vezes © tempo de residencia do sisiema.

Na taxa de diluicBo estudada, o tempo de operagdoc neces-
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gario para atingir 95X de mudanga total & de 10,26 h.
Huma forma mais generalizada, o Ltempo necessario para
atingir 95% da mudanga total pode ser avaliado da seguinte for-

mas

3t .
- (¢ . s _3Vs
(thgse = (tT)g5e Ty il v (7.12)

Para o caso estudado obLtemds:

3.0-6-1275 8224
(g4 (W) = =775 7, = F,(L/H)

Observa-se gue na medida gue a vazio de alimentag®o au-
‘menta, o tempo necessarlo para o estabelecimento do estado esta-
cionario diminui proporcionalmente.

De forna pratica, © estabelecimento do eatado estaciona-
rio pode ser determinade de unma maneira muito simples através da
medicBo do volume de nmelo coletado no efluente (Vm¥ da cescata

de fermentadores. Ou seja:

= Vg {t*)neo = conétante (7.1
\ 95% .

-
i
H]
i
by
~
rt
e
L]
g
e

Desta forma, no sistema consldefadc & para_qualquer taxa
de diluica®, o estadeo estacionario praticamente & atingido toda
vez que © volume de melo coletado no ef luente supere o valor de
g, 22 litros, De forma rotineira foram usados tempos de operacdo
tais gue permitiam coletar volumes de 25-30 litros de melo, ©

gque confirma o estabelecinento do estado estactonario.
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