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“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original.”

(Albert Einstein)

“0 ser humano vivencia a si mesmo, seus pensamentos como algo separado do
resto do universo numa espécie de ilusdo de 6tica de sua consciéncia. E essa ilusdo é
uma espécie de prisdo que nos restringe a nossos desejos pessoais, conceitos e ao
afeto por pessoas mais préximas. Nossa principal tarefa é a de nos livrarmos dessa
prisdo, ampliando o nosso circulo de compaixao, para que ele abranja todos os seres
vivos e toda a natureza em sua beleza. Ninguém conseguira alcangar completamente
esse objetivo, mas lutar pela sua realizacdo ja é por si s6 parte de nossa liberacdo e o

alicerce de nossa seguranca interior.”

(Albert Einstein)

“Os que se encantam com a pratica sem a ciéncia sdo como os timoneiros que

entram no navio sem timao nem bussola, nunca tendo certeza do seu destino.”

(Leonardo da Vinci)

“Pouco conhecimento faz com que as pessoas se sintam orgulhosas. Muito
conhecimento, que se sintam humildes. E assim que as espigas sem grdos erguem
desdenhosamente a cabeca para o Céu, enquanto que as cheias as baixam para a terra,

sua mae.”

(Leonardo da Vinci)
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Resumo

A utilizacdo de sistemas empregando células de levedura imobilizadas é uma
técnica promissora para a produgdo de etanol. Este trabalho apresenta a proposta de
imobilizar células de Saccharomyces cerevisiae em montmorilonita K10, em éxido de
zirconio, em esferas de alginato de calcio e em esferas de alginato de calcio revestidas
com quitosana, utilizando glicose e sacarose como fontes de carbono, a fim de
observar o comportamento destas células nestes suportes. Estudos nesta drea tém
demonstrado que células imobilizadas apresentam maior resisténcia a variagdes de
temperatura, atividade, concentracdo de substratos e metabdlitos, além de um alto
rendimento para fermentagao alcodlica. A montmorilonita K10, o alginato de sodio e a
quitosana que foram utilizados nos estudos tiveram origem comercial, enquanto que o
oxido de zirconio foi sintetizado e caracterizado através de Difracdo de Raios-X (DRX)
e area superficial B.E.T. (Brunauer, Emmet e Teller). Células de Saccharomyces
cerevisiae liofilizada ndo aderiram aos suportes solidos (montmorilonita K10, 6xido de
zirconio e oOxido de zirconio com superficie modificada). J4 a cepa JAY 270 de
Saccharomyces cerevisiae foi imobilizada com sucesso em esferas de alginato de calcio
e em esferas de alginato de célcio revestidas com quitosana. Estudos de fermentagao
em regime batelada foram conduzidos em shaker orbital para avaliacdo da producao
de etanol, estabilidade, rendimento, taxa de consumo de substratos e taxa de
produgdo de produto. O comportamento destes sistemas foi avaliado através de dados
de concentracdo de substrato e produto em equipamento de HPLC (High-Performance
Liquid Chromatograph). A imobilizacao celular em esferas de alginato de calcio e em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana permitiu a reutilizacdo das
esferas durante oito ciclos de fermentacdao de aproximadamente 10 horas cada. A
produgdo de etanol para células livres foi 40 g/L e o rendimento foi de 78% e 74,3%
utilizando a glicose e a sacarose como fontes de carbono, respectivamente. Para as
células imobilizadas em esferas de alginato de calcio, utilizando a glicose como fonte
de carbono, a producdo de etanol foi de 33 g/L e o rendimento foi de 64,6 %,
utilizando a sacarose, a producao de etanol foi de 33 g/L e o rendimento foi de 61,3%.
Para as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana, utilizando a glicose como fonte de carbono, a producao de etanol foi de 31
g/L e o rendimento foi de 60,7 % e utilizando a sacarose, a producao de etanol foi de
32 g/L e o rendimento foi de 59,5%.

Palavras chave: imobilizagdo, Saccharomyces cerevisiae, fermentac¢do, producdo de
etanol, montmorilonita, 6xido de zirconio, alginato de calcio, quitosana.
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Abstract

The use of immobilized yeast cells in supports systems is a promising
technique for the ethanol production. This work proposes to immobilize
Saccharomyces cerevisiae cells in montmorillonite K10, zirconium oxide, calcium
alginate beads and chitosan covered calcium alginate beads, using glucose and sucrose
as carbon sources, in order to observe the behavior of these cells in these media.
Studies in this area have demonstrated that immobilized cells are more resistant to
temperature, activity, concentration of substrates and metabolites, and a high yield for
ethanol fermentation. The montmorillonite K10, sodium alginate and chitosan have
been used in the studies had commercial origin, while the zirconium oxide was
synthesized and characterized by X-ray Diffraction (XRD) and B.E.T. surface area
(Brunauer, Emmet and Teller). Liofilized Saccharomyces cerevisiae did not adhere to
solid supports (K10 montmorillonite, zirconium oxide and modified surface zirconium
oxide). Since the strain of Saccharomyces cerevisiae, JAY 270, was successfully
immobilized in calcium alginate beads and in chitosan covered calcium alginate beads.
Studies under batch fermentation were conducted in orbital shaker for evaluation of
ethanol production, stability, efficiency, substrate consumption rate and the product
production rate. The behavior of these systems was assessed using concentration data
of substrate and product in the HPLC equipment (High-performance liquid
chromatography). The cell immobilization in calcium alginate beads and chitosan
covered calcium alginate beads allowed reusing of the beads during fermentation of
eight cycles every 10 hours. The production of ethanol to free cells was 40 g/L and
78% and 74.3% yield using the glucose and sucrose as carbon sources, respectively.
For immobilized cells in calcium alginate beads, ethanol production was 33 g/L and
64.6% yield and 33 g/L and 61.3% yield, using glucose and sucrose, respectively. For
immobilized cells in chitosan covered calcium alginate beads, ethanol production was
31 g/L and 60.7% yield and 32 g/L and 59.5% yield, using glucose and sucrose,
respectively.

Key words: immobilization, Saccharomyces cerevisiae, fermentation, ethanol
production, montmorillonite, zirconium oxide, calcium alginate, chitosan.
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revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao.
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Tabela 77: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de sacarose durante
a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao.

Tabela 78: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginatov revestidas
com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao.

Tabela 79: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de sacarose durante
a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao.

Tabela 80: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginatov revestidas
com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacgao.

Tabela 81: Massa de 20 esferas de alginato de calcio e de 20 esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana no inicio do primeiro ciclo e ao final dos ciclos 1, 2, 3,
4,5, 6,7 e 8.0 tempo de fermentacdo total também esta apresentado.

Tabela 82: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de glicose durante a
evolucao da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio para o primeiro ciclo de fermentagao.

Tabela 83: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentacao durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de

alginato de calcio para o primeiro ciclo de fermentagdo.
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Tabela 84: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de glicose durante a
evolucdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginatov para o segundo ciclo de fermentacao.

Tabela 85: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato vpara o segundo ciclo de fermentacao.

Tabela 86: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de glicose durante a
evolucdo da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 87: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentacao durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 88: Resultados obtidos para concentragao e porcentagem de glicose durante a
evolucdo da fermentacao durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao.
Tabela 89: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol durante a
evolucao da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao.
Tabela 90: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de glicose durante a
evolucdo da fermentagao durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de

alginato de calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao.
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Tabela 91: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao.
Tabela 92: Resultados obtidos para concentragao e porcentagem de glicose durante a
evolucdo da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao.
Tabela 93: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de etanol durante a
evolucdo da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao.
Tabela 94: Valores de absorbancia obtidos para diferentes concentracées de
suspensoes de S. cerevisiae.

Tabela 95: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas ao longo da
fermentacao.

Tabela 96: Valores de concentracgdo celular para as amostras coletadas ao longo da
fermentacao.

Tabela 97: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o primeiro ciclo de fermentacao.

Tabela 98: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

para o segundo ciclo de fermentacao.
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Tabela 99: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 100: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o quarto ciclo de fermentacao.

Tabela 101: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o quinto ciclo de fermentacao.

Tabela 102: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o sexto ciclo de fermentacao.

Tabela 103: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o sétimo ciclo de fermentagao.

Tabela 104: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o oitavo ciclo de fermentacao.

Tabela 105: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacgao.
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Tabela 106: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao.

Tabela 107: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 108: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentacao.

Tabela 109: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentagao.

Tabela 110: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentagao.

Tabela 111: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao.

Tabela 112: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao.
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Tabela 113: Valores de concentragdo celular para
evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas
para o primeiro ciclo de fermentacao.

Tabela 114: Valores de concentragdo celular para
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas
para o segundo ciclo de fermentacao.

Tabela 115: Valores de concentracao celular para
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas
para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 116: Valores de concentracao celular para
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas
para o quarto ciclo de fermentacao.

Tabela 117: Valores de concentragdo celular para
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas
para o quinto ciclo de fermentagao.

Tabela 118: Valores de concentragdo celular para
evolucao da fermentagao com células imobilizadas
para o sexto ciclo de fermentacao.

Tabela 119: Valores de concentracdo celular para
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas

para o sétimo ciclo de fermentacao.
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Tabela 120: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
para o oitavo ciclo de fermentacao.

Tabela 121: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao.

Tabela 122: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao.

Tabela 123: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao.

Tabela 124: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentacao.

Tabela 125: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentacgao.

Tabela 126: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao.
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Tabela 127: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginatov revestidas
com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao.

Tabela 128: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas durante a
evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao.

Tabela 129: Dados de producdo de etanol, rendimento e crescimento celular livre
para os estudos de fermentacdao com células livres e células imobilizadas utilizando a

glicose e a sacarose como fontes de carbono.
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Nomenclatura

A reagente

B reagente

Ccconcentracao celular

Cp concentragao de produto

Cs concentracao de substrato
V volume do reator

p taxa de producao de produto

I's taxa de consumo de substrato

Yp/c coeficiente de rendimento para quantidade de produto formado por massa de

células novas

Ys,c coeficiente de rendimento para quantidade de substrato consumido por massa de

células novas

°GL teor alcodlico Gay Lussac

[ intermediario de reacao

m manutencao celular

P produto

Q produto

R constante dos gases

S concentracao de substrato limitante
T temperatura absoluta

Xt estado de transicdo

AG* energia livre do estado de transicdo
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AAG!,, diferenca entre os valores de Energia livre do estado de transicdo de uma

reacdo ndo-catalisada e de uma reacao catalisada
AG!,, energia livre do estado de transi¢io de uma reagio catalisada
AG},,.q+ energia livre do estado de transicio de uma reacio ndo-catalisada

AGreagao diferenca de energia livre entre os reagentes e os produtos

Letras Gregas

um Micrometro

¢ Potencial zeta
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1. Introdug¢ao

1.1 Apresentacao do problema

Devido ao gradual esgotamento do petréleo bruto e ao problema causado ao
meio-ambiente em consequéncia do consumo crescente do petroéleo e seus derivados,
a biomassa e a bioenergia ganharam atenc¢do. Portanto, é importante o estudo e o
desenvolvimento de alternativas que sejam ambas renovaveis e ambientalmente
amigaveis. O etanol tem sido considerado uma alternativa para diminuir problemas
ambientais e energéticos (BAI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008; LIN & TANAKA,
2006; LIU, WANG & OU-YANG, 2009; NAJFPOUR, YOUNESI & ISMAIL, 2004; XU, ZHAO
& BAI 2005). O etanol é menos poluente do que o petréleo, além disso, é produzido a
partir de fontes renovaveis. No Brasil o etanol é produzido a partir de cana-de-agicar
(ANDRADE, 2007; BORGES, 2008; PACHECO, 2010; WENDHAUSEN et al, 2001). O
pais é o maior exportador e segundo maior produtor de etanol do mundo, atras dos
Estados Unidos que lideram a producao de etanol basicamente a partir do milho
(BORGES, 2008; PACHECO, 2010). Em 2006 o Brasil juntamente com os Estados
Unidos foram responsaveis por 90% da producdao mundial de etanol. Além disso, o
Brasil apresenta condi¢bes favoraveis de solo e clima e é reconhecidamente lider em
tecnologia de producdo de etanol. Portanto, é o pais com o maior potencial de
expansdao da producdo de biocombustiveis (BORGES, 2008; PACHECO, 2010;

FURTADO e SCANDIFFIO, 2006)



O desenvolvimento de tecnologias capazes de melhorar o desempenho da
produgdo de etanol ganhou notavel importancia. Neste cenario, a imobilizacdo celular
tem sido utilizada para a producdo de etanol em bioreatores com o objetivo de
diminuir a inibi¢do causada pela alta concentragao de substrato e produto, aumentar a
producdo de etanol e reduzir seus custos, em geral, através da redugao do consumo de
energia devido a eliminacao da etapa de centrifugacao para separar as células do meio
de fermentacao (BAI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008; INLOES et al,, 1983; LIN &
TANAKA, 2006; NAJAFPOUR, YOUNESI & ISMAIL, 2004).

No trabalho de Joekes et al. (1998), os perfis de fermentacdo obtidos com
células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas apresentaram maior rendimento na
producdo de etanol quando comparados ao processo com células livres. Outros
trabalhos como o de Plessas et al. (2007) também apresentaram alta produtividade de
etanol, boa estabilidade operacional e alta conversdo para a fermentac¢ao alcoodlica
utilizando células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas. Ha na literatura diversos
trabalhos reportando a imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em diferentes
suportes para a producao de etanol como em bagaco modificado, hidrogeéis,
copolimeros de acrilamida/acrilato de sodio, alginato de calcio, k-carragena, crisotila,
zellitas, casca de laranja entre outros (BAI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008;
FREGONESI, 1998; KOURKOUTAS et al., 2004; NIKOLIC et al, 2010; OZTOP et al,
2003; OZTOP et al., 2002; PLESSAS et al, 2007; PURWADI & TAHERZADEH, 2008;

WENDHAUSEN, 2001; YU et al,, 2010; ZHOU, LI & LI, 2010)



1.2 Justificativa e importancia

O presente trabalho é baseado na imobilizacdo de células de Saccharomyces
cerevisiae em suportes para a producdo de etanol e inclui: 1) Selecao de uma cepa de
Saccharomyces cerevisiae (BIROL et al., 1998; NAJAFPOUR, YOUNESI & ISMAIL, 2004;
NASCIMENTO et al, 2002; WENDHAUSEN, 1998; WENDHAUSEN et al, 2001). 2)
Sintese e caracterizacdo do 6xido de zirconio; 3) Estudo do comportamento do éxido
de zirconio e da montmorilonita K10 como suportes para células de Saccharomyces
cerevisiae; 4) Estudo da proporc¢ao ideal de suporte sélido e células de Saccharomyces
cerevisiae; 5) Avaliacdo do melhor suporte soélido (6xido de zirconio e/ou
montmorilonita K10); 6) Estudo da imobilizacdo de células de Saccharomyces
cerevisiae em esferas de alginato de célcio e em esferas de alginato de célcio revestidas
com quitosana; 7) Estudo da estabilidade dos sistemas célula/suporte; 8) Avaliacao de
condi¢do 6tima de trabalho; 9) Avaliacdo de rendimento reacional; 10) Levantamento
de dados referentes a imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae visualizando um

futuro projeto de reator continuo para o uso de leveduras imobilizadas.

1.3 Objetivos do trabalho

Este trabalho tem como objetivo estudar e levantar dados referentes a
imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae com vistas a um futuro projeto de reator
continuo para uso de levedura imobilizada. Além disso, propdem-se como objetivos

para o presente projeto:



1. Escolher uma cepa de Saccharomyces cerevisiae que, quando imobilizada,
apresente otimos resultados de producdo de etanol e tempo reacional para
atingir a maxima conversao, comparando com os sistemas com células livres;

2. Determinar a proporcdo ideal de células de Saccharomyces
cerevisiae/montmorilonita K10 e células de Saccharomyces cerevisiae/6xido de
zirconio;

3. Avaliar a fermentacao de células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em
esferas de alginato de cdalcio e em esferas de alginato de cdlcio revestidas com
quitosana.

4. Fermentacdo de glicose e sacarose a etanol em regime batelada;

2. Revisao bibliografica

2.1 Biocatalise

A biocatalise esta relacionada com o aproveitamento do potencial catalitico de
microrganismos para o desenvolvimento de produtos. Estas biotransformacgoes
ocorrem com alta especificidade e eficiéncia por serem catalisadas por enzimas.
Tendo emergido como uma importante ferramenta para a sintese industrial de muitos
produtos quimicos, agroquimicos, farmacéuticos com alto valor agregado, a
biocatalise é hoje um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias.
Entretanto, o nimero e a diversidade das aplicagdes sao modestos, talvez devido as

limitagdes como disponibilidade de enzima e estabilidade operacional (CARVALHO et



al, 2005; LABES & WENDHAUSEN, 2008; NASCIMENTO et al, 2002; WENDHAUSEN,
1998).

Avangos em biologia molecular, metodologias de selecdo de biocatalisadores e
novas abordagens de pesquisa foram desenvolvidas com o objetivo de se obter
biocatalisadores com suas especificidades alteradas e explorar sua biodiversidade. Os
biocatalisadores disponiveis apresentam algumas limitacdes quanto a sua utilizagdo
em processos industriais (CONTI, RODRIGUES & MORAN, 2001). Segundo Dordik &
Clark (2002), a biocatalise estd rapidamente sendo transformada de uma ciéncia
académica para uma tecnologia industrial. Portanto os avangos na biologia molecular,
biologia computacional, novas fontes enzimaticas, metodologia combinatorial e

engenharia bioquimica tém estimulado a renascenca da tecnologia enzimatica.

2.1.1 Vantagens e desvantagens do uso de biocatalisadores (enzimas ou
microrganismos)

A quimica organica moderna estd fundamentada em métodos sintéticos
altamente seletivos e vem utilizando cada vez mais enzimas e microrganismos, pois
estes agem de forma catalitica e podem conduzir elevados excessos enantioméricos do
isdmero desejado.

Dentre as vantagens do uso de enzimas e microrganismos estdo:
* Sao catalisadores muito eficientes: catalisam reacoes frequentemente 106 -

1014 vezes mais rapido do que a correspondente reacdo nao catalisada, que é

um valor bastante acima dos obtidos através de catalisadores comuns,



transformando de 100 a 1000 moléculas de substrato em produto por minuto
de reacdo (VIEIRA, 2006).
Nao geram residuos de alta toxicidade (metais pesados) e sio degradados
pelo ambiente: diminuem a quantidade de efluentes danosos ao meio
ambiente.
Atuam sob condi¢des reacionais suaves: efetuam a catalise na faixa de pH de
5-8 e em temperaturas de 20°C a 40°C a pressao atmosférica (VIEIRA, 2006;
WENDHAUSEN, 1998).
Apresentam atividade catalitica em meios ndo convencionais: muitas
enzimas e até mesmo células tem demonstrado retenc¢do da atividade catalitica
em meios ndo convencionais como solventes organicos (VIEIRA, 2006;
WENDHAUSEN, 1998).
Podem catalisar uma ampla faixa de rea¢des quimicas. (VIEIRA, 2006;
WENDHAUSEN, 1998).
Apresentam trés tipos de seletividade: Alguns biocatalisadores podem
intermediar reacdes dificeis de obter por métodos tradicionais em quimica
organica, tornando-os recomendaveis na sintese de compostos
enantiomericamente puros. Isto se deve a aspectos de seletividade das reacoes
enzimaticas (VIEIRA, 2006; WENDHAUSEN, 1998). Sao elas:
v" Quimiosseletividade - atuam sobre um determinado grupamento
quimico. Isto proporciona produtos reacionais “mais limpos”,
facilitando, o processo de purificacao (VIEIRA, 2006; WENDHAUSEN,

1998).



v" Regiosseletividade ou Diastereosseletividade - devido a sua
estrutura tridimensional complexa, as enzimas podem distinguir entre
grupos funcionais que estdo situados em diferentes regidoes da mesma
molécula do substrato (VIEIRA, 2006; WENDHAUSEN, 1998).

v' Enantiosseletividade - Quase todas as enzimas sdo formadas de L-
aminodacido, portanto, sdo catalisadores quirais. Como consequéncia,
qualquer tipo de quiralidade presente na molécula do substrato é
reconhecida na formag¢ao do complexo (enzima-substrato). Assim, um
substrato pré-quiral sera transformado num produto opticamente ativo
e ambos os enantidmeros de um substrato racémico podem reagir a
diferentes velocidades, promovendo uma resolucdo cinética. Estas
ultimas propriedades se constituem na especificidade de uma enzima e
representam a mais importante de suas capacidades, podendo
promover importantes sinteses quirais (VIEIRA, 2006; WENDHAUSEN,
1998).

Algumas desvantagens sdo apresentadas nas reacdes biocatalisadas, como:

Sdo sensiveis a condicoes energéticas: requerem sempre condi¢des brandas
de operacao (VIEIRA, 2006).

Possuem atividade maxima em agua: a maioria dos substratos organicos é
insoluvel ou bem pouco soldvel em dgua (VIEIRA, 2006).

Muitas enzimas isoladas necessitam cofatores: os cofatores sdo caros e de

dificil recuperacao (VIEIRA, 2006).



2.1.2 Imobilizagdo de biocatalisadores

A imobilizacdo de biocatalisadores é um termo utilizado quando células ou
enzimas, por métodos naturais ou artificiais, sdo impedidas de se moverem livremente
em todas as partes da fase aquosa, confinando-a em um material por afinidade de sua
natureza quimica, fisica ou por aprisionamento do reticulo. O processo de
imobilizacdo deve ser realizado de maneira suave de forma a manter a estrutura do
biocatalisador. Os principais fatores que afetam esse sistema sdao pH, natureza do
solvente, natureza da substdncia a ser imobilizada, forca idnica e a proporgao
adsorvente/substancia imobilizada (BIROL et al.,, 1998; FREGONESI, 1998; VIEIRA,
2006).

A imobilizacdo de células microbianas para a fermentacdo tem sido
desenvolvida para eliminar a inibicdo causada pela alta concentracao de substrato e
produto e também para aumentar a produtividade e o rendimento da produgdo de
etanol (NAJAFPOUR, YOUNESI & ISMAIL, 2004).

As vantagens da imobilizacdo celular sobre células ndo imobilizadas sao
extensas e tém sido reportadas na literatura, como sua repetida utilizacdo resultando
economia nos processos industriais, eliminacdo da operacdo de remocdo de células
livres do produto, aumento da estabilidade e metabolismo celular, além de diminuir
custos, aumenta a rapidez e a exatidao do processo (JOEKES et al. 1998; NAJFPOUR,

YOUNESI & ISMAIL, 2004; VIEIRA, 2006).



2.1.3 Métodos de imobilizagdo de biocatalisadores

0O desenvolvimento de diversos métodos tem sido relatado, atendendo aos mais
diversos tipos de processos biocataliticos (WENDHAUSEN, 1998).

O principal método para imobilizacdo de células para a producdo de etanol é
por adsorcao (ligacdo ao suporte). As vantagens da imobilizacdo dos biocatalisadores
neste método sdo que a imobilizacdo pode ser feita sob condigdes brandas; a
reutilizacdao do suporte do biocatalisador é possivel; maior quantidade de células pode
ser usada em um suporte com grande area superficial; permite a produ¢cdo em regime
continuo por longo tempo; aumento da estabilidade enzimatica e, consequentemente,
da produtividade; capacidade de parar a reacao rapidamente e diminui¢do dos riscos
de contaminagao (FREGONESI, 1998).

Na Figura 01 abaixo estdo representados os diferentes métodos de

imobilizacdo celular.
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Figura 01: Métodos de imobilizagdo celular.

FONTE: Figura modificada KOURKOUTAS, Y., et al. Immobilization technologies and support materials

suitable in alcohol beverages production: a review. Food Microbiology. V.21, p.377-397, 2004.

2.1.4 Algumas consideragées a serem observadas nas reacoes biocatalisadas

Ha alguns fatores que devem ser observados e seguidos em uma reacgdo

biocatalitica (VIEIRA, 2006).:
* Estabelecer o tipo de reacdo de interesse (oxidacdo, reducdo, hidrolise,

transesterificacao, etc.)
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* Avaliar a atividade enzimatica do(s) microrganismo(s) ou da(s) enzima(s).

* Determinar as condi¢cbes de reacdo (temperatura, tempo, pH, solvente,
concentragdo de substrato).

* Determinar o método de caracterizacdo do produto (CG, CG-EM, CLAE, RMN,
etc.).

* Determinar a conversao (c), o excesso enantiomérico (ee), a razdo
enantiomérica (E).

» Estabelecer o método para determinar a configuragdo absoluta dos compostos.

* Determinar as condi¢des necessarias para produzir os compostos em escala

substancial.

2.1.5 Escolha do tipo de biocatalisador (enzimas ou microrganismos)

Muitos fatores devem ser levados em conta na escolha do biocatalisador
(enzimas isoladas, células inteiras, organelas etc.). Por exemplo, se o produto desejado
é convertido através de uma sequéncia enzimatica e ndo da atuagdo de uma unica
enzima, é conveniente utilizar um microrganismo que possua essa sequéncia em seu
metabolismo (ex. Producao de etanol via fermentacdo de glicose por Saccharomyces
cerevisiae), pois a presenca de varias enzimas colocadas para reagir de forma aleatoria
pode resultar em reacgdes colaterais que dificultam a separacdo do produto desejado.
Uma relagdo de vantagens e desvantagens na utilizagdo de enzimas ou células esta

sumarizada na Tabela 01 (LABES & WENDHAUSEN, 2008):
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Tabela 01: Vantagens e desvantagens no uso de enzimas isoladas ou células

inteiras como sistema biocatalitico.

Sistema Vantagens Desvantagens
Células inteiras -baixo custo. -requer grande controle
-co-fatores presentes. microbiologico.
-possuem varias enzimas. -0 processo envolve

grandes quantidades de

agua para extracgdo de

produtos.
Enzimas -aparatos simples. -alto custo.
isoladas -processo facil de controlar e -requerem muitas vezes
monitorar. adicao de co-fatores.

-produz apenas a reagdo
desejada.

-solventes e co-solventes bem
tolerados.

-facil de separar produtos.

FONTE: LABES e WENDHAUSEN, 2008, p. 73-79.

2.2 Cinética das reacoes enzimaticas
Para as reacdes catalisadas por enzimas puras, é possivel obter informagoes
importantes a partir de suas estruturas tridimensionais e de estudos das cinéticas das
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reacoes. A cinética estuda as velocidades das reacdes em funcdo dos pardametros
experimentais, como por exemplo, a concentracdo do substrato, mudangas na
temperatura e no pH. Além disso, a cinética de reagdes enzimaticas tem como objetivo
correlacionar seja por meio de equagbdes empiricas ou por meio de modelos
matematicos, as velocidades das transformagdes com alguns dos fatores que as afetam
(BORZANI et al., 2001).

Grande parte do nosso conhecimento sobre o modo como as enzimas catalisam
reacdes quimicas é proveniente da Teoria do Estado de Transicdo, a qual foi
desenvolvida em meados de 1930, principalmente por Henry Eyring. Considerando
uma reacao bi molecular envolvendo trés atomos, como a reacao de um atomo de
hidrogénio diatémico (Hz) resultando em um atomo de hidrogénio diferente:

H,-H,+H.—>H,+H,—-H_

Nessa reacdo, o Hc deve aproximar-se da molécula diatdbmica Ha-Hg, de modo
que, em algum ponto da reacao, exista um complexo (instavel) de elevada energia
representado como Ha-Hp-Hc. Nesse complexo, a ligacdo covalente Ha-Hp esta em
processo de ruptura, ao passo que a ligacdo Hg-H¢ esta em um processo de formacao.
O ponto de mais alta energia é chamado de estado de transicao do sistema (VOET, D.,
VOET, J. G. & PRATT, C. W., 2000).

Os reagentes geralmente se aproximam ao longo de uma rota de energia livre
minima, conhecida como a coordenada de reacdo desses reagentes. Um grafico da
energia livre versus a coordenada de reacdo é chamado de diagrama do estado de

transicao ou de diagrama da coordenada de reac¢ao (Figura 02). Os reagentes e
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produtos estdo em estado de energia livre minima, e o estado de transicao
corresponde ao mais alto ponto do diagrama. Para a reacao H+Hy, os reagentes e
produtos tém a mesma energia livre (Figura 02 a). Caso os atomos no sistema
reacional sejam de tipos diferentes, como na reacgao:
A+B - X' >P+Q

em que A e B sdo os reagentes, P e Q sdo os produtos e X' representa o estado de
transicdo, o diagrama do estado de transicdo nao sera simétrico, porque ha uma
diferenca de energia livre entre reagentes e produtos (Figura 02 b). Em ambos os
casos, AG', a energia livre do estado de transicdo subtraida da energia livre dos

reagentes, é conhecida como energia livre de ativacao.
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Figura 02: Diagrama do estado de transicdo. (a) A reacdao H + Hz. Os reagentes
e produtos correspondem as estruturas de baixa energia livre. O ponto de mais alta
energia é o estado de transi¢do, no qual os reagentes sao parcialmente convertidos a
produtos. AG* é a energia livre de ativagdo, a diferenca de energia livre entre os
reagentes e o estado de transicao, X'. (b) Diagrama do estado de transi¢do para a
reacdo A + B— P + Q. Esta é uma reacdo espontanea; isto é, AGreacao < 0 (a energia livre
de P + Q é menor do que a energia livre de A + B).

FONTE: VOET, D., VOET, J. G. & PRATT, C. W,, “Fundamentos de bioquimica”, Artmed Editora, Porto

Alegre, 2000, p. 288.

A passagem pelo estado de transicao requer somente 10-13 a 10-14 s, de modo
que a concentracdo do estado de transicao no sistema reacional é pequena. Assim, a
decomposicao do estado de transicdo em produtos (ou de volta em reagentes) é
postulada como sendo o processo determinante da velocidade da reacao total. Ha
argumentos termodindmicos indicando que a velocidade da reagdo é proporcional a
(e~4GYRT) em que R é a constante dos gases e T é a temperatura absoluta. Dessa

maneira, quanto maior for o valor de AG', menor serd a velocidade da reagdo. A razao
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disso é que quanto maior for o 4G, menor sera o nimero de moléculas de reagentes
com energia térmica suficiente para alcancar a energia livre do estado de transi¢do
(VOET, D., VOET, ]. G. & PRATT, C. W., 2000).

As reagdes quimicas sdo comumente constituidas de varias etapas. Para uma
reacao de duas etapas, como

A—>I1—>P

na qual I é um intermediario da reacgdo, existem dois estados de transicao e duas
barreiras de energia de ativacdo. O formato do diagrama do estado de transicdo para
tais reacgoOes reflete as velocidades relativas das duas etapas (Figura 03). (VOET, D,

VOET, J. G. & PRATT, C. W,, 2000).
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Figura 03: Diagrama do estado de transicao para uma reagao de duas etapas. A
curva em azul representa uma reag¢ao (A — I — P), cuja primeira etapa determina a
velocidade da reagdo, e a curva em vermelho representa uma reacao cuja segunda

etapa determina a velocidade da reacao.

FONTE: Modificada de VOET, D., VOET, J. G. & PRATT, C. W,, “Fundamentos de bioquimica”, Artmed

Editora, Porto Alegre, 2000, p. 289.

2.2.1 Catalisadores reduzem AG*

Os catalisadores atuam reduzindo a energia livre do estado de transicdo da
reacdo catalisada (Figura 04). A diferenca entre os valores de AG* de uma reac¢ido nao-
catalisada e de uma reacdo catalisada, AAG!,,, indica a eficiéncia do catalisador. O
aumento da velocidade (quociente da velocidade da reacdo catalisada pela nao-

cat

. , AAGEZ . )
catalisada) é dado por e RT, Dessa maneira, um aumento da velocidade em 10

vezes requer uma AAG!,, de somente 5,71 k].mol! a qual é menos que a metade da
energia livre de uma ligacdo de hidrogénio. De modo semelhante, um aumento de 1

milhdo de vezes da velocidade ocorre quando AAG!,, ~ 34 k].mol‘}, que é uma fragdo
17



pequena da maioria das ligagdes covalentes. Portanto, do ponto de vista tedrico, uma
enorme eficiéncia catalitica parece possivel para os grupos reativos presentes nos
sitios ativos das enzimas (VOET, D., VOET, J. G. e PRATT, C. W., 2000).

Um catalisador reduz a barreira de energia livre na mesma proporgao tanto
para uma reac¢do direta como para a reversa (Figura 04). Em consequéncia, um
catalisador acelera igualmente as reagdes direta e reversa. Apesar de o catalisador
poder acelerar a conversdao de reagentes a produtos (ou produtos de volta a
reagentes), a probabilidade de a reagdo ocorrer em uma ou outra direcao depende

somente da diferenca de energia livre entre os reagentes e os produtos. Se AG <0,

reag¢do
a reacdo ocorrerd espontaneamente dos reagentes em direcdo aos produtos; se

AG >0, a reacgdo reversa ocorrera de modo espontaneo. Uma enzima ndo altera o

reagdo

AG ela somente pode diminuir o AG' de modo a permitir que a reagdo atinja o

reagdo’
equilibrio (em que as velocidades das reagdes direta e reversa sdo iguais) mais
rapidamente do que na auséncia de catalisador. A velocidade real para a qual os
reagentes sdao convertidos em produtos é o objeto da cinética (VOET, D., VOET, J. G. &

PRATT, C. W., 2000).
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Figura 04: Efeito de um catalisador no diagrama do estado de transicdo de
uma reago. Aqui AAGor = AGlyncar) — AGlear)

FONTE: Modificada de VOET, D., VOET, J. G. & PRATT, C. W., “Fundamentos de bioquimica”, Artmed

Editora, Porto Alegre, 2000, p. 289.

2.3 Producado de etanol

2.3.1 Aspectos econémicos

Etanol é produzido em escala comercial a partir do etileno, derivado do
petréleo, ou por fermenta¢do de agucares. No Brasil, criou-se em 1975 o programa
Prodlcool, visando a producdo de etanol através da cana-de-agicar para fins
combustiveis, devido a alta do pre¢o da gasolina no mercado interno e ao risco de
desabastecimento. A preocupacdao ambiental favoreceu a utilizacao de 22% de etanol a
gasolina, eliminando o aditivo a base de chumbo tetraetilico e hidrocarbonetos
aromaticos. Atualmente, a producao de etanol, que possui potencial para substituir

combustiveis fésseis, tem sentido bem diferente do inicio do projeto do Prodlcool: visa
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a obtencdo do reconhecimento da tecnologia envolvida para esse fim, a utilizacao de
um combustivel limpo, proveniente de uma fonte renovavel, a preocupacdo com a
qualidade do ar e a reducdo de CO2 lancado na atmosfera, saiide e a manutencao de
empregos ligados direta ou indiretamente a fabricagdo do produto (LIU, WANG, & OU-
YANG, 2009; NAJAFPOUR, YOUNESI & ISMAIL, 2004). Além disso, é incentivado o uso
de tecnologias que visem o aumento da produtividade e a reducao dos custos de
produgdo setorial. A literatura mostra que estudos nesta area buscam escolher
matérias-primas e microrganismos e obter reatores que permitam um processo com
custos mais baixos e com melhor eficiéncia energética (FREGONESI, 1998; LIU, WANG,
& OU-YANG, 2009). No Brasil, a cana-de-agucar é utilizada como matéria-prima para o
processo de fermentagdo para obtencdo de etanol. Como o pre¢o do etanol depende
dos custos da producdo, portanto, é importante que novas tecnologias sejam
desenvolvidas e empregadas para melhorar o processo de fermentacao.

A utilizagdo da cana-de-aglicar como matéria-prima para a produgdo de etanol
faz com que o custo por litro seja menor do que o produzido por outras biomassas,
pois ndo é necessaria a conversao do amido em glicose, 0 que ocorre nos processos
que utilizam o milho e trigo nos Estados Unidos e Alemanha, respectivamente
(ANDRIETTA, STECKELBERG & ANDRIETTA, 2006; FURTADO & SCANDIFFIO, 2006).

A fermentacdo em condi¢des anaerdbicas consiste na metaboliza¢do da glicose
em etanol através de microrganismos. Essa conversiao pode ser representada
estequiometricamente por:

C,H,,0, —2C,H.OH +2CO,
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2.4 Fermentacao alcodlica

2.4.1 Processos de fermentacdo alcodlica

Os biorreatores para a producdo de etanol podem operar de maneira
descontinua (ou batelada), descontinua alimentada (ou batelada alimentada) e
continua. Na industria, os reatores de aco sao normalmente fechados, do tipo tanque
agitado, e operam em temperatura entre 33 a 35°C. A concentracao de etanol no final
do processo varia entre 7 e 12° GL. E comum a presenca de um sistema de lavagem do
gas de saida para a recuperacao do etanol evaporado, que corresponde a 1,5% de todo
etanol gerado. A fermentacdo inicia-se com uma concentracao celular de 106 a 107
células/mL e ao final da fermentacdo a concentragdo celular pode atingir valores de

108 células/mL (PACHECO, 2010).

2.4.1.1 Fermentacao em batelada

A operacdao em batelada também conhecida como operagao descontinua é
importante para a obtencdo de dados de cinética do processo. Uma importante
vantagem deste modo de operacao é a assepsia durante o processo. Antes de cada
fermentagdo o reator é esterilizado com um novo meio e uma nova inoculagao é feita
(SCHIMIDELL & FACCIOTTI, 2001). Além desta, este modo de operacdo apresenta uma
grande flexibilidade devido a possibilidade utilizacdo do reator para a producdo de
diferentes produtos e ainda permitir uma melhor condi¢do de controle da estabilidade

genética do microorganismo. Segundo Carvalho (2001) ha algumas desvantagens para
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o modo de operagdo em batelada como o tempo gasto para encher, esvaziar e

esterilizar o reator.

2.4.1.2 Fermentac¢ao continua

Segundo Facciotti (2001) neste modo de operagdo ha uma alimenta¢do
continua do meio de cultura a uma determinada vazao e o volume de reacdo é
mantido constante pela retirada do caldo de fermenta¢do. H4 também uma série de
vantagens como reducao dos tempos mortos, o que resulta num aumento de
produtividade; fermentado mais uniforme, o que facilita a recuperagdo do produto;
facilidade de utilizacdo de controladores; manuten¢do das células em um mesmo
estado, permitindo o estudo de regulacao metabdlica e otimizagdo da composicao de
meios de cultivo e reducdo da mao-de-obra empregada no processo. Facciotti (2001)
cita que a maior desvantagem do modo de operacao continuo € a susceptibilidade a
contaminac¢do bacteriana. Segundo Atala et al (2000), o processo continuo de
producdo de etanol pode ser encontrado em varias industrias. E possivel obter
maiores rendimentos e melhor controle da produtividade, no entanto, requer maior
conhecimento do comportamento do microorganismo, fatores como pH, temperatura,
concentracao de substrato e produto, concentracao de biomassa, viabilidade celular,
etc. No Brasil, 0 modo de operacdo em batelada é considerado mais confiavel por
engenheiros por ser de facil assepsia. Pesquisadores acreditam que o etanol
produzido através do modo de operacao continua corresponda entre 25% a 30% do
etanol produzido no pais, portanto o modo de operagdo em batelada é dominante. No
entanto, o modo de operac¢do continua a gerar discussdes e faz-se necessario ainda
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muito estudo de Engenharia e Cinética da Fermentagdo Alcodlica (ALCOOLBRAS,

2006).

2.4.1.3 Fermentacao em batelada alimentada

A batelada alimentada permite o controle e a adigdo de um ou mais nutrientes
no fermentador durante o processo de cultivo (CARVALHO & SATO, 2001 a), o que
diminui a inibi¢do pelo substrato. Além disso, para a grande maioria dos processos
fermentativos, tem se mostrado versatil e eficiente, inclusive para a fermentacao
alcodlica. Apresenta menores riscos de contaminacdo e flexibilidade de operacao,
permitindo a utilizacdo dos biorreatores para a fabricacdo de diferentes produtos
(CARVALHO & SATO, 2001 b; VIEGAS, 2003). Segundo Mcneil & Harvey (1990), em
tais processos, especialmente naqueles com altas densidades celulares, a
produtividade é alta devido ao grande numero de células viaveis no meio de
fermentacdo, além disso, a batelada alimentada permite o controle da concentragao de
acucar, minimizando os efeitos de inibicdo pelo substrato e permitindo a adi¢ao do
mesmo nos momentos mais propicios durante a fermentagao. A vazao de alimentacao
pode ser constante ou variar com o tempo, e a adicao de mosto pode ser continua ou
intermitente. Devido a flexibilidade de utilizagcdo de diferentes vazdes de enchimento
dos reatores com meio nutriente, nos processos batelada alimentada é possivel
controlar a concentracao de substrato no fermentador, de modo que, por exemplo, o
metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada via metabdlica,

levando ao acimulo de produto especifico (CARVALHO & SATO, 2001 c).
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2.4.2 Cinética de fermentagdo alcodlica

Segundo Viegas (2003), o objetivo basico do estudo da cinética de processos
microbianos é o de quantificar as taxas de crescimento celular, de consumo de
substrato, de formagdo de produtos e demais parametros relacionados, além de
avaliar a influéncia do pH, temperatura, inibidores etc. nestas taxas. No caso de
fermentacgdo alcoolica, a determinagdo destes valores é de grande importancia para se
projetar adequadamente uma unidade industrial de produgdo de etanol.

Segundo Bailey & Ollis (1986), os modelos cinéticos normalmente usados em
fermentacdes podem ser divididos em:

- Nado estruturados e nao segregados, nos quais as células de microrganismos
sao consideradas como soluto;

- Estruturados e nao segregados, onde as células sdo tratadas como seres
individuais distintos, porém descritos por um inico componente;

- Estruturados e segregados, onde as células de microrganismos sao
consideradas como individuos distintos e formados por multiplos componentes. Para
o estudo da fermentacdo alcodlica o modelo nao estruturado e ndo segregado é o

modelo mais utilizado para descrever o comportamento das variaveis envolvidas.

2.4.2 Fermentagdo com células imobilizadas

Ha diversos trabalhos relatando o emprego de células imobilizadas em
diversos suportes para a producao economica de etanol. Estes sistemas mostram-se
atrativos e promissores uma vez que a produgdo é superior aquela observada para

células livres.
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Nos trabalhos de Joekes et al. (1998) e Wendhausen et al. (2001), crisotila, um
silicato de magnésio muito abundante na regido central do Brasil, foi utilizado como
suporte para células de Saccharomyces sp. e apresentou maior rendimento no
processo de producdo de etanol quando comparado a células livres sob as mesmas
condigoes.
2.4.2.1 Vantagens do uso de células imobilizadas (WENDHAUSEN, 1998).

* Processamento através de regime multienzimatico.

* Maior densidade celular por litro de reator.

* Facilidade de separacdao do meio reacional.

* Possibilidade de operar em sistema continuo com maior controle sobre a
permanéncia das células dentro do reator.

» Utilizacao de altas velocidades de diluicao sem perigo de eluicio do
biocatalisador.

* Reducdo da fase de adaptacao (fase “lag”).

* Maior porcentagem de conversao.

* Menor inibicdo pelos produtos formados.

* Menor tempo reacional.

* Controle da reproducgdo das células (crescimento da biomassa).

2.5 A montmorilonita

7

A montmorilonita é uma argila pertencente ao grupo das esmectitas
constituida de silicatos hidratados, de aluminio, ferro e magnésio com duas folhas
tetraédricas de silicato e uma folha central octaédrica de aluminio, unida por 4tomos
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de oxigénio, com férmula (Al Mg)(SiAl)O10(OH)2M*nH20, onde M é o cation

interlamelar. A Figura 05 mostra a estrutura da montmorilonita. Os tetraedros de
SiOf‘ formam uma estrutura bidimensional ou lamelar, na forma de um hexagono. A

folha de silicato pode se ligar a uma segunda folha, geralmente de unidades
octaédricas de hidroxidos metalicos (FREGONESI, 1998).

Os cations, presentes nas intercamadas estruturais, podem ser trocados por
outros, dependendo do grau de substituicdo isomorfica, que pode ocorrer quando a
argila for imersa em agua e ocorrer o intumescimento das camadas lamelares. A troca
ionica altera sensivelmente as propriedades fisico-quimicas da argila, ndo causando
alteracdes estruturais. Na montmorilonita, a capacidade de troca i6nica é devida,
principalmente, a substituicdo de Al3* em posi¢des octaédricas por cations Mg?* e Fe2+
e, menos frequentemente, a substituicdo de Si** por Al3* em folhas tetraédricas
(FREGONESI, 1998).

A fraca ligacao entre as camadas e o elevado grau de substituicdo isomdrfica

torna facil a clivagem, em meio liquido, das particulas desse tipo de argilomineral. Ha
uma tendéncia muito grande, principalmente quando os cations trocaveis sao K* Li*,
NH, , a separagio das camadas estruturais em meio aquoso, podendo ir até 1 nm. As
medidas de area superficial, em geral, aumentam com o aumento do raio do cation
trocavel; o valor alcanca 68 m2/g para a montmorilonita-Li e 138 m?/g para
montmorilonita-Cs. As argilas pertencentes a esses argilominerais possuem um
elevado grau de propriedades plasticas e coloidais e apresentam variacdes em suas

propriedades fisicas, provocadas pelos cations trocaveis ou por fatores estruturais. A
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montmorilonita como um mineral natural, tem sido extensivamente estudada no que

se refere a suas propriedades e aplicacdes industriais (FREGONESI, 1998).
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Figura 05: Estrutura da montmorilonita.

FONTE: SANTOS, P. S., “Tecnologia das argilas”. Edgard Blucher Ltda., v. 2, 1975.

2.6 0 6xido de zirconio (Zr03z)

0 ZrO2 apresenta trés formas cristalograficas distintas: monoclinica, tetragonal
e cubica conforme representadas na Figura 06. A fase monoclinica é estavel até 1440
K, temperatura na qual se transforma na fase tetragonal, que é estavel até 2640 K. A
partir de 2640 K a forma cristalografica mais estavel é a cibica, cujo ponto de fusao é
de 2950 K (MERCERA et al., 1991). Apesar de sua resisténcia térmica a fase cibica nao
tem grande aplicacdo em suportes para catalise, uma vez que as formas tetragonais e
monoclinicas apresentam as maiores areas superficiais especificas devido a sua

textura, que possui um grande numero de poros (BAILAR, 1973).
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Figura 06: Oxido de zirconio ctibico (a), Oxido de zircénio tetragonal (b), Oxido
de zircénio monoclinico (c).

FONTE: Modificada de: PINHEIRO, T.B. Processamento e caracterizacdo da microestrutura e de algumas
propriedades mecanicas da zirconia parcialmente estabilizada com itria e da parcialmente estabilizada
com magnésia. 2008. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,

RJ.

2.7 0 alginato

O alginato é um polissacarideo natural, nao téxico, extraido de algas marrons
como Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystispyrifera, nas quais o
alginato compreende até 40% de seu peso seco (ALBARGHOUTHI et al, 2000;
GEORGE & ABRAHAM, 2006). Também pode ser produzido por bactéria (COVIELLO et
al., 2007), como Azotobacter vinelandii e varias espécies de Pseudomonas (GEORGE &
ABRAHAM, 2006). Este polissacarideo se apresenta sob a forma randdmica, linear e
anionica o qual contém unidades de(1,4) 3-D- manuronato (unidade M) e (1,4) a-L-
guluronato (unidade G) como pode ser visualizado na Figura 07. O alginato pode

variar tanto na propor¢ao quanto na sequéncia em que essas unidades sao arranjadas
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ao longo da cadeia (DE & ROBINSON, 2003; COVIELLO et al., 2007; GOMBOTZ & WEE,
1998). A composicdo e a extensdo das sequéncias das unidades e o peso molecular,
determinam as propriedades fisicas dos alginatos. A variabilidade molecular é
dependente do organismo e tecido do qual o alginato é isolado. Por exemplo, alginatos
preparados de estipes, estrutura semelhante a um caule, de L. hyperborea velha
contém alto conteddo de residuo de 3-D-manuronato, enquanto alginatos obtidos de
A. nodosum e L. japonica tém baixo contelido de residuos de B-D-manuronato
(COVIELLO et al, 2007; GOMBOTZ & WEE, 1998). Sao conhecidos tradicionalmente
pelas suas propriedades gelificantes em solu¢des aquosas devido a interacdo entre os
grupos carboxilicos e contra-fons bivalentes como célcio, chumbo e cobre. E possivel
também obter géis de alginato diminuindo o pH do meio. Devido a propriedades
intrinsecas do alginato como, biocompatibilidade, mucoadesdo, porosidade e
facilidade de manipulagdo, seu uso tem chamado atengdo para a encapsulagao celular,
regeneracao tecidual e liberacdo de proteinas, no qual as esferas ou microesferas de
alginato de calcio sdo empregadas (COVIELLO et al., 2007).

O alginato apresenta propriedades que possibilitam seu uso como matriz para
o aprisionamento e/ou liberacdo de uma variedade de proteinas e células. Essas
propriedades sdo: (i) ambiente aquoso inerte no interior da matriz; (ii) processo de
encapsulacdo em temperatura ambiente livre de solventes organicos; (iii) alta
porosidade do gel, o que permite altas taxas de difusdo para macromoléculas; (iv) a
habilidade de controlar essa porosidade através de recobrimentos e (v) dissolucdo e

biodegradacao sob condigdes fisiologicas normais (GOMBOTZ & WEE 1998).
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Segundo Orive et al. (2002) um fator importante é a pureza do alginato que
proporciona a biocompatibilidade e tem influéncia direta na fermentagao.

Segundo Park & Chang (2000), células imobilizadas em matriz hidrofilica
podem ser protegidas de condi¢cdes ndao adequadas de pH, temperatura, solventes

organicos e/ou compostos inibidores presentes no meio de fermentacao.

B-D-manuronato o-L-guluronato
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Figura 07: Formula molecular estrutural do alginato. G representa os
copolimeros lineares de a-L-guluronato e M, os copolimeros de 3-D-manuronato.

Fonte: RODRIGUES, A.P., Preparacio e caracterizacio de membranas de quitosana e alginato para

aplicacdo na terapia de lesdes. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Universidade

Estadual de Campinas, Campinas, SP.

2.7.1 Formacgdo do gel de alginato de cdlcio

O alginato de sddio, soluvel em agua, apresenta a propriedade de formacgao de
gel na presenca de cations multivalentes como os ions calcio (GONG et al, 2011).
Esferas de alginato podem ser preparadas através da extrusdo da solugdo de alginato,
contendo a proteina ou célula de interesse, por gotejamento em solucdes de Ca2+, Sr2*

ou Ba?*. Cations monovalentes e Mg?* ndo induzem a formacao de gel, além disso, géis
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de Pb2+, Cu?+, Cd?+, Co?*, Ni%*, Zn2* e Mn2* tém seu uso limitado devido sua toxicidade.
A formacgdo do gel e crosslinking dos polimeros é possivel devido a troca dos ions de
sodio por cations divalentes (GOMBOTZ & WEE, 1998). A Figura 08 apresenta a
estrutura molecular do alginato de sédio e a Figura 09 ilustra o esquema das liga¢des

cruzadas que ocorrem entre as unidades do alginato e o fon calcio.

OH
]
H
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G

Figura 08: Estrutura molecular do alginato de sédio.

Fonte: YANG, J.; XIE, Y. and HE, W., Research progress on chemical modification of alginate: A review,

Carbohydrate Polymers, v. 84, p. 33-39, 2011.

Figura 09: Esquema das liga¢des cruzadas no gel de alginato de calcio.

Fonte: RODRIGUES, A.P., Preparacdo e caracterizacdo de membranas de quitosana e alginato para

aplicagcdo na terapia de lesdes. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Universidade

Estadual de Campinas, Campinas, SP.
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2.8 A quitosana

A quitosana é um copolimero linear derivado da quitina, formado por uma
sequéncia de acglcares monoméricos de [-(1-4)-2-acetamido-2-deoxi-B-D-
glicopiranose e 2-amino-2-dedxi-f-D-glicopiranose. A obten¢do da quitosana é dada
pela remocao de grupamentos acetila da quitina, o qual é o principal componente do
exoesqueleto de crustaceos como o camardo, por tratamento com bases fortes. Os
principais parametros que influenciam as caracteristicas da quitosana sao o peso
molecular e o grau de deacetilacdo. A quitosana é um polimero policatiénico que tem
um grupo amino e dois grupos hidroxila, em pH abaixo de 6 os grupos amina da
quitosana sdo protonados conferindo o comportamento catiénico, em pH acima de 6,5
os grupos amina sao desprotonados e se tornam reativos. (BERGER et al, 2004; DASH
etal, 2011). A presenca destes grupos amino explica também a afinidade da quitosana
por ions metalicos, que pode ocorrer através de mecanismos de quelacao para cations
metalicos em solugdes préximas a neutralidade e através de atragdo eletrostatica e

troca ionica para anions metalicos em solugdes acidas. (GUIBAL, 2005).
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Figura 10: [lustracdo esquematica da versatilidade da quitosana em diferentes
condi¢des de pH.

Fonte: Modificada de DASH, M.; CHIELLINI, F.; OTTENBRITE, R.M.; CHIELLINI, E., Chitosan—A

versatile semi-synthetic polymer in biomedical applications, Progress in Polymer Science, v. 36, p. 981-

1014, 2011.

O uso da quitosana tem despertado o interesse devido suas propriedades
intrinsecas como a biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, além de ser
biodegradavel (CAMACHO et al, 2010). Recentes estudos também abordam o
interesse em combinar os efeitos dos ions metalicos e da quitosana no tratamento de
doengas de plantas, producao de baterias e dispositivos 6ticos e eletronicos (GUIBAL,
2005), além do tratamento de efluentes contendo ions cobre (NGAH & FATINATHAN,
2008).

O emprego de esferas de quitosana é reportado na literatura devido seu
potencial para aplicagdes farmacéuticas como a encapsulacio de medicamentos e
proteinas (ALBARGHOUTHI, et al, 2000; ANAL & STEVENS, 2005; BERGER et al,
2004; COVIELLO et al.,, 2007; DE & ROBINSON, 2003; GEORGE & ABRAHAM, 2006;
GOMBOTZ & WEE, 1998; GONG et al, 2011; GUIBAL, 2005; Leonard et al., 2004;

MLADENOVSKA et al, 2007; MURATA et al, 1999; PASPARAKIS & BOUROPOULOS,
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2006; SINHA et al, 2004; SHU & ZHU, 2002, XU et al, 2007) e também para a
imobilizacdo de células microbianas como a de Saccharomyces cerevisiae (PARK &

CHANG, 2000).

\_ 3 /DA A1-DA)

unidade acetilglicosamina unidade glicosamina

Figura 11: Estrutura da quitosana.

Fonte: Modificada de GUIBAL, E., Heterogeneous catalysis on chitosan-based materials: a review,

Prog. Polym. Sci., v. 30, p. 71-109, 2005.

2.8.1 Interacgdo entre alginato de calcio e quitosana

A associacdo de dois ou mais polimeros, ligados, principalmente devido as
forcas eletrostaticas, a interacdes hidrofébicas, a ligacdes de hidrogénio, a forcas de
van der Waals, ou pela combinacao destas interagdes é denominada de Complexo
Polieletrélito (PEC) (BERGER et al, 2004; RODRIGUES, 2008). Quando o alginato de
calcio é misturado com a quitosana, fortes interacGes iOnicas entre os grupos amino
da quitosana e grupos carboxila do alginato ocorrem para a formac¢ao do complexo
polieletrélito (PEC), que confere boas caracteristicas aos dois polimeros (NGAH &
FATINATHAN, 2008, RODRIGUES, 2008; SHU and ZHU, 2002, XU et al, 2007), Figura

12. O PEC nao dissolve na presenca de quelantes do ion Ca?* e, além disso, a
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associacdo com a quitosana permite a reducdo dos poros das esferas de alginato
(ALBARGHOUTHI et al.,, 2000).

O recobrimento das esferas de alginato com polimeros catidonicos, como a
quitosana, tem sido utilizado para controlar a desintegracdo das esferas de alginato.
Normalmente, hd dois métodos principais de se obter esferas de alginato-quitosana.
Um deles consiste no gotejamento da solu¢do de alginato em uma solug¢do de cloreto
de calcio com quitosana e o outro método consiste de duas etapas, na primeira etapa,
a solucdo de alginato é gotejada em uma solu¢do de cloreto de calcio, na segunda

etapa, as esferas de alginato sao recobertas com quitosana (MLADENOVSKA et al,

2007).

R Atragio
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Figura 12: Representacdo esquemadtica da formacdo dos complexos de
polieletrélitos (PEC) entre as cadeias de alginato e quitosana.

Fonte: RODRIGUES, A.P., Preparacdo e caracterizacio de membranas de quitosana e alginato para

aplicagcdo na terapia de lesdes. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Universidade

Estadual de Campinas, Campinas, SP.
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Segundo Rodrigues (2008), os PEC’s formados por alginato e quitosana,
apresentam caracteristicas de intumescimento que podem ser caracterizados como
um ambiente hidrofilico com alta quantidade de agua e alta densidade de cargas

elétricas (Figura 13).

Meio Basico
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Quitosana —s sy
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Aumento do plwim'iﬁﬂ do pH

Proximo a neutralidade

Diminui¢ao do pH
Aumento do pH

Figura 13: Estrutura e comportamento de inchamento (sensivel a variagdes de
pH) dos complexos polieletrélitos contendo quitosana e alginato; as elipses
representam as interagoes idnicas entre as cargas negativas do alginato (-) e as cargas
positivas da quitosana (+).

Fonte: RODRIGUES, A.P., Preparacdo e caracterizacio de membranas de quitosana e alginato para

aplicacdo na terapia de lesdes. 2008. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Universidade

Estadual de Campinas, Campinas, SP.
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2.9 0 microrganismo - Saccharomyces cerevisiae

A célula de Saccharomyces cerevisiae, que utiliza glicose ou sacarose como fonte
de energia, é um dos biocatalisadores mais versateis e de baixo custo. A facilidade de
manuseio, que nao requer nenhum cuidado especial, o faz alvo de escolha quando se
deseja conduzir rea¢des de oxidagdo-reducio. E preferencialmente utilizado na forma
de célula inteira, ao invés de enzimas isoladas, evitando dessa forma, o problema da
dificuldade de reciclar o cofator, um passo necessario quando se usa a enzima pura. As
células inteiras apresentam uma grande variedade de atividades enzimaticas. Por isso,
o maior problema encontrado neste tipo de biocatalise é a baixa seletividade, devido a
acdo simultanea das varias enzimas presentes, que geralmente apresentam diferentes
cinéticas e velocidades de conversao para um mesmo substrato. No entanto, quando o
processo ndo é satisfatoriamente seletivo, modificagdes simples nas condigdes
experimentais podem ser realizadas no sentido de influenciar tanto a estereoquimica
como a enantiosseletividade. Algumas das modificagbes mais comuns sao o uso de
solventes organicos, a adicdo de inibidores ou co-substratose as técnicas de
imobilizacdo, entre outras (NASCIMENTO et al, 2002; VIEIRA, 2006). Além disso, é
muito tolerante as mudancas das condi¢des do meio, por esta razao ele é geralmente
preferido para a producdo de etanol, permitindo a sobrevivéncia por décadas.
Saccharomyces cerevisiae apresenta, sob condicGes anaerdbicas, somente a producdo
de COz e etanol; é geneticamente estavel e pode operar em pH mais baixo e em altas

concentracoes de agucar (FREGONESI, 1998).
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Diversos trabalhos relatam o emprego de células de Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em um suporte para a produ¢do de etanol (BIROL et al, 1998;
FREGONESI, 1998; JOEKES et al,, 1998; LIU, WANG & OU-YANG, 2009; NAJAFPOUR,

YOUNESI & ISMAIL, 2004; WENDHAUSEN et al.,, 2001).

2.9.1 Interag¢do microrganismo/suporte

Grupos quimicos na superficie de um material tendem a interagir com
moléculas ou atomos diferentes presentes na fase adjacente (por exemplo, 4gua) e os
tipos e forcas de interacdo que devem ocorrer dependerao das propriedades quimicas
de ambas as fases (FREGONESI, 1998).

Alguns microrganismos tém tendéncia natural de se aderir sobre superficies
sélidas. O mecanismo exato como o suporte altera o metabolismo celular nao esta bem
claro. Mas de forma geral pode-se dizer que os efeitos estdo relacionados a maneira
como a célula esta imobilizada em um determinado suporte e as mudang¢as no
microambiente ao redor destas células decorrente da imobilizacdo (WENDHAUSEN,

1998).

2.10 Mecanismos da imobilizacdo por adsorc¢ao

O mecanismo de adsorc¢do de células em suporte sélido ocorre basicamente
devido a:
* Atracgdo eletrostatica.
+ Area superficial do suporte.
* Composicdo quimica da superficie do suporte e da célula e a interacao entre

eles.
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* Energia livre superficial.
* Metabdlitos de fixacao produzidos pela célula (glicoproteinas) (WENDHAUSEN,
1998).

Com relacdo a atragao eletrostatica, o potencial zeta ou carga liquida superficial
(¢), relacionada tanto ao suporte quanto a superficie celular, desempenham
importante papel na interacdo célula/suporte. Esta atracdo desenvolve uma interacao
de longo alcance, indispensavel para a aproximacdo das duas espécies
(WENDHAUSEN, 1998).

Obviamente as células serdo atraidas por superficies de potencial zeta oposto.
Porém, mesmo que as duas espécies tenham potenciais zeta de mesmo sinal, é ainda
possivel a aproximacdo pela predominancia dos outros fatores (WENDHAUSEN,
1998).

A energia livre superficial é um fator dominante em qualquer sistema de adsorc¢ao
entre duas espécies. Estudos sobre a adsor¢ao de microrganismos por sélidos de baixa
e alta energia livre superficial demonstram que este tipo de interacdo apresenta dois
aspectos importantes:

1. A quantidade de células adsorvidas.

2. A forca de adesdo das células adsorvidas.

Superficies de baixa energia livre (abaixo de 100 ergs/cm?) tendem a acumular
rapidamente grandes quantidades de células fracamente aderidas, enquanto
superficies de alta energia livre tendem a acumular vagarosamente pequenas

quantidades de células mais firmemente aderidas (WENDHAUSEN, 1998).
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Sélidos inorganicos possuem, em geral, alta energia livre de superficie. Os
argilominerais que constituem parte do solo sdo, em geral, silicatos de aluminio e
magneésio e apresentam grandes variacdes na superficie e propriedades de hidratacao.
Grandes quantidades de microrganismos se aderem espontaneamente as grandes
areas superficiais das argilas (2 a 3 m2/g) no meio ambiente (WENDHAUSEN, 1998).

Estudos com microscopio eletronico sobre o material adsorvido tém demonstrado
que a forma de adsor¢ao dos microrganismos inclui adesao por secrecao celular de
substancias aderentes. Um importante componente do material adesivo gerado pelas

células é o acido polissacaridico (WENDHAUSEN, 1998).

2.11 Imobiliza¢ao de células microbianas por aprisionamento em matrizes
poliméricas

Segundo Park & Chang (2000), a imobilizacdo celular microbiana em alta
densidade nao s6 melhora a produtividade de um reator, mas também proporciona
vantagens em relacdo as células livres, pois as células imobilizadas sao protegidas de
condi¢cdes extremas de pH, temperatura, solvente organico entre outros. Os mesmos
autores afirmam também que células microbianas imobilizadas podem ser
manuseadas mais facilmente e recuperadas da solucdo sem dificuldade. Desta forma,
processos continuos podem ser operados com alta densidade celular sem perdas
mesmo com altas taxas de diluicdo, resultando em um bioreator com alta
produtividade volumétrica. Park & Chang (2000) também reportam o método de
aprisionamento de células microbianas imobilizadas em matrizes de alginato,

quitosana e colageno, destacando a facilidade da difusdo de substratos e produtos
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nestas matrizes. Além destas citadas, as matrizes podem ser de agar, agarose, k-
carragena e celulose.

Neste trabalho sera estudada a fermentagdo da glicose e da sacarose em regime
batelada utilizando a imobilizacdo de células de Saccharomyces cerevisiae em
montmorilonita, em éxido de zirconio, em esferas de alginato de calcio e em esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana. Os resultados obtidos serdo analisados
em comparacdo com sistemas de fermentacdo empregando células livres sob as
mesmas condi¢des. Sera também estudada a estabilidade dos sistemas célula/suporte
e sera feito um levantamento de dados referentes a imobilizacdo de Saccharomyces
cerevisiae visualizando um futuro projeto de reator continuo para o uso de leveduras

imobilizadas.

3. Parte Experimental

3.1 Materiais e Reagentes

Os experimentos foram conduzidos em dois laboratérios especialmente
remodelados para esse fim, sdo eles: LEPAC - Laboratério para o Estudo de Processos
de Adsorcao e Catdlise da Faculdade de Engenharia Quimica FEQ/UNICAMP e
LaBioSin - Laboratério de Biocatdlise e Sintese do Instituto de Quimica -
IQ/UNICAMP. A estrutura de equipamentos e afins da Faculdade de Engenharia
Quimica/Unicamp e do Instituto de Quimica/UNICAMP foram usados como suporte a

esse projeto.
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Tabela 02: Relacao dos reagentes utilizados com as respectivas procedéncias e

lote.
REAGENTE PROCEDENCIA LOTE
D-glicose anidra Synth 139600
Etanol anidro =299,5% Sigma-Aldrich 49996]K
Montmorilonita K 10 Sigma-Aldrich STBB1680
Extrato de levedura Oxoid 1116795-02
Quitosana - médio PM Sigma-Aldrich MKBD4275V
Acido alginico de sédio -
Sigma-Aldrich 108K1228
viscosidade média
Acido acético glacial Synth 63730
Aldrich Chemical
Cloreto de calcio 07219DU
Company, Inc.
Acido alginico de sédio -
Sigma-Aldrich 030M0126V
viscosidade baixa
Peptona bacterioldgica Himedia 0000088433
Extrato de malte Himedia 0000058715
Agar Acumedia 102,579 B
Acido sulfirico Mallinckrodt 2876G02D01
Amoniaco em soluc¢ao - 28-30% PA Merk K40199523922
Oxicloreto de zirconio
Alfa Aesar 10144454

octahidratado - 98%
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3.2 Instrumentos

A caracterizacao do 6xido de zirconio foi realizada através de Difracdo de Raios
- X (DRX) para determinacdo da geometria cristalografica do material e através da
area superficial B.E.T. (Brunauer, Emmet e Teller), que forneceu informacdes sobre a
distribuicao de tamanho e o volume dos poros. Para os experimentos de Difracao de
Raios X (DRX) foi utilizada a estrutura do Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibragdo - LRAC da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

As fermentagdes foram conduzidas em shaker orbital da marca Marconi,
modelo MA-420, do Instituto de Quimica/UNICAMP.

A avaliacdo da evolugdo das fermentagdes foi realizada através de equipamento
de HPLC (High-Performance Liquid Chromatograph) da marca Agilent Technologies,
modelo 1200 Series, com coluna Aminex ® HPX-87H, 300mm x 7,8mm (Catalog #
125-0140), serial number: 432844, Bio-rad.

O crescimento celular das células livres foi avaliado através de medidas de

absorbancia em espectrofotometro da marca Agilent, modelo HP 8453.
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Tabela 03: Relacdo dos equipamentos utilizados com as respectivas marcas e

modelos:
EQUIPAMENTO MARCA MODELO
Ultra-som Thornton T14
HPLC Agilent Technologies 1200 Series
Equipamento de fluxo
Grupo Veco CFLV 12
unidirecional
Autoclave vertical Prismatec CS
Novatécnica eq. para
Centrifuga NT 800
laboratério
Estufa de secagem e
Fanem 315 SE
esterilizacao
Balancga analitica Mettler Toledo AB204-S
Balanca semi-analitica Bel Engineering -
pHmetro Digimed DM-20
Agitador magnético IKA C-MAG HS7
Espectrofotometro Agilent HP8453
Area superficial Micromeritics Gemini I11 2375
Difratometro de Raios-
Philips Analytical X'Pert PW 3050
X
Incubadora - Shaker
Marconi MA-420

orbital
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EQUIPAMENTO MARCA MODELO
Incubadora - Shaker
Marconi MA-415
orbital
Bomba dosadora
Milan -
peristaltica
Balanca Mettler Toledo PB 8001-S
Zetasizer - nano series Malvern instruments 7S

3.3 Microrganismos

Os microrganismos

cerevisiae Type I liofilizado, Sigma-Aldrich, utilizado para o estudo de imobilizacdo em
oxido de zirconio e em montmorilonita K10 e a cepa JAY 270 de Saccharomyces
cerevisiae (ARGUESO et al., 2009), utilizada para o estudo de imobilizacao em esferas
de alginato de céalcio e em esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana,
fornecida pelo Instituto de Biologia - IB — Unicamp. A cepa JAY 270 de Saccharomyces
cerevisiae foi escolhida para o estudo, pois segundo Argueso et al, 2009 esta cepa

exibe alta producao de massa celular e de etanol e além disso, é toleravel a altas

utilizados nos experimentos foram: Saccharomyces

temperaturas e ao estresse oxidativo.
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3.4 Meio de crescimento

O meio utilizado para crescimento do microrganismo possui a seguinte
composicdo: extrato de malte 3,0 g/L; extrato de levedura 3,0 g/L; peptona
bacterioldgica 5,0 g/L e glicose 10g/L. Este meio foi utilizado para preparar o pré-

indculo e o indculo da S. cerevisiae.

3.5 Meio de fermentacao com glicose

O meio de fermentacdo utilizado nos experimentos possui a seguinte
composicdo: extrato de levedura 10g/L; peptona bacteriolégica 20 g/L e glicose

100g/L.

3.6 Meio de fermentacdo com sacarose

O meio de fermentacdo utilizado nos experimentos possui a seguinte
composicdo: extrato de levedura 10g/L; peptona bacteriolégica 20 g/L e sacarose

100g/L.

3.7 Montmorilonita K10

A Montmorilonita K 10 foi obtida comercialmente.

3.8 Sintese do 6xido de zirconio

A sintese de 6xido de zirconio foi realizada no LEPAC - Laboratério para o
Estudo de Processos de Adsorc¢ao e Catalise da FEQ/UNICAMP.

Sintese do 6xido de zircénio: Precipitacio pelo método sol-gel
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* Foram adicionados 10 mL de uma solu¢do aquosa de hidréxido de aménio 6,7
M a uma bureta de 50 mL;

*  Em um béquer com agitador magnético, adicionou-se 100 mL de uma solu¢do
aquosa de oxicloreto de zirconio 0,1 M e o pH inicial foi determinado;

* Em temperatura ambiente sob agitacdo branda e constante, a solucdo de
hidréxido de amodnio 6,7 M foi gotejada sobre a solu¢do de oxicloreto de
zirconio 0,1 M até que fosse atingido e estabilizado o pH 10;

* Apo6s o valor de pH 10 se manter constante, a agitacdo foi pausada e o sistema
foi envelhecido na 4gua-mae por 2 horas a temperatura ambiente;

* Apo6s 2 horas de envelhecimento o sistema foi filtrado em funil de Biichner
usando uma bomba a vacuo, lavado com porg¢des de dgua destilada até que a
agua de lavagem atingisse aproximadamente o pH 7;

* Em seguida o s6lido foi colocado em um vidro de rel6gio com o auxilio de uma
espatula e seco em estufa a 90°C por 4 horas;

* ApoOs a secagem em estufa o sélido foi transferido para um cadinho e calcinado
em ar estatico com rampa de aquecimento de 15°C/min durante 1 hora e a

627°C por 5 horas.

3.8.1 Difratograma de raio X

Caracterizacido através de Difratograma de Raios-X

* As condigdes utilizadas no difratdmetro de raios-X Philips Analytical, modelo
X’ Pert PW 3050 do Laboratorio de Recursos Analiticos e de Calibragao - LRAC
da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp foram:
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* Velocidade de 0,0333°/s e radiacdo Ka- Cu de comprimento de onda de
1,5406x 1019 m, com angulo inicial de 20° e angulo final de 70°. Passo de

0,020°.

3.8.2 Determinagdo da drea superficial B.E.T.

» Para a determinagao da area superficial B.E.T. o 6xido de zirconio foi seco em
estufa a 150°C por 24 horas e mantido em dessecador até a analise de area
superficial. Os dados foram adquiridos a partir do instrumento de analise de
area superficial da marca Micromeritics, modelo Gemini III 2375, da Faculdade

de Engenharia Quimica da Unicamp.

3.8.3 Determinagdo do potencial zeta ({) do 6xido de zirconio

* O potencial zeta (¢) do 6xido de zirconio foi determinado em equipamento
Zetasizer - nano series da marca Malvern instruments, modelo ZS, do Instituto
de Quimica da Unicamp utilizando uma pequena quantidade de amostra

diluida em 1000 pL de solugao de KCl 2 mM e 1000 pL de dgua Milli-Q.

3.9 Imobilizacao das células de S. cerevisiae em montmorilonita K 10

3.9.1 Determinagdo da proporgdo ideal de células de S. cerevisiae e
montmorilonita K10

* Foram preparados 5 sistemas em erlenmeyers, adicionando-se 0,60; 0,80; 1,00;
1,20 e 1,40 g de montmorilonita K 10 em 100 mL de solugdo de S. cerevisiae, 10
g/L, obtida a partir da suspensao das células liofilizadas em agua destilada na
temperatura de 40°C, sob leve agitacao;
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* Foi preparado um branco em erlenmeyer contendo apenas a suspensao de S.
cerevisiae;

* No instante inicial, foram feitas leituras de absorbancia em espectrofotometro
em comprimento de onda de 600 nm de cada um destes sistemas diluindo 100
vezes cada uma das amostras;

* Esses erlenmeyers foram fechados com tampao de algodao e levados ao shaker
orbital a 30°C, com agitacdo de 180 rpm;

* Apbs 6 e 24 horas, foram feitas leituras de absorbancia de cada um destes
sistemas a fim de avaliar a adsor¢ao celular a montmorilonita K10. Para estas
analises também foram feitas diluicdes de 100 vezes de cada uma das

amostras.

3.10 Imobilizacao de S. cerevisiae em 6xido de zirconio

* Foi adicionado 1,00 g de 6xido de zirconio, sob leve agitacdo, a 100 mL de uma
suspensdo de S. cerevisiae, 0,8 g/L, em erlenmeyer, preparada seguindo o
mesmo procedimento descrito anteriormente;

* Foi preparado um branco contendo apenas a suspensao de S. cerevisiae;

* No instante inicial, foram feitas leituras de absorbancia em espectrofotémetro
em comprimento de onda de 600 nm;

* Esses erlenmeyers foram fechados com tampao de algoddo e levados ao

shaker orbital a 30°C, com agitacao de 180 rpm;
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e Apés 2, 8 e 24 horas, foram feitas leituras de absorbancia em
espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm a fim de avaliar a

adsorcao em 6xido de zirconio.

3.10.1 Modificagdo da superficie do oxido de zirconio com hidroéxido de sédio

3.10.1.1 Determinacao do volume do ponto imido do 6xido de zirconio

* Uma amostra de 6xido de zirconio preparado como o descrito no item 3.8 foi
seca em estufa por 24 horas a 110°C;

* Apobs este periodo, a amostra foi retirada da estufa e deixada em dessecador
por 15 minutos;

* A massa total foi dividida em quatro vidros de relégio, previamente tarados, e
pesada em balanca analitica;

* Uma bureta de 50 mL foi preenchida com agua destilada tomando o cuidado de
aferir seu menisco corretamente;

* A amostra de 6xido de zirconio contida no vidro de reldégio foi posicionada
abaixo da bureta;

* O volume do ponto umido foi determinado através do gotejamento lento da
agua destilada sobre o 6xido de zircénio no vidro de relégio até que um aspecto

de pasta fosse alcangado. Esse procedimento foi realizado em quadruplicata.
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3.10.1.2 Impregnacao do 6xido de zirconio com hidroxido de sédio

massa de hidréoxido de sdédio =

As amostras em quadruplicata de 6xido de zirconio foram novamente secas em
estufa por 24 horas a 110°C e ap6s esse periodo deixadas em dessecador por
15 minutos;

Apés a determinacdo do volume do ponto imido e com posse do valor da area
superficial B.E.-T. do oOxido de zirconio previamente determinada, a
concentracdo necessaria da solucao de hidréxido de sédio para saturar os
poros do 6xido de zirconio foi calculada seguindo o calculo abaixo:

Area superficial B.E.T. do 6xido de zirconio ~10 m2/g

Massa molar do hidréxido de sédio: 40 g/mol

Densidade superficial de sitios em 6xidos é da ordem de 1018 sitios/m?

Para a area superficial B.E.T. do 6xido de zirconio, a densidade superficial de
sitios é da ordem de 1019 sitios/g

Média do volume do ponto imido: 0,3 mL

Massa de hidréxido de s6dio necessaria para saturar os poros do 6xido de
zirconio

1019(sitios/g) x 40(g/mol)
6 x 10%23(g/mol)

= 0,67 x 10~* g de hidréxido de sddio

(Equacdo 1)
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0,67 x107*(g)
40(g/mol) x 0,3(mL)

Concentracdo da solugao de hidréxido de s6dio =

= 0,06 mol/L

(Equacgao 2)

* Aimpregnacdo de 6xido de zirconio com hidréxido de sodio foi feita através do
gotejamento da solucdo de hidréoxido de sdédio 0,06 mol/L utilizando-se a
média do volume do ponto imido, 0,3 mL, para cada uma das quatro amostras
de 6xido de zirconio;

* As amostras foram novamente secas em estufa por 24 horas a 110°C, deixadas
em dessecador por 15 minutos;

* As quatro amostras foram misturadas e em seguida foi realizada a medida do

potencial zeta desta amostra.

3.10.1.3 Determinacio do potencial zeta () do 6xido de zirconio modificado
com hidroxido de sédio

* A determinagdo do potencial zeta ({) do 6xido de zirconio modificado com
hidréxido de sddio foi realizada em equipamento Zetasizer - nano series da
marca Malvern instruments, modelo ZS, utilizando uma pequena quantidade de

amostra diluida em 1000 pL de solucdo de KCl 2 mM e 1000 pL de agua Milli-Q.
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3.10.2 Imobilizagdo de S. cerevisiae em oxido de zirconio modificado com
hidroxido de sédio

* Foi adicionado 1 g de 6xido de zirconio modificado com hidréxido de sédio, sob
leve agitacdo, a 100 mL de uma suspensao de S. cerevisiae, 0,8 g/L, preparada
seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente;

* Foi preparado um branco contendo apenas a suspensao de S. cerevisiae;

* No instante inicial, foram feitas leituras de absorbancia em espectrofotometro
em comprimento de onda de 600 nm;

* Esses erlenmeyers foram fechados com tampao de algodao e levados ao shaker
orbital a 30°C, com agitacdao de 180 rpm;

* Apés 2, 8 e 24 horas, foram feitas leituras de absorbancia em
espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm a fim de avaliar a

adsorcao em 6xido de zirconio modificado.

3.11 Experimentos de fermentagdo

3.11.1 Fermentacdo com células livres

3.11.1.1 Pré-indoculo

* Em dois erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 20 mL do meio de
crescimento com a composi¢ao descrita no item 3.4;
*  Os erlenmeyers contendo o meio de crescimento foram fechados com tampao

de algodao e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos;
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* Ap6s o resfriamento, em camara de fluxo laminar, a cepa JAY 270 de S.
cerevisiae foi inoculada nos erlenmeyers contendo o meio de crescimento;
* Os erlenmeyers foram levados ao shaker orbital por 9 horas a 30°C, com

agitacdo de 200 rpm.

3.11.1.2 Inéculo

* 0O indculo foi preparado dividindo o volume do pré-inéculo, em camara de fluxo
laminar, para quatro erlenmeyers de 2 L contendo 1 L do meio de crescimento
cada, previamente fechados com tampao de algoddao e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos;

* Esses in6culos foram levados para o shaker orbital por 15 horas a 30°C, com
agitacao de 200 rpm;

* Apbs esse periodo, em camara de fluxo laminar, os 4 L de indculo foram
divididos em oito frascos plasticos de 500 mL com tampa, previamente
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, e centrifugados a 2000 rpm
durante 20 minutos;

* O sobrenadante foi desprezado e as células foram utilizadas para a

fermentacao.

3.11.1.3 Meio de fermentacdo com glicose

*  Em um erlenmeyer de 500 mL foi preparado 200 mL do meio de fermentacdo
utilizando como fonte de carbono a glicose conforme descrito no item 3.5. O
erlenmeyer foi fechado com tampao de algodao e esterilizado em autoclave a

121°C por 15 minutos.
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3.11.1.4 Meio de fermentacdo com sacarose

Em um erlenmeyer de 500 mL foi preparado 200 mL do meio de fermentacao
utilizando como fonte de carbono a sacarose conforme descrito no item 3.6. O
erlenmeyer foi fechado com tampao de algodao e esterilizado em autoclave a

121°C por 15 minutos.

3.11.1.5 Fermentacao das células livres

3.11.1.5.1 Fermentacao das células livres utilizando a glicose como fonte de
carbono

Foram utilizados 100 mL do meio de fermenta¢do contendo a glicose como
fonte de carbono para ressuspender a massa celular centrifugada de quatro
frascos plasticos de 500 mL conforme descrito no item 3.11.2;

0 volume do meio de fermentacao contendo as células ressuspendidas foi
adicionado aos 100 mL de meio de fermentacao contido erlenmeyer e fechado
novamente com tampdo de algoddo. Todo o procedimento foi realizado em
camara de fluxo laminar;

O erlenmeyer foi levado ao shaker orbital por 10 horas a 30°C, com agita¢ado de
200 rpm para a fermentacgao;

Neste periodo, durante as duas primeiras horas, amostras foram retiradas a
cada 30 minutos e apds este periodo, as amostras foram retiradas a cada duas
horas e congeladas em microtubos de centrifuga para posterior analise em

HPLC e em espectrofotometro. Foram coletadas amostras em triplicata.
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3.11.1.5.2 Fermentacao das células livres utilizando a sacarose como fonte de
carbono

* Foram utilizados 100 mL do meio de fermentacdo contendo a sacarose como
fonte de carbono para ressuspender a massa celular centrifugada de quatro
frascos plasticos de 500 mL conforme descrito no item 3.11.2;

* Os passos seguintes para a fermentacdo das células livres utilizando a sacarose

como conte de carbono seguiram como o que foi descrito no item 3.11.5.1.

3.11.2 Fermentacdo com células imobilizadas

3.11.2.1 Pré-in6culo
* O procedimento para o preparo do pré-indculo seguiu o descrito no item
3.11.1.1.
3.11.2.2 Indculo

* O procedimento para o preparo do indculo seguiu o descrito no item 3.11.1.2.

3.11.2.3 Esferas de alginato de cdlcio

* O procedimento descrito abaixo foi feito em duplicata, pois o processo de
fermentacao foi realizado com duas fontes de carbono: glicose e sacarose.
Portanto, uma batelada de esferas de alginato de calcio foi utilizada para a
fermentacdo utilizando a glicose como fonte de carbono e outra batelada para a

fermentacao utilizando a sacarose como fonte de carbono.
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3.11.2.3.1 Soluc¢ao 3% de alginato de s6dio de média viscosidade

* Em dois béqueres foram preparadas solu¢des 3% de alginato de s6dio de
média viscosidade adicionando 3 g de alginato de média viscosidade e 100 mL

de 4gua destilada sob agitacdo até a completa dissolucao do alginato de sédio.

3.11.2.3.2 Solugao 2% de cloreto de calcio

* Foi preparado 1 L de solugao de cloreto de calcio 2% adicionando 20 g de
cloreto de calcio em um erlenmeyer e 1 L de 4gua destilada sob agitagdo até a

dissolucao do cloreto de calcio.

3.11.2.3.3 Sintese das esferas de alginato de calcio

* A massa celular obtida de 4 frascos plasticos conforme o descrito no item
3.11.2.1.3, foi ressuspendida em 100 mL de agua destilada e adicionada a
solucao de alginato de s6dio permanecendo sob leve agitacao.

* Foi montado o aparato apresentados nas Figuras 14 e 15 para a sintese das
esferas de alginato de calcio.

* Uma mangueira de silicone foi mergulhada na mistura contendo alginato de
sédio 3% de média viscosidade e a suspensao celular;

* Essa mangueira foi passada por uma bomba peristaltica e conectada a uma
seringa com uma agulha na ponta;

* Abaixo da seringa com a agulha foi colocado um béquer com 150 mL da solugdo

de cloreto de calcio 2% para gotejamento;
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* A vazdo da mistura contendo alginato de sddio 3% de média viscosidade e a

suspensao celular foi ajustada para que a seringa gotejasse de forma constante

sobre a solugao de cloreto de calcio 2%);

Figura 15: Aparato utilizado para o gotejamento e produgao das esferas de

alginato de calcio.
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Periodicamente a solucdo de cloreto de calcio com as esferas de alginato de
calcio foi homogeneizada levemente e aproximadamente no meio do processo,
a solucao de cloreto de calcio 2% foi trocada por uma solugao nova;

Apoés o gotejamento de toda a mistura contendo alginato de s6dio 3% de média
viscosidade e a suspensao celular, as esferas foram curadas na proépria solugao
de cloreto de calcio 2% durante 1 hora;

Apods o tempo de cura, as esferas foram filtradas em peneira e lavadas
cuidadosamente com quatro por¢des 100 mL de agua destilada e armazenadas

sob refrigeracdo durante uma noite antes do uso na fermentacgao.

3.11.2.4 Esferas de alginato de cdlcio revestidas com quitosana

O procedimento descrito abaixo foi feito em duplicata, pois o processo de
fermentacdo foi realizado com duas fontes de carbono: glicose e sacarose.
Portanto, uma batelada de esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana foi utilizada para a fermentacdo utilizando a glicose como fonte de
carbono e outra batelada para a fermentacgao utilizando a sacarose como fonte

de carbono.

3.11.2.4.1 Solucio de quitosana 0,25% de médio peso molecular

Foi adicionado 0,25 g de quitosana de médio peso molecular em 100 mL de
uma solucdo de acido acético 5% em um béquer sob agitacdo até completa

dissolugdo.
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3.11.2.4.2 Sintese das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana

* Para a sintese das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana, foi
realizado um experimento idéntico ao descrito no item 3.11.3 até o passo em
que as esferas sdo curadas por 1 hora na solucao de cloreto de calcio 2%,
filtradas em peneira e lavadas com quatro por¢des de 100 mL de agua
destilada;

* Apobs esta etapa as esferas foram colocadas em contato com a solucdo acida de
quitosana 0,25%;

* Asesferas foram curadas durante 30 minutos com leves agitacdes periddicas;

* Apbs o tempo de cura em solucdo acida de quitosana 0,25% as esferas foram
filtradas em peneira e lavadas com quatro por¢des de 100 mL de dgua destilada
e armazenadas, sob refrigeracio durante uma noite antes do uso na

fermentacao.

3.11.2.5 Meio de fermentag¢do com glicose

* O procedimento para o preparo do meio de fermentacdao com glicose seguiu o
descrito no item 3.11.1.3, porém foram preparados dois meios de fermentacdo
com glicose como fonte de carbono, pois um foi utilizado para a fermentacgao
das esferas de alginato de calcio e outro foi utilizado para a fermentacao das

esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana.
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3.11.2.6 Meio de fermentag¢do com sacarose

O procedimento para o preparo do meio de fermentagdo com glicose seguiu o
descrito no item 3.11.1.4, porém foram preparados dois meios de fermentacao
com sacarose como fonte de carbono, pois um foi utilizado para a fermentacao
das esferas de alginato de calcio e outro foi utilizado para a fermentacao das

esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana.

3.11.2.7 Fermentagdo das células imobilizadas

O volume total de esferas de cada uma das duas bateladas de esferas de
alginato de célcio foi de aproximadamente 100 mL;

Uma batelada foi adicionada a 200 mL de meio de fermentacdao com glicose
como fonte de carbono em camara de fluxo laminar;

A outra batelada foi adicionada a 200 mL de meio de fermentagdo com
sacarose como fonte de carbono em camara de fluxo laminar;

0 mesmo procedimento descrito acima foi feito para as duas bateladas de
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana (o volume total de
esferas de alginato de calcio revetidas com quitosana também foi de
aproximadamente 100 mL);

Os 4 erlenmeyers foram fechados com tampao de algodao e levados ao shaker

orbital por 10 horas a 30°C, com agitacdo de 200 rpm;
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3.11.2.8 Ciclos de fermentacao

3.11.2.8.1 Oito ciclos de fermentacao de 10 horas cada - glicose e sacarose como
fontes de carbono

Para os erlenmeyers contendo glicose como fonte de carbono, foram coletadas
amostras a cada 2 horas para os ciclos 1, 3 e 5. Para os ciclos 2, 4, 6, 7 e 8 foram
coletadas amostras apenas no tempo inicial e no tempo final da fermentagao.
As amostras foram congeladas em microtubos de centrifuga para posterior
analise em HPLC e em espectrofotometro. Foram coletadas amostras em
triplicata.

Para os erlenmeyers contendo sacarose como fonte de carbono, foram
coletadas amostras a cada 30 minutos durante as 2 horas iniciais dos ciclos 1, 3
e 5 e ap0s esse tempo as amostras foram coletadas a cada 2 horas. Para os
ciclos 2, 4, 6, 7 e 8 foram coletadas amostras apenas no tempo inicial e no
tempo final da fermentacao. As amostras foram congeladas em microtubos de
centrifuga para posterior analise em HPLC e em espectrofotometro. Foram
coletadas amostras em triplicata.

Apés 10 horas de fermentacdo, os 4 erlenmeyers com as esferas de alginato de
calcio que foram fermentadas em meio de fermentacdo com glicose e em meio
de fermentacdo com sacarose e as esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana que foram fermentadas em meio de fermentacao com glicose e em
meio de fermentacdo com sacarose, foram filtradas e lavadas com agua

destilada separadamente;
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As esferas foram colocadas em 4 meios novos de fermentacdo, sendo dois
meios de 200 mL com glicose e dois meios com 200 mL com sacarose, e foi
seguido o mesmo procedimento descrito no item anterior;

Essa sequéncia de experimentos reutilizando as mesmas esferas foi repetido

por um total de 8 ciclos de aproximadamente 10 horas cada.

3.13.3 Crescimento celular no interior das esferas

Para acompanhar o crescimento celular no interior das esferas, no inicio do

primeiro ciclo de fermentacdo e ao final de cada ciclo, 20 esferas de alginato de calcio

e 20 esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana foram retiradas e a massa

dessas esferas foi determinada. Este experimento foi realizado apenas para os oito

ciclos de fermentagdo utilizando a sacarose como fonte de carbono.

3.11.2.8.2 Trés ciclos de fermentac¢ao de 2 horas cada - glicose como fonte de
carbono

Foram preparadas esferas de alginato de calcio e esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana seguindo o procedimento descrito no item 3.11.2;
Foram preparados 6 meios de fermenta¢do de 200 mL contendo glicose como
fonte de carbono conforme o procedimento descrito no item 3.11.1.3, sendo 3
deles para os 3 ciclos de fermentacdo de 2 horas das esferas de alginato de
calcio e os outros 3 para os 3 ciclos de fermentacdo de 2 horas das esferas de
alginto de calcio revestidas com quitosana;

Para 2 erlenmeyers contendo glicose como fonte de carbono, foram coletadas

amostras a cada 30 minutos durante as 2 horas de fermenta¢do. As amostras
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foram congeladas em microtubos de centrifuga para posterior analise em HPLC
e em espectrofotometro. Foram coletadas amostras em triplicata;

» As esferas de alginato de calcio e as esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana foram filtradas e lavadas separadamente e colocadas em um novo
meio de fermentacao;

* Essa sequéncia de experimentos reutilizando as mesmas esferas foi repetido

por um total de 3 ciclos de 2 horas cada.

3.12 Preparo das amostras das fermenta¢des para analise em HPLC

* Para a andlise em HPLC, foi descongelado a temperatura ambiente, apenas um
microtubo de centrifuga dos trés que foram coletados em cada amostragem;

* Em seguida os microtubos contendo as amostras foram centrifugadas a 5000
rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente;

* As amostras foram filtradas para frascos de vidro com tampa utilizando
seringas de vidro acopladas a um filtro de 0,22 pm;

* As amostras foram entdo diluidas 10 vezes com agua Milli-Q e colocadas em

frascos apropriados para analise em HPLC.

3.13 Analise do consumo do substrato e da producido do produto das
fermentacdes em HPLC

« Para construir a curva de calibragdo dos substratos utilizados e do produto
gerado nas fermentacoes e também para analisar as amostras das
fermentacgodes, foi preparada uma fase movel de acido sulfirico aquoso de

concentracdo 0,008 N e pH 2,80. Esta fase mével foi filtrada em filtro de 0,45
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um e degaseificada em equipamento de ultrassom acoplado a uma bomba a
vacuo por 12 minutos;

As condic¢des utilizadas no equipamento de HPLC foram:

Temperatura da coluna: 35°C

Vazao da fase movel: 0,4 mL/min

Volume de injecao de amostra: 40 pL

Tempo de corrida por amostra: 35 minutos

Detector de indice de refracao

Inicialmente foram injetados padrboes de etanol, glicose e sacarose no
equipamento de HPLC para determinar os tempos de retencdo de cada um

destes componentes;

3.13.1 Construgdo da curva de calibragdo do etanol, da glicose e da sacarose

Para a construgdo da curva de calibracao foram preparadas solugdes de etanol,
glicose e sacarose na concentragdo de 15 g/L;

Foram injetados volumes de 70; 50; 30; 20; 10; 8; 5; 3; 1; 0,8; 0,5; 0,2 e 0,1 pL
das soluc¢des de etanol, glicose e sacarose no equipamento de HPLC;

Através do resultado obtido da area dos picos fornecida pelos diferentes
volumes de injecao de etanol, glicose e sacarose, foi possivel construir uma

curva de calibragdo de area do pico vs massa de etanol/glicose/sacarose.
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3.13.2 Andlise das amostras das fermentagcées

As amostras das fermentagdes preparadas como descrito no item 3.14 foram
injetadas em equipamento de HPLC utilizando as condi¢des descritas no item

3.15, subitensi - v.

3.14 Analise em Espectrofotometro

3.14.1 Construgado da curva de calibragao de S. cerevisiae

Para a construgdo da curva de calibragao foi preparada uma suspensao da cepa
JAY 270 de S. cerevisiae, utilizada em todas as fermentacdes, na concentragdo
inicial de 0,7 g/L em meio de fermentacgao;

Essa suspensao inicial foi diluida utilizando o meio de fermenta¢do para as
concentracoes de: 0,47; 0,35; 0,23; 0,12; 0,06; 0,02 e 0,01 g/L;

Para cada uma das 7 suspensoes de S. cerevisiae acima foi determinado o valor
de absorbancia em espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm,
utilizando o meio de fermentagdo como branco;

Com os valores de absorbancia e concentracao foi possivel construir uma curva

de calibragdo de absorbancia vs concentragao celular.

3.14.2 Andlise das amostras das fermentagcdes

Para a analise em espectrofotometro, foram descongeladas as outras duas
amostras coletadas em microtubos de centrifuga de cada amostragem das
fermentacoes;

As amostras foram diluidas de acordo com a necessidade para que o valor lido

de absorbancia ficasse sempre entre 0 e 1.
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Sintese do 6xido de zirconio

O oxido de zirconio foi escolhido para o estudo de imobilizacao de S. cerevisiae
devido a sua densidade elevada, 5,7 g/cm3, para a fase cristalina monoclinica
(BURLESON et al, 2002), e também devido a possibilidade de sintese com alta area
superficial B.E.T. A densidade elevada seria interessante neste caso, pois facilitaria a
etapa de separacao das células do meio de fermentacdo ao final do processo e desta
forma haveria um ganho energético devido a eliminacdo da etapa de centrifugacdo. A
possibilidade de sintese com alta area superficial para o 6xido de zirconio
possibilitaria o estudo de processos fermentativos com altas densidades de células

imobilizadas.

4.1.1 Difratograma de raios - X

Foram sintetizadas duas amostras de 6xido de zirconio, estas amostras foram
nomeadas de amostra A e amostra B. As duas amostras produziram os Difratogramas
de Raios-X conforme apresentados na Figura 16. Os Difratogramas de Raios-X
produzidos pelas amostras A e B foram comparados com um Difratograma padrao de
Raios-X de 6xido de zirconio. Este padrao foi encontrado no banco de dados do
equipamento Philips Analytical, modelo X' Pert PW 3050 do Laboratoério de Recursos
Analiticos e de Calibracao - LRAC da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp. O

padrao possui o codigo de referéncia 01-0750 e corresponde a fase cristalina
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monoclinica. Este padrao tem como referéncia o artigo Hanawalt, Rinn & Frevel
(1938).

De acordo com a Figura 16 os picos de maior intensidade do Difratograma de
Raios-X do Padrao 01-0750 estdo presentes também nas amostras A e B. No padrao
01-0750, os picos de maior intensidade apresentam angulos 2 Theta em 27,9° e em
31,2°, e como pode ser observado para as amostras A e B os picos de maior
intensidade estdo em angulos 2 Theta muito préximos ao do padrao. Portanto pode-se

dizer que o 6xido de zirconio foi preparado corretamente.
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Figura 16: Difratogramas de Raios-X das amostras de 6xido de zirconio

sintetizadas (Amostra A e Amostra B) e Difratograma de Raios-X do padrao 01-0750.
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4.1.2 Determinagdo da drea superficial B.E.T.

A area superficial B.E.T. foi determinada em equipamento da marca
Micromeritics, modelo Gemini III 2375 da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp.

Foram feitas duas analises de determinacdo de area superficial B.E.T. com duas
amostras preparadas separadamente. Os valores encontrados foram:

Amostra A: 9,25 m?/g
Amostra B: 11,94 m?/g

Os valores encontrados para a area superficial B.E.T. foram menores do que
esperado, porém estdo de acordo com valores de area superficial para 6xido de
zirconio disponivel comercialmente.

Para o calculo de concentragao da solucao de hidréxido de sédio onde o valor

de area superficial B.E.T. foi utilizado, considerou-se o valor de 10 m2/g.

4.1.3 Determinagdo do potencial zeta ({) do 6xido de zirconio

A determinacdo do potencial zeta ({) para a amostra sintetizada de 6xido de

zirconio foi -23,3 mV.

4.2 Imobilizacao das células de S. cerevisiae em montmorilonita K 10

O objetivo deste experimento foi verificar a interacdo das células de S.
cerevisiae com a montmorilonita K 10. Como nao existem na literatura dados sobre a

montmorilonita K 10 como suporte para imobilizacdo da levedura, ou o tipo de
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interacdo entre a montmorilonita K10 e essas células, foram realizados experimentos

preliminares a fim de determinar a interacdo célula/suporte para imobilizacao.

4.2.1 Determinagdo da proporgao ideal de células de S. cerevisiae e
montmorilonita K10

Os 5 sistemas preparados para este estudo foram avaliados através da leitura
de absorbancia em comprimento de onda de 600 nm. Era esperado que houvesse uma
diminuicdo do valor de absorbancia com o tempo indicando que as células de S.
cerevisiae haviam sido imobilizadas na superficie da montmorilonita K 10. Ou seja,
esperava-se uma diminuicdo na turbidez do meio analisado devido a imobilizacao no
suporte, porém dos dados da Tabela 04 mostram que ndo houve uma diminui¢do no
valor da absorbancia, indicando que ao final de 24 horas ndo houve imobilizacdo em
montmorilonita K 10. Por este motivo, os experimentos pretendidos de fermentac¢ao
com células de S. cerevisiae imobilizadas em montmorilonita K 10 nao foram

realizados.
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Tabela 04: Dados de absorbancia a 0, 6 e 24 horas para os 5 sistemas

preparados de células de S. cerevisiae e montmorilonita K 10:

Concentrac¢ao de Massa de Absorbancia (nm)
S. cerevisiae montmorilonita K10
(g/L) () Oh 6h 24h
10 0 0,6213 0,6958 0,6174
10 0,60 0,6329 0,7035  0,6859
10 0,80 0,6240 0,7267  0,7964
10 1,00 0,6004 0,7220 0,7479
10 1,20 0,6272 0,7576  0,7769
10 1,40 0,6923 0,7637  0,7871

Uma possivel explicacdo para ndo ocorrer a imobilizacdo das células de S.
cerevisiae em montmorilonita K10 é a dimensdao muito pequena da montmorilonita
K10 em relagao as células de S. cerevisiae. A montmorilonita tem uma dimensdo que
varia de 0,01 a 1,0 um (LEMES, FILHO & PIRES, 2003) enquanto que a célula de S.
cerevisiae possui forma oval com largura de aproximadamente 5 pm e comprimento
de aproximadamente 10 pm

(http://www.microbiolobybytes.com/video/Scerevisiae.html).
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4.3 Imobilizacao de S. cerevisiae em 6xido de zirconio

O sistema preparado para este estudo foi avaliado através da leitura de
absorbancia em comprimento de onda de 600 nm. Era esperado que houvesse uma
diminuicdo do valor de absorbancia com o tempo indicando que as células de S.
cerevisiae haviam sido imobilizadas na superficie do 6xido de zirconio. Ou seja,
esperava-se uma diminuicdo na turbidez do meio analisado devido a imobilizacao no
suporte, porém dos dados da Tabela 06 mostram que ndo houve uma diminui¢cao no
valor da absorbancia, indicando que mesmo ao final de 24 horas ndo houve
imobilizacdo em 6xido de zirconio. Por este motivo, os experimentos pretendidos de
fermentacdo com células de S. cerevisiae imobilizadas em 6xido de zirconio nao foram
realizados.

Tabela 06: Dados de absorbancia a 0, 2, 8 e 24 horas para o sistema preparado

com 1,00 g de 6xido de zirconio e células de S. cerevisiae, 0,8 g/L:

Tempo (h) 0 2 8 24

Absorbancia (nm) 0,4984 0,5644 0,5728 0,3075

A partir destes resultados decidiu-se fazer um estudo modificando a acidez da
superficie do 6xido de zirconio. Como apresentado no item 4.1.3, o 6xido de zirconio
forneceu o potencial zeta (¢) de -23,3 mV, e segundo Bowen, Lovitt & Wright (2001), a
S. cerevisiae apresenta potencial zeta ({) negativo, que pode variar de -17,5 mV a -16,1
mV, sendo este um motivo que provavelmente justifica a interacao entre as células de

S. cerevisiae e uma superficie com potencial zeta ({) positivo.
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4.3.1 Modificagdo da superficie do oxido de zirconio com hidroxido de sédio

O objetivo deste experimento foi alterar a acidez da superficie do 6xido de
zirconio para que o potencial zeta ({) fornecido fosse positivo. As células de S.
cerevisiae apresentam um potencial zeta ({) negativo que pode variar de -17,5 mV a -
16,1 mV (BOWEN, LOVITT & WRIGHT, 2001), entdo através da modificacao da acidez
da superficie do 6xido de zirconio, seria possivel avaliar se a interacao eletrostatica
entre as células de S. cerevisiae e o 6xido de zirconio era determinante para que a

interagdo ocorresse.

4.3.1.1 Determinacdo do volume do ponto imido do 6xido de zirconio

O volume do ponto iimido do 6xido de zirconio foi determinado para avaliar o
volume de poros da amostra sintetizada de 6xido de zirconio. Conhecendo-se o
volume de poros do 6xido de zirconio é possivel calcular a concentracdo adequada da
solucdo de hidréxido de s6dio capaz de saturar os poros deste material.

A Tabela 07 apresenta massas de amostras de 6xido de zirconio sintetizado
separadas em quatro vidros de reldgio e o volume gasto de agua para atingir o volume
do ponto umido. O volume do ponto imido considerado foi aquele em que a amostra
adquiriu o aspecto de uma pasta e é igual ao volume de agua gasto para atingir este

aspecto.
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Tabela 07: Dados de massa e volume gasto de dgua determinados para quatro

amostras de 6xido de zirconio:

Amostra Massa de 6xido de zirconio (g) Volume gasto de agua (mL)
1 1,003 0,30
2 1,001 0,30
3 1,003 0,25
4 1,001 0,25

A partir dos dados da Tabela 07 tem-se que a média da massa de dxido de

zirconio é 1,002 g e a média do volume do ponto imido é 0,30 mL.

4.3.1.2 Impregnacao do 6xido de zirconio com hidréxido de sddio

Para a determinacdo da concentracao adequada da solugdo de hidréxido de

sédio para saturar os poros do 6xido de zirconio, os seguintes valores do item 3.10.1.2

foram utilizados:

1.

2.

3.

Area superficial B.E.T. do 6xido de zircénio~10 m?/g

Massa molar do hidréxido de sédio: 40 g/mol

Densidade superficial de sitios em 6xidos é da ordem de 1018 sitios/m?

Para a area superficial B.E.T. do 6xido de zirconio, a densidade superficial de
sitios é da ordem de 1019 sitios/g

Média do volume do ponto imido: 0,30 mL
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6. Massa de hidréxido de sd6dio necessaria para saturar os poros do 6xido de
zirconio:

1019 (sitios/g) x 40(g/mol)
6 x 1023(g/mol)

massa de hidréxido de s6dio =

= 0,67 x 10~* g de hidréxido de s6dio
(Equagao 1)

0,67 x 10~*(g)
40(g/mol) x 0,30(mL)

Concentragdo da solugao de hidréxido de sodio =

= 0,06 mol/L
(Equagao 2)
A partir da equagdo 2 foi preparada a solugdo de hidroxido de soédio na
concentracdo calculada e as quatro amostras de 6xido de zirconio foram impregnadas

com sodio.

4.3.1.3 Determinacao do potencial zeta ({) do 6xido de zirconio modificado com
hidréxido de s6dio

A determinacdo do potencial zeta ({) para a amostra sintetizada de 6xido de

zirconio modificada com hidroéxido de sédio foi +38,7 mV.

4.3.2 Imobilizagdo de S. cerevisiae em o6xido de zirconio modificado com hidroxido
de sodio

A partir dos valores de potencial zeta (¢) positivo, +38,7 mV, para o 6xido de
zirconio modificado com hidréxido de sédio e potencial zeta () negativo, variando
entre -17,5 e 16,1 mV, para a S. cerevisiae, esperava-se que houvesse uma interacao

entre as células e o suporte devido a atracdo eletrostatica entre eles. Porém, os dados
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obtidos para este estudo, apresentados na Tabela 08, mostram que nao houve
interacdo entre as células e o suporte.

Tabela 08: Dados de absorbancia no tempo inicial e apds 2, 8 e 24 horas para o
sistema preparado com 1,00 g de 6xido de zirconio modificado com didréxido de

sédio e células de S. cerevisiae, 0,8 g/L:

Tempo (h) 0 2 8 24

Absorbancia (nm) 0,4572 0,5086 0,5188 0,4503

Como nao foi observada a imobilizagdo das células de S. cerevisiae em 6xido de
zirconio modificado com hidréxido de soédio, os experimentos pretendidos de
fermentacdo com células imobilizadas em 6xido de zirconio modificado nao foram

realizados.

4.4 Experimentos de fermentacao
4.4.1 Fermentagdo com células livres

4.4.1.1Fermentacao das células livres utilizando a glicose como fonte de
carbono

Os objetivos deste experimento foram determinar a produgao de etanol, tempo
para atingir a producdao maxima de etanol, tempo para o consumo total de substrato,
rendimento, crescimento celular ao longo da fermentacao, utilizando como fonte de
carbono a glicose e posteriormente comparar estes dados com aqueles obtidos para a

fermentacdo de células livres utilizando a sacarose como fonte de carbono e com as
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células imobilizadas. Para este experimento a massa de células imidas obtida através
do indculo foi de aproximadamente 6 g.

A Tabela 13 apresenta os valores obtidos para a fermentacdo de células livres
durante um periodo de 10 horas. Nesta tabela é possivel verificar o consumo do
substrato, glicose. A Tabela 14 apresenta os valores obtidos para a produgao do

produto, etanol, para esta fermentacao.

4.4.1.2 Fermentacao das células livres utilizando a sacarose como fonte de
carbono

Os objetivos deste experimento foram determinar a producao de etanol, tempo
para atingir a produgdo maxima de etanol, tempo para o consumo total de substrato,
rendimento, crescimento celular ao longo da fermentacgao, utilizando como fonte de
carbono a sacarose e posteriormente comparar estes dados com aqueles obtidos para
a fermentacgdo de células livres utilizando a glicose como fonte de carbono e com as
células imobilizadas. Para este experimento a massa de células imidas obtida através
do indculo foi de aproximadamente 6 g.

A Tabela 15 apresenta os valores obtidos para a fermentac¢do de células livres
durante um periodo de 10 horas. Nesta tabela é possivel verificar o consumo do
substrato, sacarose. A Tabela 16 apresenta os valores obtidos para a produc¢do do

produto, etanol, para esta fermentacao.
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4.4.2 Fermentagdo com células imobilizadas

4.4.2.1Fermentacdo das células imobilizadas utilizando a glicose como fonte de
carbono

Os objetivos deste experimento foram determinar a produgao de etanol, tempo
para atingir a produgdo maxima de etanol, tempo para o consumo total de substrato,
rendimento, crescimento celular livre ao longo da fermentacao, numero de ciclos de
fermentacdo utilizando as mesmas esferas, estabilidade das esferas de alginato de
calcio e das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana, utilizando como
fonte de carbono a glicose e posteriormente comparar estes dados com aqueles
obtidos utilizando a sacarose como fonte de carbono e com aqueles obtidos para a
fermentacdo de células livres (para glicose e sacarose como fontes de carbono). Para
cada experimento de células imobilizadas, a massa de células imidas obtida através
do indculo foi de aproximadamente 6 g. O volume total das esferas utilizadas nos
experimentos de fermentacdo foi de aproximadamente 100 mL, portanto a

concentracdo celular nas esferas foi de 60 g/L.

4.4.2.2Fermentacao das células imobilizadas utilizando a sacarose como fonte
de carbono

Os objetivos deste experimento foram determinar a produgao de etanol, tempo
para atingir a produgdo maxima de etanol, tempo para o consumo total de substrato,
rendimento, crescimento celular livre ao longo da fermentacao, numero de ciclos de
fermentacdo utilizando as mesmas esferas, estabilidade das esferas de alginato de

calcio e das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana, utilizando como
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fonte de carbono a sacarose e posteriormente comparar estes dados com aqueles
obtidos utilizando a glicose como fonte de carbono e com aqueles obtidos para a
fermentacao de células livres (para glicose e sacarose como fontes de carbono). Para
cada experimento de células imobilizadas, a massa de células imidas obtida através
do indculo foi de aproximadamente 6 g. O volume total das esferas utilizadas nos
experimentos de fermentacdo foi de aproximadamente 100 mL, portanto a

concentracdo celular nas esferas foi de 60 g/L.

4.4.2.3 Ciclos de fermentacao

Para determinar o nimero de ciclos de fermentacdo utilizando as mesmas
esferas de alginato de calcio e esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana,
ao final de 10 horas, as esferas foram filtradas em peneira simples, lavadas com agua
destilada e colocada em novos meios de fermentacao contendo a glicose ou a sacarose
como fontes de carbono. Inicialmente, o primeiro estudo foi feito utilizando o meio de
fermentagdo com glicose como fonte de carbono. A partir destes resultados observou-
se que a glicose era consumida totalmente até 2 horas de fermentacao a partir do
segundo ciclo de fermentacdo. Portanto, ao iniciar o estudo de ciclos de fermentacao
utilizando a sacarose como fonte de carbono, a coleta de amostras da fermentacao foi
feita a cada 30 minutos nas 2 primeiras horas dos ciclos 1, 3 e 5 para avaliar melhor o
consumo dos substratos. Para que o consumo de glicose também fosse avaliado
durante as 2 horas iniciais dos ciclos de fermentag¢do, um novo estudo de fermentagao
foi feito coletando as amostras a cada 30 minutos durante 2 horas iniciais de cada
ciclo de fermentacdo, porém nesta etapa do estudo, foram realizados 3 ciclos de 2
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horas cada para avaliar o comportamento do consumo da glicose neste intervalo de

tempo.

4.5 Analise do consumo do substrato e da produ¢do do produto das
fermentacoes em HPLC

4.5.1 Construgado da curva de calibragdo do etanol, da glicose e da sacarose

Inicialmente foram injetados padrdes para a determinacdo dos tempos de

retencdo da glicose, sacarose e etanol. Os valores encontrados estao na Tabela 09.

Tabela 09: Valores obtidos em HPLC para os tempos de retencao de amostras

padrao de etanol, glicose e sacarose:

Tempo de retencao do Tempo de retencao da Tempo de retencao da

etanol (min.) glicose (min.) sacarose (min.)

~ 29 ~13 ~11

Para a construcdo das curvas de calibracao do etanol, da glicose e da sacarose,
foram preparadas solugdes de concentracdo 15 g/L. Esta concentracdo foi escolhida
pois estd dentro do limite maximo detectavel pelo equipamento e como a
concentracdo inicial adicionada dos substratos glicose e sacarose para as
fermentacdes foi de 100 g/L, a partir de uma diluicdo de 10 vezes da amostra, seria
possivel analisar em HPLC todas as amostras. A curva de calibragdo foi construida
injetando-se volumes de 70; 50; 30; 20; 10; 8; 5; 3; 1; 0,8; 0,5; 0,2 e 0,1 pL das solugdes

de etanol, glicose e sacarose no equipamento de HPLC. Como a concentragdo
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preparada para o etanol, glicose e sacarose foi de 15 g/L, calculou-se a massa injetada
para cada um destes volumes. Cada uma destas injecdes gerou uma area de pico, esta
area versus a massa injetada foi utilizada para a construcao das curvas de calibracao.

Para a construcdo da curva de calibragio da sacarose, a area do pico
considerada foi a soma das areas da glicose e da frutose, pois quando a sacarose é
injetada na coluna cromatografica contendo a fase moével de acido sulfurico aquoso de
concentracdo 0,008 N a sacarose é quebrada em glicose + frutose. Para a analise das
amostras de fermenta¢do, o consumo da sacarose também foi avaliado através da
soma das areas de pico da glicose e da frutose. O tempo de retencdo para a sacarose
apresentado na Tabela 09 é uma média obtida entre o tempo de retencdo para a
glicose e o tempo de retencao para a frutose.

Foi feita a constru¢do de mais de uma curva de calibracdo para esses
compostos, pois as andlises foram realizadas em datas diferentes, entdo para cada
nova série de analise das amostras das fermenta¢des em HPLC, uma nova curva de
calibracdo foi construida. Os resultados obtidos em HPLC das injecdes de etanol,
glicose e sacarose para a construcdo da curva de calibracdo estdo representados nas

Tabelas 10, 11 e 12.
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Tabela 10: Resultados obtidos para a construgdo da curva de calibracao para

glicose e etanol:

foi:

Volume de Massa de glicose srea glicose 4rea etanol
injecdo (puL) e de etanol (g)
0,2 3,00E-06 6,93E+04 2,49E+04
0,5 7,50E-06 1,67E+05 6,67E+04
0,8 1,20E-05 2,72E+05 1,00E+05
2 3,00E-05 6,65E+05 2,64E+05
5 7,50E-05 1,65E+06 6,88E+05
8 1,20E-04 2,64E+06 1,03E+06
10 1,50E-04 3,32E+06 1,26E+06
30 4,50E-04 9,81E+06 3,98E+06
50 7,50E-04 1,62E+07 6,62E+06
70 1,05E-03 2,07E+07 9,34E+06
Curva de calibracao para glicose
2,50E+07
y =2E+10x + 173170
¥ 2,00E+07 / R* =0,9967
2
.ns‘, 1,50E+07
9 == Curva de calibracdo
2 1,00E+07 glicose
?; ——Linear (Curva de
E 5,00E+06 calibragdo glicose)
0,00E+00 / . ; .
0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de glicose (g)

Figura 17: Curva de calibracdo para a glicose.

A partir da Figura 17, a equacgao da curva de calibracdo obtida para a glicose

y=2E+10x+ 173170
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Curva de calibracao para etanol
1,00E+07
9,00E+06 b2
) / y = 9E+09x - 14145
;;; 8,00E+06 / R?=0,9999
5 7,00E+06 7
=
‘g’ 6,00E+06 / == Curva de calibragdo
5,00E
2 > +06 etanol
o 4,00E+06 .
o Linear (Curva de
o 3,00E+06 / calibragdo etanol)
< 2,00E+06
1,00E+06 /
0,00E+00 T T 1
0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de etanol (g)

Figura 18: Curva de calibracdo para o etanol.
A partir da Figura 18, a equacao da curva de calibracao obtida para o etanol
foi:
y =9E+09x - 14145 (Equacao 4)

A Tabela 11 apresenta os dados que foram utilizados para a construcao da

segunda curva de calibracao para a glicose, sacarose e etanol.
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Tabela 11: Resultados obtidos para a construgdo da curva de calibracao para

glicose, sacarose e etanol:

foi:

Massa de , ,
Volume de . . area area
injecdo (uL) sacarose, glicose e area sacarose glicose etanol
de etanol (g)

0,08 0,0000012 3,40E+04 2,80E+04 1,01E+04
0,2 0,000003 7,44E+04 6,74E+04  2,72E+04
0,5 0,0000075 1,76E+05 1,68E+05 6,81E+04
0,8 1,20E-05 2,83E+05 2,68E+05 1,09E+05

1 1,50E-05 3,52E+05 3,35E+05 1,37E+05
3 4,50E-05 1,04E+06 1,01E+06  4,05E+05
5 7,50E-05 1,74E+06 1,68E+06 6,87E+05
8 1,20E-04 2,78E+06 2,67E+06 1,10E+06
10 1,50E-04 3,43E+06 3,33E+06 1,37E+06
20 3,00E-04 6,94E+06 6,66E+06 2,81E+06
30 4,50E-04 1,02E+07 9,92E+06 4,09E+06
50 7,50E-04 1,69E+07 1,63E+07 6,72E+06
70 1,05E-03 2,17E+07 2,02E+07 9,51E+06
Curva de calibracao para glicose
2,50E+07
y = 2E+10x + 208276

¥ 2,00E+07 / R?=0,9943

2

[~ 4

£ 1,50E+07

]

'E- 1,00E+07 —&—Curva glicose

E ——Linear (Curva glicose)

& 5,00E+06

0,00E+00 / . . .
0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de glicose (g)

Figura 19: Curva de calibracdo para a glicose.

A partir da Figura 19, a equacgdo da curva de calibracao obtida para a glicose
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y=2E+10x + 208276 (Equacao 5)

Curva de calibrag¢ao para sacarose

2,50E+07
y = 2E+10x + 169247

@ 2,00E+07 Y ud R?=0,9971
2
o
£ 1,50E+07
S
'Z‘ 1,00E+07 === Curva sacarose
E — Linear (Curva sacarose)
& 5,00E+06 /

0,00E+00 . : ,

0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de sacarose (g)

Figura 20: Curva de calibragdo para a sacarose.

A partir da Figura 20, a equacgao da curva de calibracao obtida para a sacarose

foi:

y=2E+10x + 169247 (Equacao 6)
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1,00E+07

9,00E+06
 8,00E+06
2 7,00E+06
£ 6,00E+06
S 5,00E+06
& 4,00E+06
o 3,00E+06
& 2,00E+06

1,00E+06

0,00E+00

»

/

a

/

7

0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03

Massa de etanol (g)

Curva de calibracao para etanol

y = 9E+09x + 10047
R?=0,9999

== Curva etanol

Linear (Curva etanol)

Figura 21: Curva de calibracdo para o etanol.

A partir da Figura 21, a equagao da curva de calibracdo obtida para o etanol

foi:

A Tabela 12 apresenta os dados que foram utilizados para a construcao da

y =9E+09x + 10047

(Equacao 7)

terceira curva de calibracao para a glicose, sacarose e etanol.
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Tabela 12: Resultados obtidos para a construgdao da curva de calibracao para

glicose, sacarose e etanol:

Massa de
Volume de sacarose, area area area
injecao (uL) glicose e etanol sacarose glicose etanol
(8)
0,08 1,2E-06 3,77E+04 2,96E+04 1,02E+04
0,2 3,0E-06 7,66E+04 7,02E+04  2,63E+04
0,5 7,5E-06 1,84E+05 1,69E+05 6,59E+04
0,8 1,2E-05 2,90E+05 2,71E+05 1,07E+05
1 1,5E-05 3,56E+05 3,41E+05 1,36E+05
3 4,5E-05 1,08E+06 1,03E+06 4,17E+05
5 7,5E-05 1,77E+06 1,70E+06  6,90E+05
8 1,2E-04 2,85E+06 2,72E+06 1,10E+06
10 1,5E-04 3,53E+06 3,40E+06 1,40E+06
20 3,0E-04 7,02E+06 6,79E+06 2,83E+06
30 4,5E-04 1,04E+07 1,01E+07 4,26E+06
50 7,5E-04 1,75E+07 1,66E+07 6,97E+06
70 1,1E-03 2,23E+07 2,14E+07 9,61E+06
Curva de calibragao para glicose
2,50E+07
y = 2E+10x + 158847
¥ 2,00E+07 Vd R?=0,9972
2
£ 1,50E+07
]
E— 1,00E+07 == Curva glicose
-g ——Linear (Curva glicose)
& 5,00E+06
0,00E+00 / . . .
0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de glicose (g)

Figura 22: Curva de calibracdo para a glicose.
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A partir da Figura 22, a equacgado da curva de calibracao obtida para a glicose

foi:
y=2E+10x + 158847 (Equacao 8)
Curva de calibracao para sacarose
250807 2E+10x + 162978
y =2E+10x +
2 _
= 2,00E+07 / R=0,9969
2
4
£ 1,50E+07
8
E— 1,00E+07 —¢— Curva sacarose
E Linear (Curva sacarose)
& 5,00E+06 /
0,00E+00 T T )
0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03
Massa de sacarose (g)
Figura 23: Curva de calibragdo para a sacarose.
A partir da Figura 23, a equacgao da curva de calibracdo obtida para a sacarose
foi:

y=2E+10x + 162978 (Equacao 9)
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Curva de calibracao para etanol

1,20E+07
y = 9E+09x + 11862

g 1,00E+07 / R2= 0,9998
= 8,00E+06
£ /
S 6,00E+06
g- =¢—Curva etanol
g 4,00E+06 Linear (Curva etanol)
< 2,00E+06

0,00E+00 / . . .

0,00E+00 5,00E-04 1,00E-03 1,50E-03

Massa de etanol (g)

Figura 24: Curva de calibracdo para o etanol.
A partir da Figura 24, a equacao da curva de calibracao obtida para o etanol
foi:

y=9E+09x + 11862 (Equacao 10)

4.5.2 Andlise das amostras das fermentagoes

4.5.2.1 Analise das fermentacdes para células livres

4.5.2.1.1 Fermentacao das células livres utilizando a glicose como fonte de
carbono

Para o calculo da massa de glicose e etanol contida em cada amostra foram

utilizadas as equacoes 8 e 10, respectivamente.
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Tabela 13: Resultados obtidos para concentragcdo e porcentagem de glicose

durante a evolugdo da fermentag¢do com células livres:

Concentracao de glicose Glicose

Tempo () (2/L) (%)

0 94,3 9,4

0,5 85,3 8,6

1 68,7 6,9

1,5 57,2 5,7

2 43,1 4,3
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 14: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol

durante a evolucdo da fermentacao com células livres utilizando a glicose como fonte

de carbono:
Tempo Concentracao de etanol Etanol

(h) (g/L) (%)
0 0 0

0,5 7,0 0,7
1 9,8 1,0

1,5 14,7 1,5
2 20,5 2,1
4 40,0 4,0
6 38,5 3,6
8 39,2 39
10 39,4 3,9

Como pode ser observado na Figura 25, o consumo total da glicose acorre em
aproximadamente 4 horas de fermentagdo. Com 4 horas de fermentacdo a producao

de etanol é maxima. De acordo com os valores obtidos neste experimento, a producao
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de etanol foi de aproximadamente 4% (40g/L) para células livres utilizando a glicose

como fonte de carbono. Portanto o rendimento desta reacao foi de 78%.

Fermentag¢ao com células livres

10&
8

=== Consumo de glicose

% Glicose/Etanol

== Producdo de etanol

2
0 - \ ¢ ¢ ¢ -

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 25: Grafico apresentando o consumo de glicose e a producao de etanol

durante 10 horas de fermentacao utilizando células livres.

4.5.2.1.2 Fermentacao das células livres utilizando a sacarose como fonte de

carbono
Para o calculo da massa de sacarose e etanol contida em cada amostra foram

utilizadas as equacgoes 9 e 10, respectivamente.
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Tabela 15: Resultados obtidos para concentragao e porcentagem de sacarose

durante a evolugdo da fermentag¢do com células livres:

Tempo Concentrac¢do de sacarose Sacarose

(h) (8/L) (%)
0 86,0 8,6
0,5 84,8 8,5
1 75,3 7,5
1,5 62,7 6,3
2 49,7 5,0
4 1,4 0,1
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 16: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolu¢do da fermentagdo com células livres utilizando a sacarose como

fonte de carbono:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 4,3 0,4
1 9,1 0,9
1,5 13,9 1,4
2 19,0 1,9
4 39,5 3,9
6 39,5 3,9
8 40,5 4,1
10 41,7 4,2

Como pode ser observado na Figura 26, o consumo total da sacarose ocorre
em aproximadamente 4 horas de fermentacdo. Com 4 horas de fermentacdo a
producao de etanol é maxima. De acordo com os valores obtidos neste experimento, a

produgdo de etanol foi também de aproximadamente 4% (40g/L) para células livres
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utilizando a sacarose como fonte de carbono. Portanto o rendimento desta reacao foi
de 74,3%.

De acordo com os dados das Tabelas 13 a 16 e das Figuras 25 e 26, pode-se
dizer que nao houve diferenca na produgao final maxima de etanol e também nao
houve diferenca no tempo para que a producdo maxima de etanol fosse alcancada e o

consumo total das fontes de carbono fossem completadas.

Fermentag¢ao com células livres

101*
8

4 H_g._ === Consumo de sacarose

== Producdo de etanol
2
0 T \—-‘ & & )

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

% Sacarose/Etanol

Figura 26: Grafico apresentando o consumo de sacarose e a produg¢do de

etanol durante 10 horas de fermentacao utilizando células livres.

4.5.2.2 Analise das fermentacoes para células imobilizadas

4.5.2.2.1 Fermentacao das células imobilizadas utilizando a glicose como fonte
de carbono durante oito ciclos de fermentacao de 10 horas cada
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4.5.2.2.1.1 Fermentacio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

O estudo de fermentagdo para células imobilizadas em esferas de alginato de
calcio foi realizado em 8 ciclos de fermentacao. Para o calculo da massa de glicose e
etanol contida em cada amostra foram utilizadas as equagoes 3 e 4, respectivamente.

Tabela 17: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentagcdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 72,5 7,2
2 42,8 4,3
4 0,3 0,03

6 0 0

8 0 0

10 0 0

Tabela 18: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentacgao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 0,4 0,04
2 10,6 1,1
4 28,4 2,8
6 29,9 3,0
8 30,1 3,0
10 30,2 3,0
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Tabela 19: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 63,3 6,3
13 1,5 01

Tabela 20: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 8,1 0,8
13 31,5 3,2

Tabela 21: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo  Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 50,1 5,0
2 2,3 0,2
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0
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Tabela 22: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol

(h) (g/L) (%)

0 0 0
0,25 12,3 1,2
2 33,5 3,3
4 35,8 3,6
6 36,4 3,6
8 35,9 3,6
10 35,6 3,6

Tabela 23: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 34,9 3,5
14 0,3 0,03

Tabela 24: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracdo de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 17,4 1,7
14 33,7 3,4
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Tabela 25: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo  Concentracao de glicose Glicose

(h) (8/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 28,6 2,9
2 0,3 0,03
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 26: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 17,4 1,7
2 31,8 3,2
4 32,4 3,2
6 329 3,3
8 33,3 3,3
10 33,6 3,4

Tabela 27: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de glicose
durante a evoluc¢do da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 30,1 3,0
14 0,5 0,1
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Tabela 28: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 20,0 2,0
14 32,7 3,3

Tabela 29: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 20,6 2,1
9 0 0

Tabela 30: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentacgao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 20,8 2,1
9 33,2 3,3
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Tabela 31: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugao da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentacdo:

Tempo Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 20,5 2,0
16 0 0

Tabela 32: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentacdo:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 23,2 2,3
16 32,2 3,2

Como pode ser observado na Figura 27, o consumo total da glicose é mais
lento apenas no primeiro ciclo de fermentagdo e ocorre em aproximadamente 4 horas.
Ja para o terceiro e quinto ciclos de fermentacao, o consumo total da glicose ocorre em

2 horas de fermentacgao.
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Consumo de glicose - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio

- IN

. |\ —o—1° ciclo
5 \\\ =fi—3° ciclo
0 \‘A -~ -~ I >* ciclo

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

% Glicose

Figura 27: Grafico apresentando o consumo de glicose durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

De acordo com a Figura 28 pode-se notar que a produc¢do de etanol é mais
lenta e menor para o primeiro ciclo de fermentagao, para o terceiro e quinto ciclo de
fermentacdo a producdo de etanol é mais rapida e maior e ocorre em
aproximadamente 4 horas. A média de producao de etanol para os oito ciclos de
fermentacdo foi de 3,3% (33 g/L), portanto o rendimento médio foi de 64,6%.

O comportamento das células frente ao consumo de glicose e producdo de
etanol ao longo dos ciclos pode ser explicado devido a uma adaptagao das células ao
microambiente onde estdo imobilizadas e também as condi¢cbes do meio de

fermentacao.
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Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio

4
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0 5° ciclo
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Tempo (h)

Figura 28: Grafico apresentando a produc¢do de etanol durante 10 horas de
fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

A Figura 29 apresenta a producao de etanol ao final de cada ciclo de
fermentacdo. De acordo com essa figura pode-se notar que a producao de etanol
durante os oito ciclos de fermentacdo manteve-se estavel. Portanto, o reuso das
células imobilizadas em esferas de alginato de calcio nao causa efeito negativo no

rendimento da producdo de etanol.
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Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio

4
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N° de ciclos

Figura 29: Grafico apresentando a producdo de etanol obtida no final de 10
horas de cada ciclo de fermentacdao (total de 8 ciclos), durante 10 horas de
fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

A Figura 30 apresenta as esferas de alginato de calcio ao final do primeiro ciclo
e ao final do oitavo ciclo. Nesta figura é possivel observar o aumento do volume das
esferas de alginato de calcio e também o rompimento das esferas ao final do oitavo
ciclo. Ao longo dos ciclos de fermentacdo, além da multiplicacdo celular, o
intumescimento das esferas (RODRIGUES, 2008) as torna mais frageis, ao ponto que
ao final do oitavo ciclo, muitas esferas estao rompidas ou totalmente destruidas e sao
solubilizadas no meio de fermentacao.

Uma alternativa para manter a estabilidade das esferas por mais tempo, seria
diminuir o tempo dos ciclos de fermentagdo, j4 que como apresentado na Figura 28,
apo6s o primeiro ciclo de fermentagdo, a produ¢ao maxima de etanol é alcancada com

aproximadamente 6 horas. Outro parametro que poderia ser avaliado seria a
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velocidade de agitacdo. Nestes estudos a agitacao utilizada foi de 200 rpm, esta

agitacdo provoca um atrito entre as esferas contribuindo para seu rompimento.

Figura 30: Esferas de alginato de calcio em meio de fermentagdo ao final do
primeiro ciclo (Imagem a esquerda); esferas de alginato de calcio em meio de

fermentacao ao final do oitavo ciclo (Imagem a direita).

4.5.2.2.1.2 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana

O estudo de fermentagdo para células imobilizadas em esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana foi realizado em 8 ciclos de fermentagdo. Para o
calculo da massa de glicose e etanol contida em cada amostra foram utilizadas as

equagoes 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 33: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 68,6 6,9
2 63,5 6,3
4 47,3 4,7
6 28,4 2,8
8 2,4 0,2
10 0 0

Tabela 34: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol

(h) (g/L) (%)

0 0 0
0,25 2,2 0,2
2 4,1 0,4
4 6,7 0,7
6 13,7 1,4
8 28,2 2,8
10 31,2 3,1
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Tabela 35: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 60,0 6,0
13 2,0 0,2

Tabela 36: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 8,4 0,8
13 32,9 3,3

Tabela 37: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 35,3 3,5
2 10,3 1,0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

10 0 0
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Tabela 38: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugao da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 14,5 1,4
2 25,4 2,5
4 28,8 29
6 33,0 3,3
8 32,2 3,2
10 31,4 3,1

Tabela 39: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (8/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 24,4 2,4
14 0 0

Tabela 40: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentacgao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 15,4 1,5
14 29,2 2,9
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Tabela 41: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 81,8 8,2
2 11,7 1,2
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 42: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrag¢ao etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 4,7 0,5
2 26,1 2,6
4 30,5 31
6 31,7 3,2
8 31,4 3,1
10 31,4 3,1
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Tabela 43: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao:

Tempo  Concentracao de glicose Glicose
(h) (g/L) (%)
0 84,9 8,5
0,25 17,8 1,8
14 0 0

Tabela 44: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 20,4 2,0
14 28,9 2,9

Tabela 45: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (8/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 13,3 1,3
9 0 0
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Tabela 46: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 21,4 2,1
9 29,0 2,9

Tabela 47: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao:

Tempo  Concentracao de glicose Glicose

(h) (/L) (%)
0 84,9 8,5

0,25 15,0 1,5
16 0 0

Tabela 48: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 23,0 2,3
16 31,2 3,1

A Figura 31 apresenta o consumo da glicose para as células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana. Pode-se observar, que assim

como para as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio, o consumo da
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glicose é mais lento apenas no primeiro ciclo de fermentagdo. No primeiro ciclo, o
consumo total de glicose ocorre em aproximadamente 8 horas de fermentacgao, ja para
o terceiro e quinto ciclo, o consumo total da glicose ocorre em aproximadamente 4

horas.

Consumo de glicose - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana
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Figura 31: Grafico apresentando o consumo de glicose durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

A Figura 32 apresenta a produc¢do de etanol ao longo do primeiro, terceiro e
quinto ciclo de fermentac3o. E possivel observar que a produ¢io maxima de etanol é
alcancada apenas apds 10 horas para o primeiro ciclo, e apds 6 horas para o terceiro e
quinto ciclo. A média de producado de etanol para os oito ciclos de fermentacao foi de

3,1% (31 g/L), portanto o rendimento médio foi de 60,7%.
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Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana
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Figura 32: Grafico apresentando a produc¢do de etanol durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

Comparando os perfis de consumo da glicose das Figuras 27 e 31, ou seja, para
as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio e em alginato de calcio
revestidas com quitosana, respectivamente, é possivel observar que o consumo de
glicose é mais lento quando as células estdo imobilizadas em esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana. Para as esferas de alginato de calcio o consumo total
de glicose ocorre apds aproximadamente 2 horas, jA para as esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana, o consumo total de glicose ocorre apenas apds
aproximadamente 4 horas, excluindo-se o primeiro ciclo em ambos os casos. 0 mesmo
comportamento é observado para a produgdo de etanol, comparando as Figuras 28 e
32, nota-se que o maximo de producao de etanol é alcangado com aproximadamente 4

horas para as esferas de alginato de calcio, ja para as esferas de alginato de calcio
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revestidas com quitosana o maximo de producdo de etanol é alcangcado apenas apds
aproximadamente 6 horas. Isto ocorre provavelmente devido a dificuldade da
passagem do substrato, glicose, para as células e devido a camada de quitosana que
oferece uma resisténcia a passagem do substrato devido uma diminui¢do dos poros
das esferas de alginato de calcio (ALBARGHOUTHI et al, 2000).

A Figura 33 apresenta a producdo de etanol ao final de cada ciclo de
fermentacdo. De acordo com essa figura pode-se notar que a producao de etanol
durante os oito ciclos de fermentacdo manteve-se estavel. Portanto, o reuso das
células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana

também ndo causa efeito negativo no rendimento da producao de etanol.

Produg¢ao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana
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Figura 33: Grafico apresentando a producdo de etanol obtida no final de 10
horas de cada ciclo de fermentacdo (total de 8 ciclos), durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

revestidas com quitosana.

113



A Figura 34 apresenta as esferas de alginato de cdalcio revestidas com
quitosana ap0s 2 horas de fermentag¢do do primeiro ciclo e ao final do oitavo ciclo.
Assim como na Figura 30, é possivel notar o aumento do volume das esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana, porém este aumento é menor, o que pode
ser justificado pela barreira oferecida pela quitosana a entrada de agua na esfera.
Desde o inicio dos ciclos de fermentacdo as esferas de alginato de calcio revestidas
com quitosana apresentaram volume menor do que as esferas de alginato de calcio.
Outra observacdo é que ao final do oitavo ciclo de fermentacdao a quantidade de
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana que estavam rompidas foi
menor do que a quantidade observada para as esferas de aginato de calcio. Portanto, a
quitosana desempenhou o papel desejado de oferecer maior dureza e rigidez as
esferas, porém nao foi suficientemente adequado, pois mesmo a quantidade de esferas
de alginato de calcio revestidas com quitosana rompida ser menor o que a quantidade
de esferas de alginato de calcio rompidas, ainda assim esta em grande quantidade
para continuar com mais um ciclo de fermentagdo. Para avaliar melhor o
comportamento da quitosana como agente protetor para esferas de alginato de calcio,
um estudo envolvendo diferentes concentracdes de quitosana e tempo de cura seria

interessante para ser desenvolvido.

114



Figura 34: Esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana em meio de
fermentacao ap6s 2 horas do primeiro ciclo (Imagem a esquerda); esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana em meio de fermentacao ao final do oitavo ciclo
(Imagem a direita).

4.5.2.2.2 Fermentacao das células imobilizadas utilizando a sacarose como fonte
de carbono durante oito ciclos de fermentacao de 10 horas cada

4.5.2.2.2.1 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

O estudo de fermentacdo para células imobilizadas em esferas de alginato de
calcio foi realizado em 8 ciclos de fermentacao. Para o calculo da massa de sacarose e

etanol contida em cada amostra foram utilizadas as equagdes 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 49: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de sacarose  Sacarose

(h) (/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 78,0 7.8
0,5 48,3 4,8
1 36,5 3,7
1,5 19,8 2,0
2 8,5 0,9
3 1,6 0,2
5 0,7 0,1
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 50: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0

0,25 0 0

0,5 0,2 0,02
1 0,5 0,1

1,5 0,8 0,1
2 25,3 2,5
3 17,5 1,7
5 23,3 2,3
6 27,0 2,7
8 24,5 2,4

10 25,4 2,5

116



Tabela 51: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose

(h) (/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 60,1 6,0
13 4,0 0,4

Tabela 52: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 7,7 0,8
13 33,5 3,3

Tabela 53: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracgao de sacarose  Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 49,5 4,9
0,5 41,9 4,2
1 25,0 2,5
1,5 6,3 0,6
2 3,3 0,3
4 0 0
8 0 0
10 0 0
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Tabela 54: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 11,9 1,2
0,5 0,7 0,1
1 1,1 0,1
1,5 1,4 0,1
2 35,9 3,6
4 339 3,4
8 38,4 3,8
10 39,0 4,0

Tabela 55: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentrac¢ao de sacarose Sacarose
(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 53,5 53
14 4,1 0,4

Tabela 56: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 16,7 1,7
14 27,8 2,8
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Tabela 57: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢do de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 53,2 53
0,5 42,2 4,2
1 16,2 1,6
1,5 4,0 0,4
2 45 0,5
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 58: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacgao:

Tempo  Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 13,0 1,3
0,5 0,8 0,1
1 0,7 0,1
1,5 1,2 0,1
2 32,1 3,2
4 30,4 3,0
6 36,2 3,6
8 37,4 3,7
10 37,5 3,7

119



Tabela 59: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracdo de sacarose Sacarose

(h) (/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 42,3 4,2
13 3,2 0,3

Tabela 60: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolu¢do da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 18,4 1,8
13 35,1 3,5

Tabela 61: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentacgao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 43,5 4,3
9 2,2 0,2
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Tabela 62: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugao da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 17,9 1,8
9 35,3 3,5

Tabela 63: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentacdo:

Tempo Concentrac¢ao de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 32,1 3,2
15 0,8 01

Tabela 64: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentagao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 18,7 1,9
15 34,4 3,4

Como pode ser observado na Figura 35, o consumo total da sacarose ocorre
para o terceiro e quinto ciclo em aproximadamente 2 horas sendo um pouco mais

lento para o primeiro ciclo. Diferentemente do que ocorre para o perfil de consumo da
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glicose (Figura 27) o consumo de sacarose para o primeiro ciclo de fermentagao é
semelhante ao terceiro e quinto ciclo. No entanto, a velocidade com que o consumo

total dos substratos glicose e sacarose ocorrem é a mesma, 2 horas aproximadamente.
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Figura 35: Grafico apresentando o consumo de sacarose durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

De acordo com a Figura 36 pode-se notar que a produc¢do de etanol é mais
lenta e menor para o primeiro ciclo de fermentagdo, para o terceiro e quinto ciclo de
fermentacdo a producdo de etanol é maior e é alcangcada mais rapidamente. A média
de producao de etanol para os oito ciclos de fermentac¢do foi de 3,3% (33 g/L),

portanto o rendimento médio foi de 61,3%.
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Figura 36: Grafico apresentando a producdo de etanol durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

A Figura 37 apresenta a producao de etanol ao final de cada ciclo de
fermentacdo. De acordo com essa figura pode-se notar que a producao de etanol
durante os oito ciclos de fermentagao manteve-se estavel com excecdao do quarto ciclo
onde talvez tenha havido algum erro durante o preparo da amostra para analise em
HPLC. Portanto, o reuso das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

também ndo causa efeito negativo no rendimento da producao de etanol.

123



Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
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Figura 37: Grafico apresentando a producdo de etanol obtida no final de 10
horas de cada ciclo de fermentacdao (total de 8 ciclos), durante 10 horas de
fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.

A Figura 38 apresenta as esferas de alginato de calcio em meio de fermentagao
ao final do primeiro ciclo e ao final do oitavo ciclo utilizando a sacarose como meio de
fermentacdo. Assim como para as fermentacdes utilizando a glicose como fonte de
carbono, observa-se um aumento do volume das esferas ao final dos ciclos de
fermentagdo, assim como uma crescente fragilidade das esferas devido ao
intumescimento de agua, multiplicacdo celular e desgaste por atrito mecanico devido

a agitacao.
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Figura 38: Esferas de alginato de calcio em meio de fermentagdo ao final do
primeiro ciclo (Imagem a esquerda); esferas de alginato de calcio meio de
fermentacao ao final do oitavo ciclo (Imagem a direita).

Para o ajuste linear dos dados de fermentagdo de células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio foram utilizados os dados obtidos para o terceiro e quinto
ciclo de fermentagdo. Estes ciclos foram escolhidos por apresentarem dados coletados
a cada 30 minutos durante as 2 horas iniciais de fermentacao e a cada 2 horas apés
este periodo. Nao foi escolhido o primeiro ciclo, pois este pode representar uma fase
de adaptacdo celular as novas condi¢cdes de imobilizacdo e fermentacdo. Para esse
ajuste foi assumido que o sistema se encontrava em estado estacionario, onde o
substrato é consumido apenas para a manutenc¢do celular e producdo de produto.
Também foi assumido que a concentragdo celular ndo variou com o tempo e se
manteve constante em 60 g/L, correspondente ao valor inicial de células imobilizadas
adicionada a fermentagdo. De acordo com os resultados da Tabela 81, assumir que a
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concentracdo celular é constante ao longo dos ciclos de fermentacdo é razoavel, uma
vez que apo6s 94 h (8 ciclos de fermentacdo), a massa correspondente a 20 esferas de
alginato de calcio aumentou apenas 2,7%, sendo que este aumento deve-se além da
multiplicacdo celular, a absorg¢ao de dgua pelas esferas.

As equacgdes 11 e 12 (FOGLER, 2006) abaixo foram simplificadas e a equacgao

13 foi utilizada para os calculos de linearizagao.

dc
V—= —mC\V + Ys(—n,)V
dt P

(Equagao 11)

Vde V=Yp(—1)V
_ =7 = e #
dt P B

(Equacao 12)

d(Cs+Cp)

i -m C,

(Equagao 13)

Onde Cc¢ é a concentragao de células em g/L imobilizadas em esferas de alginato
de calcio, Cs é a concentracdo de substrato em g/L, C, é a concentracao de produto em
g/L e m é a manutencao celular em g de substrato/g de células secas x h.

Os valores de m obtidos mediante o ajuste linear para o terceiro e quinto ciclo

de fermentacao foram 0,56 h-1 e 0,58 h-1, respectivamente. Um valor tipico descrito na
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literatura para a manutencdo celular em fermentacdo com células livres é 0,05 h-1
(FOGLER, 2006). O valor obtido mediante o ajuste linear foi aproximadamente 10
vezes maior que o descrito na literatura. Uma possivel explicagdo para este aumento
no valor de manutenc¢do celular seria o estresse sofrido pelas células durante o
processo de imobilizacdo, ou seja, durante a imobilizacdo, fermentacdo e novas

condi¢cdes de microambiente devido a imobilizacdo, as células gastam muito mais

energia para se manterem.

4.5.2.2.2.2 Fermentacao das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana

O estudo de fermentacdo para células imobilizadas em esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana foi realizado em 8 ciclos de fermentagdo. Para o

calculo da massa de sacarose e etanol contida em cada amostra foram utilizadas as

equacgoes 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 65: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentagao:

Tempo Concentra¢ao de sacarose Sacarose

(h) (/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 71,5 7.1
0,5 61,1 6,1
1 65,8 6,6
1,5 66,3 6,6
2 51,8 5,2
3 58,0 5.8
5 23,9 2,4
6 49,6 5,0
8 37,9 3,8
10 32,2 3,2

Tabela 66: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0

0,25 0 0
0,5 0 0
1 0 0
1,5 0 0

2 2,8 0,3
3 3,9 0,4
5 51 0,5
6 8,3 0,8
8 10,0 1,0
10 15,3 1,5
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Tabela 67: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentra¢ao de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 68,7 6,9
13 3,9 0,4

Tabela 68: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (/L) (%)
0 0 0
0,25 5,0 0,5
13 36,2 3,6

Tabela 69: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracdo de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 37,8 3,8
0,5 45,7 4,6
1 43,0 4,3
1,5 42,7 4,3
2 32,9 3,3
4 2,0 0,2
8 0 0
10 0 0
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Tabela 70: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 16,3 1,6
0,5 0,5 0,1
1 0,4 0,04
1,5 0,6 0,1
2 16,7 1,7
4 37,0 3,7
8 32,5 3,3
10 31,8 3,2

Tabela 71: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 43,1 43
14 3,0 0,3

Tabela 72: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 15,8 1,6
14 33,5 3,3
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Tabela 73: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose
(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 37,7 3,8
0,5 37,2 3,7
1 33,3 3,3
1,5 23,8 2,4
2 13,6 1,4
4 0 0
6 0 0
8 0 0
10 0 0

Tabela 74: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 17,5 1,7
0,5 0,8 0,1
1 0,9 0,1
1,5 1,0 0,1
2 27,1 2,7
4 35,8 3,6
6 34,4 3,4
8 34,5 3,5
10 36,8 3,7
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Tabela 75: Resultados obtidos para concentragdo e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose

(h) (/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 37,4 3,7
13 1,4 0,1

Tabela 76: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 18,0 1,8
13 33,3 3,3

Tabela 77: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 32,8 3,3
9 0,2 0,02
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Tabela 78: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 20,1 2,0
9 33,2 3,3

Tabela 79: Resultados obtidos para concentracao e porcentagem de sacarose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacgao:

Tempo Concentracdo de sacarose Sacarose

(h) (g/L) (%)
0 105,4 10,5
0,25 42,9 4,3
15 0,7 01

Tabela 80: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacao:

Tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,25 17,8 1,8
15 34,4 3,4

Como pode ser observado na Figura 39 o consumo total da sacarose ocorre
para o terceiro e quinto ciclo em aproximadamente 4 horas, porém apds 10 horas o

consumo de sacarose nao € totalizado para o primeiro ciclo. Excluindo o primeiro ciclo
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de fermentacdo, o comportamento do terceiro e do quinto ciclo é bastante semelhante

com o que ocorre no perfil de consumo da glicose (Figura 31).

Consumo de sacarose - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana
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Figura 39: Grafico apresentando o consumo de sacarose durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

A Figura 40 apresenta a producdo de etanol ao longo do primeiro, terceiro e
quinto ciclo de fermentacdo. E possivel observar que a producdo maxima de etanol
ndo é alcancada mesmo ap6s 10 horas para o primeiro ciclo, pois nio houve o
consumo total da sacarose. A producao maxima € alcancada apds aproximadamente 4
horas para o terceiro e quinto ciclo. A média de producao de etanol para os oito ciclos

de fermentacao foi de 3,2% (32 g/L), portanto o rendimento médio foi de 59,5%.
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Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
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Figura 40: Grafico apresentando a produc¢do de etanol durante 10 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

A Figura 41 apresenta a producao de etanol ao final de cada ciclo de
fermentacdo. De acordo com essa figura pode-se notar que a producdao de etanol
durante os oito ciclos de fermentacdo manteve-se estavel. Portanto, o reuso das
células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana

também ndo causa efeito negativo no rendimento da producao de etanol.
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Producao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
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Figura 41: Grafico apresentando a producdo de etanol obtida no final de 10
horas de cada ciclo de fermentacao (total de 8 ciclos), durante 10 horas de
fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

A Figura 42 apresenta as esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana em meio de fermentacao ao final do primeiro ciclo e ao final do oitavo ciclo
utilizando a sacarose como meio de fermentacao. Nestes experimentos também se
observa um aumento do volume das esferas ao final dos ciclos de fermentagdo, como
dito anteriormente, ocorre um aumento da fragilidade das esferas devido ao
intumescimento de agua, multiplicacdo celular e desgaste por atrito mecanico devido

a agitacao.
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Figura 42: Esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana em meio de
fermentacao ao final do primeiro ciclo (Imagem a esquerda); esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana em meio de fermentacdo ao final do oitavo ciclo
(Imagem a direita).

Para o ajuste linear dos dados de fermentacdo de células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana foram utilizados os dados
obtidos para o terceiro e quinto ciclo de fermentacdo e a equagdo 13. Também foi
assumido que a concentragdo celular ndo variou com o tempo e se manteve constante
em 60 g/L, correspondente ao valor inicial de células imobilizadas adicionada a
fermentacdo. De acordo com os resultados da Tabela 81, assumir que a concentragao
celular é constante ao longo dos ciclos de fermentacdo é razoavel, uma vez que apos
94 h (8 ciclos de fermentacdo), a massa correspondente a 20 esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana aumentou apenas 2,5%, sendo que este aumento
deve-se aléem da multiplicacdo celular, a absorcao de agua pelas esferas.
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Os valores de m obtidos mediante o ajuste linear para o terceiro e quinto ciclo
de fermentacao foram 0,38 h-1 e 0,47 h-1, respectivamente. Novamente observa-se que
os valores de manuteng¢do sdo muito maiores que o valor tipico descrito na literatura,
0,05 h1, e como dito anteriormente, possivelmente este aumento se deve ao estresse

sofrido pelas células no processo de imobilizacao.

4.5.2.2.3 Crescimento celular no interior das esferas

O objetivo deste experimento foi acompanhar o crescimento celular no interior
das esferas durante os ciclos de fermentagdo. Para isso, no inicio do primeiro ciclo de
fermentacdo, utilizando a sacarose como fonte de carbono, 20 esferas de alginato de
calcio e 20 esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana foram retiradas e a
massa dessas esferas foi determinada. O mesmo procedimento foi repetido ao final
deste ciclo e ao final de cada ciclo de fermentacdo. Os resultados de massa das 20
esferas de alginato de calcio e das 20 esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana estdo representados na Tabela 81 de acordo com o ciclo de fermentacao e

o tempo de fermentacao desde o inicio.
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Tabela 81: Massa de 20 esferas de alginato de calcio e de 20 esferas de
alginato de calcio revestidas com quitosana no inicio do primeiro ciclo e ao final dos

ciclos 1, 2,3,4,5,6,7 e 8.0 tempo de fermentacao total também esta apresentado.

Massa de 20 esferas Massa de 20 esferas de

Tempo  Ciclo de alginato de calcio alginato de calcio revestidas

(h) n (2) com quitosana (g)
0 1 52,0469 46,6314

10 1 51,9868 46,6664

23 2 52,1459 46,8830

33 3 52,4066 47,0376

47 4 52,4993 47,1195

57 5 52,5591 47,2551

70 6 52,8430 47,3450

79 7 52,9450 47,3791

94 8 53,4584 47,7887

O aumento da massa das 20 esferas de alginato de calcio e das 20 esferas de

alginato de calcio revestidas com quitosana também esta apresentado na Figura 43.
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Figura 43: Aumento da massa das 20 esferas de alginato de calcio e das 20
esferas de alginato de cdlcio revestidas com quitosana ao longo do tempo total dos
ciclos de fermentacao.

Através da analise dos resultados da Tabela 81 e da Figura 43, observa-se que
o aumento da massa das 20 esferas de alginato de calcio e das 20 esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana ao longo das fermentacdes é pequeno. Ao final do
oitavo ciclo de fermentagdo, ou seja, apds 94 horas de fermentacao, o aumento das 20
esferas de alginato de calcio foi de 2,7% e o aumento das 20 esferas de alginato de
calcio revestidas com quitosana foi de 2,5%. O aumento da massa celular deve-se nao
somente a multiplicacdo celular, mas também a absorcdo de agua pelas esferas

durante a fermentacao.
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4.5.2.2.4 Fermentacdo das células imobilizadas utilizando a glicose como fonte
de carbono durante trés ciclos de fermentac¢ao de 2 horas

4.5.2.2.4.1 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

Tabela 82: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio para o primeiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 55,8 5,6
1 49,9 5,0
1,5 29,6 3,0
2 6,5 0,6

Tabela 83: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio para o primeiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentraciao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 4,7 0,5
1 10,3 1,0
1,5 12,8 1,3
2 10,4 1,0
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Tabela 84: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentacgao:

tempo Concentracao de glicose  Glicose

(h) (/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 51,2 51
1 35,7 3,6
1,5 24,1 2,4
2 3,7 0,4

Tabela 85: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio para o segundo ciclo de fermentacdo:

tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 11,0 1,1
1 19,5 19
1,5 26,1 2,6
2 25,5 2,6

Tabela 86: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolucdao da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio para o terceiro ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de glicose  Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 68,7 6,9
1 51,5 5,2
1,5 13,4 1,3
2 27,4 2,7
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Tabela 87: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucao da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio para o terceiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentrac¢ao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 11,3 1,1
1 17,3 1,7
1,5 27,9 2,8
2 23,5 2,4

A partir da Figura 44 é possivel observar que o consumo total de glicose pelas
células imobilizadas em esferas de alginato de calcio ocorre rapidamente. Pode-se
observar que no primeiro e no segundo ciclo, o consumo total da glicose ocorre em 2

horas, porém no terceiro ciclo a glicose nao foi ainda totalmente consumida.

Consumo de glicose - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio

6 _¥
N =4=—1° ciclo
. g \
4
5 ‘.\ ==2° ciclo
0 T T T \ 1 3 CIC|0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Tempo (h)

% Glicose

Figura 44: Grafico apresentando o consumo de glicose durante 2 horas de

fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.
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A partir da Figura 45 observa-se claramente que no primeiro ciclo a producao
de etanol é inferior ao segundo e terceiro ciclo, como dito anteriormente, isto se deve
a uma adaptagdo das células ao microambiente onde estio imobilizadas e aos
nutrientes disponiveis no meio de fermentacdo. Além disso, a multiplicagcdo celular
que ocorre durante a fermentacao também contribui para o aumento da produgdo de

etanol nos ciclos seguintes.

Produc¢ao de etanol - células
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Figura 45: Grafico apresentando a produgdo de etanol durante 2 horas de

fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio.
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Figura 46: Grafico apresentando a producao de etanol obtida no final de

2horas de cada ciclo de fermentacdo (total de 3 ciclos), utilizando células imobilizadas

em esferas de alginato de calcio.

Para o ajuste linear dos dados de fermentacdo de células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio foram utilizados os dados obtidos para o segundo e
terceiro ciclo de fermentacao e a equacao 13. Nao foi escolhido o primeiro ciclo, pois
este pode representar uma fase de adaptacdo celular as novas condi¢coes de
imobilizacdo e fermentacao. Os valores de m obtidos mediante o ajuste linear para o
segundo e terceiro ciclo de fermentacao foram 0,40 h-1 e 0,35 h-1, respectivamente. Os
valores de manutenc¢do sdo maiores que o valor tipico descrito na literatura, 0,05 h-1, e

como dito anteriormente, possivelmente este aumento se deve ao estresse sofrido

pelas células no processo de imobilizagao.
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4.5.2.2.4.2 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana

Tabela 88: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de glicose
durante a evolugdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de

fermentacao:

tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 60,7 6,1
1 62,8 6,3
1,5 63,4 6,3
2 53,7 5,4

Tabela 89: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de etanol
durante a evolucdo da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de cdlcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de

fermentacao:
tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 1,9 0,2
1 10,6 1,1
1,5 12,1 1,2
2 3,0 0,3
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Tabela 90: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolucao da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de

fermentacao:

tempo Concentracao de glicose Glicose

(h) (g/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 71,3 7.1
1 68,2 6,8
1,5 64,9 6,5
2 54,2 5,4

Tabela 91: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucao da fermentacdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de

fermentacao:
tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 6,6 0,7
1 8,4 0,8
1,5 9,7 1,0
2 11,7 1,2
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Tabela 92: Resultados obtidos para concentracdao e porcentagem de glicose
durante a evolucao da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de

fermentacao:

tempo Concentracao de glicose  Glicose

(h) (8/L) (%)
0 84,5 8,4
0,5 63,3 6,3
1 62,4 6,2
1,5 55,8 5,6
2 48,0 4,8

Tabela 93: Resultados obtidos para concentracdo e porcentagem de etanol
durante a evolucao da fermentagdo durante 2 horas com células imobilizadas em

esferas de alginato de cdlcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de

fermentacao:
tempo Concentracao de etanol Etanol
(h) (g/L) (%)
0 0 0
0,5 9,0 0,9
1 11,2 1,1
1,5 10,7 1,1
2 15,2 1,5

A Figura 47 apresenta o consumo de glicose pelas células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana. Diferentemente do observado
na Figura 44, apds 2 horas de fermentacao, a glicose nao foi totalmente consumida.
Isto estd de acordo com o esperado devido ao recobrimento das esferas com
quitosana, a qual confere resisténcia a passagem do substrato até as células.
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Figura 47: Grafico apresentando o consumo de glicose durante 2 horas de
fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana.

A partir da Figura 48 observa-se que o perfil de producdo de etanol no
primeiro, segundo e terceiro ciclo é semelhante. O decaimento da producao de etanol
no primeiro ciclo provavelmente se deve a um erro na preparagdo da amostra para
injecdo em HPLC e ndo a uma real diminuicao da producao de etanol.

Comparando esta figura com a Figura 45, observa-se que a producao de etanol para
as esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana é mais lento, pois a média
final de producdo de etanol para as esferas de alginato de calcio e para as esferas de
alginato de cdlcio revestidas com quitosana é 3,3% (33 g/L) e 3,1% (31 g/L),
respectivamente, ou seja, a producao final é muito semelhante, no entanto até 2 horas
de fermentacdo, as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio produziram

em meédia 1,98% (19,8 g/L) de etanol, enquanto que as células imobilizadas em
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esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana produziram em média 0,99%

(9,9 g/L) de etanol.

Produc¢ao de etanol - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana
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Figura 48: Grafico apresentando a producdo de etanol durante 2 horas de
fermentacao utilizando células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

revestidas com quitosana.
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Producao de etanol - células
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Figura 49: Grafico apresentando a produc¢do de etanol obtida no final de 2
horas de cada ciclo de fermentagao (total de 3 ciclos), utilizando células imobilizadas
em esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana.

Para o ajuste linear dos dados de fermentacdo de células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana foram utilizados os dados
obtidos para o segundo e terceiro ciclo de fermentacdo e a equacgao 13.

Os valores de m obtidos mediante o ajuste linear para o segundo e terceiro
ciclo de fermentacdo foram 0,14 h'l e 0,16 h'l, respectivamente. Os valores de
manutencdo aqui sdo menores que os obtidos anteriormente, porém ainda sao
aproximadamente 3 vezes maior que o valor tipico descrito na literatura, 0,05 h-1,
possivelmente as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana utilizando a glicose como fonte de carbono sofreram menor estresse com a
imobilizac¢do e por isso o valor de manutencdo celular foi menor do que os obtidos nos

outros estudos de fermentacao.
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4.6 Analises em Espectrofotometro
4.6.1 Construgdo da curva de calibragdo de S. cerevisiae

A Tabela 94 apresenta os valores de absorbancia obtidos para diferentes
concentracdes de suspensoes de S. cerevisiae, cepa JAY 270, usados para a construcao
da curva de calibragao.

Tabela 94: Valores de absorbancia obtidos para diferentes concentracdes de

suspensoes de S. cerevisiae.

Concentracgao de células Absorbancia

(g/L) (nm)

0,47 0,92336
0,35 0,71196
0,23 0,48081
0,12 0,25011
0,06 0,14443
0,02 7,70E-02
0,01 5,25E-02

A partir dos valores da Tabela 94 foi possivel construir a curva de calibracao

absorbancia versus concentracdo da S. cerevisiae.
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Curva de calibracao S. cerevisiae
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Figura 50: Curva de calibracdo obtida para a S. cerevisiae.
A equacgido de reta obtida a partir desta curva e que foi utilizada nos calculos de
concentracdo de S. cerevisiae nas fermentagdes é a equacao:

y=1911x+0,0332 (Equacao 14)

4.6.2 Andlise das amostras das fermentagoes
4.6.2.1 Analise das fermentacdes para células livres

4.6.2.1.1 Fermentacao das células livres utilizando a glicose como fonte de
carbono

Utilizando a equacao 14, foi possivel calcular a concentragdo celular das

amostras coletadas ao longo da fermentacao.
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Tabela 95: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas ao

longo da fermentagao.

Tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 36,44
0,5 36,22
1 26,19
1,5 38,99
2 43,00
4 45,16
6 53,52
8 52,00
10 53,90

A partir dos valores da Tabela 95 foi possivel construir o grafico de
concentracao celular versus tempo.

Analisando a Figura 51, é possivel observar o crescimento celular ao longo das
10 horas de fermentacdo utilizando a glicose como fonte de carbono. Ao longo deste

periodo o crescimento celular foi de 48,5% (17,6 g/L).
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Figura 51: Curva de crescimento celular para células livres. Fonte de carbono:

glicose.

4.6.2.1.2 Fermentacao das células livres utilizando a sacarose como fonte de
carbono

Utilizando a equacao 14, foi possivel calcular a concentracdo celular das
amostras coletadas ao longo da fermentagao.
Tabela 96: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas ao

longo da fermentacao.

Tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 34,84
0,5 34,84
1 41,47
1,5 45,16
2 45,07
4 44,25
6 49,14
8 46,82
10 50,56
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A partir dos valores da Tabela 96 foi possivel construir o grafico de
concentracdo celular versus tempo.

Analisando a Figura 52, é possivel observar o crescimento celular ao longo das
10 horas de fermentagdo utilizando a sacarose como fonte de carbono. Ao longo deste
periodo o crescimento celular foi de 44,7% (15,6 g/L), 3,8% menor do que o

crescimento das células livres utilizando a glicose como fonte de carbono.
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Figura 52: Curva de crescimento celular para células livres. Fonte de carbono:

sacarose.

4.6.2.2 Analise das fermentacoes para células imobilizadas
4.6.2.2.1 Fermentacao das células imobilizadas utilizando a glicose como fonte

de carbono durante oito ciclos de fermentacao de 10 horas cada

4.6.2.2.1.1 Fermentacao das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
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Tabela 97: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
2 0
4 0,02
6 0,004
8 0,01
10 0,02

Tabela 98: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentagao:

tempo Concentragao de células
(h) (g/L)
0 0
13 0,15

Tabela 99: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacdo:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0
2 0,05
4 0,15
6 0,19
8 0,20
10 0,13
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Tabela 100: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
14 0,21

Tabela 101: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacao:

tempo Concentragao de células

(h) (g/L)
0 0,03
2 0,11
4 0,13
6 0,16
8 0,32
10 0,34

Tabela 102: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,02
14 0,37
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Tabela 103: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,07
9 0,11

Tabela 104: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentagao:

tempo Concentragao de células
(h) (g/L)
0 0,10
16 0,20

Analisando a Figura 53, é possivel observar o crescimento celular das células
livres que lixiviaram das esferas de alginato de calcio ao longo das 10 horas de
fermentagdo utilizando a glicose como fonte de carbono. Ao longo deste periodo o

crescimento celular médio foi de 0,163 g/L.
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Figura 53: Curvas de crescimento celular para as células livres que lixiviaram

das esferas de alginato de célcio.

4.6.2.2.1.2 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana

Tabela 105: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
2 0
4 0
6 0
8 0
10 0
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Tabela 106: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0
13 0,06

Tabela 107: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentagao:

tempo Concentacao de células
(h) (g/L)
0 0
2 0,03
4 0,11
6 0,19
8 0,22
10 0,09

Tabela 108: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
14 0,15
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Tabela 109: Valores de concentragdo celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0,01
2 0,02
4 0,04
6 0,07
8 0,08
10 0,11

Tabela 110: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentacao:

tempo Concentracgao de células
(h) (g/L)
0 0,03
14 0,14

Tabela 111: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,08
9 0,12
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Tabela 112: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacgao:

tempo Concentracao de células

(h) (/L)
0 0,16
16 0,03

Analisando a Figura 54, é possivel observar o crescimento celular das células
livres que lixiviaram das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana ao
longo das 10 horas de fermentacao utilizando a glicose como fonte de carbono. Ao
longo deste periodo o crescimento celular livre médio foi de 0,053 g/L. Este
crescimento celular livre foi inferior ao encontrado quando a fermentagdo foi
realizada com imobilizagdo em esferas de alginato de cdlcio. Este resultado era
esperado uma vez que a quitosana confere resisténcia a entrada e saida de substancia
da esfera de alginato de calcio. Com a diminuicdo dos poros do alginato de calcio na
esfera e com a barreira fisica, ambos proporcionados pela quitosana, houve menor
desprendimento celular e, portanto, menor crescimento celular em meio liquido para
os experimentos de fermentacdo utilizando células imobilizadas em esferas de

alginato de calcio revestidas com quitosana.
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Figura 54: Curvas de crescimento celular para células imobilizadas em esferas

de alginato de calcio revestidas com quitosana.

4.6.2.2.2 Fermentacdo das células imobilizadas utilizando a sacarose como fonte
de carbono durante oito ciclos de fermentac¢ao de 10 horas cada

4.6.2.2.2.1 Fermentagio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio

Tabela 113: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o primeiro ciclo de fermentacgao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
2 0
6 0
8 0
10 0
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Tabela 114: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o segundo ciclo de fermentacgao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0,002
13 0,23

Tabela 115: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o terceiro ciclo de fermentacdo:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,007
2 0,10
4 0,18
8 0,29
10 0,37

Tabela 116: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quarto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracgao de células

(h) (8/L)
0 0,02
14 0,32
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Tabela 117: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o quinto ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células

(h) (/L)
0 0

4 0,19
6 0,20
8 0,30
10 0,17

Tabela 118: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolug¢do da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sexto ciclo de fermentagdo:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0
13 1,26

Tabela 119: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o sétimo ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,01
9 0,39
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Tabela 120: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio para o oitavo ciclo de fermentacdo:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0,03
15 0,49

Analisando a Figura 55, é possivel observar o crescimento celular livre das
células que lixiviaram das esferas de alginato de célcio ao longo das 10 horas de
fermentacdo utilizando a sacarose como fonte de carbono. Ao longo deste periodo o

crescimento celular livre médio foi de 0,391 g/L.
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Figura 55: Curvas de crescimento celular para células imobilizadas em esferas

de alginato de calcio.
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4.6.2.2.2.2 Fermentacio das células imobilizadas em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana

Tabela 121: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o primeiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
2 0
6 0
8 0
10 0

Tabela 122: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o segundo ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
13 0,03

Tabela 123: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermenta¢do com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o terceiro ciclo de fermentacao:

tempo Concentracgao celular

(h) (g/L)
0 0
2 0
4 0,02
8 0,04
10 0,05
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Tabela 124: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quarto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0
14 0,29

Tabela 125: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o quinto ciclo de fermentacao:

tempo  Concentrac¢ao de células

(h) (g/L)
0 0
4 0,14
6 0,14
8 0,19
10 0,16

Tabela 126: Valores de concentracdo celular para as amostras coletadas
durante a evolucdo da fermentacdao com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sexto ciclo de fermentagao:

tempo Concentracao de células
(h) (g/L)
0 0,01
13 0,84

169



Tabela 127: Valores de concentracdao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentagdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o sétimo ciclo de fermentacao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,04
9 0,17

Tabela 128: Valores de concentracao celular para as amostras coletadas
durante a evolugdo da fermentacdo com células imobilizadas em esferas de alginato de

calcio revestidas com quitosana para o oitavo ciclo de fermentacgao:

tempo Concentracao de células

(h) (g/L)
0 0,06
15 0,57

Analisando a Figura 56, é possivel observar o crescimento celular das células
livres que lixiviaram das esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana ao
longo das 10 horas de fermentagao utilizando a sacarose como fonte de carbono. Ao
longo deste periodo o crescimento celular livre médio foi de 0,249 g/L. Assim como
ocorreu para os experimentos que utilizaram a glicose como fonte de carbono, o
crescimento celular livre foi inferior ao encontrado para as células livres quando a
fermentacdo foi realizada com imobilizacdo em esferas de alginato de calcio. Como
dito anteriormente a quitosana oferece resisténcia a passagem de substancias,

portanto, diminui também a lixiviacao celular.
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No entanto, comparando o crescimento celular em meio liquido para as
fermentagdes utilizando a glicose e a sacarose como fontes de carbono, observa-se
que tanto para as fermentagdes utilizando esferas de alginato de calcio como para as
fermentagdes utilizando esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana, o

crescimento celular foi maior quando a sacarose foi utilizada como fonte de carbono.

Crescimento celular - células
imobilizadas em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana

0,4
2
20,3
s
% 0,2 ¢—Ciclo 1
u .
g 0,1 == Ciclo 3
o
o Ciclo 5
0 % & & & )
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 56: Curvas de crescimento celular para células imobilizadas em esferas
de alginato de calcio revestidas com quitosana.

A Tabela 129 mostra comparativamente os resultados das fermentagdes para
células livres e células imobilizadas utilizando a glicose e a sacarose como fontes de

carbono.
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Tabela 129: Dados de produgado de etanol, rendimento e crescimento celular
livre para os estudos de fermentacdo com células livres e células imobilizadas

utilizando a glicose e a sacarose como fontes de carbono.

Células imobilizadas Células imobilizadas
Células livres

EAC EACRQ
glicose sacarose glicose sacarose glicose sacarose
Producdo de
40 40 33 33 31 32
etanol (g/L)
Rendimento
78 74,3 64,6 61,3 60,7 59,5
(%)
Crescimento
17,6 15,6 0,163 0,391 0,053 0,249
celular (g/L)*
Legenda:

EAC: Esferas de alginato de calcio

EACRQ: Esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana

(*): Crescimento celular em meio liquido - células livres ou lixiviadas das
esferas.

Através da andlise da Tabela 129 vemos que a producdo de etanol e o
rendimento sdo maiores para as células livres quando comparados a producao de
etanol e rendimento (valores médios calculados para os oito ciclos de fermentacao)
para as células imobilizadas, utilizando a glicose ou a sacarose como fontes de

carbono. Ao compararmos os valores de crescimento celular em meio liquido para os
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experimentos utilizando células imobilizadas, ou seja, as células que lixiviaram das
esferas e se multiplicaram no meio liquido, vemos que para os experimentos
realizados com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana o crescimento celular foi menor do que aquele obtido para os experimentos
realizados com células imobilizadas em esferas de alginato de calcio. Isso se deve ao
recobrimento com quitosana, que além de conferir resisténcia mecanica as esferas,

também diminuiu a lixiviacao celular.

5. Consideracoes finais

As fermentacdes foram todas realizadas por um periodo de 10 horas, pois
como os ciclos foram realizados um em sequéncia do outro, e as andlises em HPLC
apenas ao final de todos os ciclos, ndo foi possivel determinar se cada ciclo de
fermentacdo estava sendo concluido mas rapidamente ou mais vagarosamente que o
ciclo anterior. E possivel que se o tempo de cada ciclo de fermentacio fosse reduzido
para aproximadamente 6 horas, com excecao do primeiro ciclo, pois este é mais longo,
seria possivel aumentar o nimero de ciclos de fermentagdo. As esferas sofreram
agitacdo mecanica desnecessaria apds o consumo total de substrato e producao
maxima de etanol, além disso, as células ficaram longos periodos em um meio de
fermentacdo pobre em nutrientes. Por outro lado, mesmo apés o substrato ser
totalmente consumido do meio liquido, ele ainda pode estar presente no interior das
esferas se difundindo até as células, da mesma forma o etanol produzido pode estar se

difundido para sair das esferas, entdo se ao longo dos ciclos de fermentacao esse
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processo fosse ficando cada vez mais lento, ciclos de fermentacdo com duragao
superior ao tempo de consumo de substrato livre no meio também permitiriam esta
analise. No entanto, o que se observou foi que ao longo dos ciclos, o consumo de
substrato e producdo de etanol aconteceu mais rapidamente ciclo apds o primeiro
ciclo de fermentacgdo, sugerindo um processo de adaptagdo celular as condi¢coes de
imobilizacdo, microambiente e fermentacao. Apds o consumo total de substrato livre
no meio liquido, o aumento da concentra¢do de etanol foi observada, indicando a
presenca de um processo difusivo ocorrendo no interior das esferas.

A producdo maxima de etanol observada para as células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio e em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana utilizando a glicose como fonte de carbono, foi atingida em
aproximadamente 4 e 6 horas, respectivamente, de acordo com as Figuras 28 e 32
para o terceiro e o quinto ciclo de fermentacdo. Analisando as Figuras 53 e 54,
observa-se que a concentragdo celular das células que lixiviaram das esferas e se
multiplicaram livres no meio de fermentacdo é desprezivel. Quando a produgdo
maxima de etanol é atingida, ou seja, em aproximadamente 4 horas, para imobilizacdo
em esferas de alginato de calcio, a Figura 53 mostra que para o terceiro ciclo, a
concentracdo celular é de 0,15 g/L e para o quinto ciclo a concentragao celular é de
0,13 g/L. E para a imobilizagdo em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana, quando a producdo maxima de etanol é atingida, ou seja, em
aproximadamente 6 horas, a Figura 54 mostra que para o terceiro ciclo, a
concentracdo celular é de 0,19 g/L e para o quinto ciclo a concentracao celular é de

0,07 g/L.
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Utilizando a sacarose como fonte de carbono, a producdo maxima de etanol
para as células imobilizadas em esferas de alginato de calcio e em esferas de alginato
de calcio revestidas com quitosana, foi atingida em aproximadamente 2 e 4 horas,
respectivamente, de acordo com as Figuras 36 e 40 para o terceiro e quinto ciclo de
fermentacdo. Analisando as Figuras 55 e 56, observa-se que a concentragdo celular
das células que lixiviaram das esferas e se multiplicaram livres no meio de
fermentacdo, assim como no caso anterior é desprezivel. Para imobilizacdo em esferas
de alginato de calcio, quando a producdo maxima de etanol é atingida, ou seja, em
aproximadamente 2 horas, a Figura 55 mostra que para o terceiro ciclo, a
concentracdo celular é de 0,10 g/L e para o quinto ciclo a concentracdo celular é
inferior a de 0,19 g/L. E para imobilizacdo em esferas de alginato de calcio revestidas
com quitosana, quando a produ¢do maxima de etanol é atingida, ou seja, em
aproximadamente 4 horas, a Figura 56 mostra que para o terceiro ciclo, a
concentracdo celular é de 0,02 g/L e para o quinto ciclo a concentragdo celular é de
0,14 g/L.

A partir destes resultados pode-se dizer que a producao de etanol é devida as
células imobilizadas nas esferas e nao as esferas livres no meio, pois sua concentracgao
é desprezivel quando comparada a concentracao celular total no interior das esferas
que é de aproximadamente 60 g/L.

A literatura apresenta a imobilizacdo da enzima alcool desidrogenase em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana. No trabalho de Zhou, Li & Li
(2010), a enzima alcool desidrogenase de S. cerevisiae foi imobilizada em esferas

contendo 3,0% de alginato de sédio, 0,5% de quitosana, 2,0% de CaClz, 0,5% de
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glutaraldeido e curaram durante 6 horas. A cura das esferas apresentada neste
trabalho de dissertacdo de mestrado foi realizada por 1 hora em solugao de CaCl: e
depois por 30 minutos em solucdo acida de quitosana O trabalho de de Zhou, Li & Li
(2010) relata algumas vantagens desta imobilizacdo como a maior estabilidade
térmica e operacional, porém nao é relatado se as esferas foram reutilizadas ou se
houve ciclos sucessivos, o estudo concentra-se na investigagdo do tempo de
imobilizacdo, na concentracao de quitosana, alginato de sddio, CaCl; e glutaraldeido.
Comparando o trabalho de Zhou, Li & Li (2010) com o estudo apresentado nesta
dissertacdo de mestrado, o glutaraldeido, que confere enrijecimento as esferas de
alginato de calcio, nao foi utilizado por ser toxico para as células de S. cerevisiae. Zhou,
Li & Li (2010) trabalharam com a enzima isolada, por isso ndo tiveram este problema.
Outra importante diferenca é que no trabalho de Zhou, Li & Li (2010) a solucdo acida
de quitosana foi adicionada a solu¢ao de CaCl> enquanto que nesta dissertacdo de
mestrado, o revestimento com quitosana foi feito em uma segunda etapa apds a cura
em solugdo de CaCl..

No trabalho de Najafpour, Younesi & Ismail (2004) a cepa ATCC 24860
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) de S. cerevisiae foi imobilizada
em esferas de alginato de calcio para o estudo da fermentacdo de glicose para
produgdo de etanol. Neste trabalho a fermentagdo foi conduzida em regime continuo
através de uma coluna tubular empacotada com células imobilizadas em esferas de
alginato de calcio, enquanto que neste trabalho de dissertacao de mestrado o regime
de fermentacao utilizado foi em batelada por um periodo de aproximadamente 10

horas cada ciclo. Najafpour, Younesi & Ismail (2004) relatam que o consumo de
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glicose e a producdo de etanol foram de 88,2% e 16,7% v/v, respectivamente, para o
tempo de retencao de 6 horas. Para a concentragdo de 150 g/L de glicose, foi obtida
uma producao de 47 g/L de etanol para o tempo de retencao de 7 horas. Para esta
concentracdo de glicose, o rendimento foi de 38%. Para o estudo de fermentagao
apresentado nesta dissertacdo de mestrado, utilizando células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio, com uma concentragdo inicial de 100 g/L de glicose, foi
possivel obter uma producdo de etanol de 33 g/L e rendimento de 64,6%. No trabalho
de Najafpour, Younesi & Ismail (2004) as esferas foram preparadas a partir de uma
cultura celular crescida por 16 horas e misturada com alginato de s6dio 2%, esta
mistura foi gotejada em uma solugao de CaClz 6%. As esferas de alginato de calcio
empacotadas em reator tubular foram usadas por 10 dias. O volume de esferas
utilizado foi de 740 mL. Para o trabalho descrito nesta dissertacdo de mestrado, a
cultura celular foi crescida por 24 horas e a solug¢ao de CaCl; utilizada foi de 2%. A
concentragdo de solugdo de CaCl; maior pode conferir maior resisténcia mecéanica as
esferas através do aumento das ligagdes cruzadas entre as cadeias de alginato e o
calcio. O tempo de uso das esferas foi de oito ciclos de fermentacao, sendo
aproximadamente de 96 horas no total e o volume utilizado foi de aproximadamente
100 mL.

Birol et al. (1998), descrevem a fermentacgdo utilizando células de S. cerevisiae,
cepa ATCC 9763, imobilizadas em esferas de alginato de calcio. Neste trabalho a
fermentacao foi conduzida em batelada durante 17 horas em frascos de 1 L contendo
500 mL de meio nutriente com 50-60 cm?3 de esferas (para o volume total do frasco) a

30°C e 70 rpm em shaker orbital. Comparando o estudo desta dissertacdo de
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mestrado com o apresentado por Birol et al. (1998) vemos que as condi¢des de
fermentacao sao bastante diferentes, o tempo de fermentacdo para o regime batelada
é superior, 17 horas contra 10 horas, a velocidade de agitacdo utilizada foi muito
menor, Birol et al. (1998) utilizaram apenas 70 rpm contra 200 rpm, a menor agitacao
pode ter causado menor atrito mecanico entre as esferas e pode ter oferecido um
processo fermentativo mais lento, justificando o perido de 17 horas. O volume de meio
nutriente foi maior e o volume das esferas utilizado foi menor em comparag¢ao com o
trabalho apresentado nesta dissertacdo de mestrado. As esferas foram preparadas
utilizando uma pré-cultura celular de 20 mL, crescida durante 16 horas a 30°C,
centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos e resuspendidas em NaCl 0,1% e misturadas
com alginato de s6dio para obten¢do de uma mistura de 150 mL contendo 2 % de
alginato de s6dio. A concentragdo de CaCl foi de 2% e tempo de cura das esferas de
20 minutos, menor que o tempo de cura de 1 hora estudado nesta dissertacao. Dentre
as concentragdes de glicose estudadas, para a concentracao de 100 g/L, a producao de
etanol apresentou a maior concentracao, 41 g/L, enquanto que a produgdo de etanol
meédia para os 8 ciclos de fermentacdo utilizando 100 g/L de glicose e esferas de
alginato de calcio apresentadas nesta dissertacao foi de 33 g/L.

Roca et al. (1996) apresentam em seu trabalho a imobiliza¢do de células de S.
cerevisiae, cepa k-A 3 (Department of Microbiology, University of Santiago de
Compostela), imobilizadas em esferas de alginato de cdlcio enrijecidas com {on
trivalente (Al3+). As esferas foram preparadas misturando uma suspensao celular de
10 g/L (peso seco) com uma solugdo de alginato de s6dio para uma concentracao final

2%. Essa mistura foi gotejada em uma solucao de CaClz 2% e curada por 30 minutos e
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entdo lavadas com uma solugdo de NaCl 9 g/L. No trabalho apresentado nesta
dissertacdo de mestrado, as esferas curaram por 1 hora em solu¢do de CaClz 2% e
foram lavadas com porc¢des de agua destilada. Essas esferas foram tratadas com Al3*
(AI(NO3)3). A fermentagcdo foi conduzida em repetidas bateladas utilizando
erlenmeyer de 250 mL, 100 mL de meio de fermentacdo com 12,5 g de esferas,
agitadas em shaker orbital a 150 rpm e 30°C, enquanto que no trabalho apresentado
nesta dissertacdo o volume de meio de fermentacao foi de 200 mL e aproximadamente
100 g de esferas, agitadas em shker orbital a 200 rpm e também 30 °C. O experimento
foi parado quando pelo menos 90% do substrato foi consumido e as esferas foram
lavadas com NaCl 9 g/L e o experimento de batelada foi repetido com um novo meio
de fermentagdo. Foram realizados 5 ou 6 experimentos de batelada desta forma, ou
seja, foi obtida menor reutilizagdo das esferas do que o total de 8 experimentos
conseguido nesta dissertacdo de mestrado. O tratamento com Al3* diminuiu a
lixiviacdo celular. Quando comparado com as esferas sem tratamento com Al3*, a
lixiviacdo celular é 2,5 vezes menor que para as esferas tratadas por longo periodo
com Al3*. O tratamento com Al3* proporcionou um comportamento semelhante ao
oferecido pela quitosana nos estudos de imobilizacao em esferas de alginato de calcio
revestidas com quitosana, ou seja, o enrijecimento com Al3+, além de oferecer maior
resisténcia mecanica as esferas de alginato de calcio, assim como a quitosana,

diminuiu a lixiviagdo celular.
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6. Conclusoes e sugestoes para proximos trabalhos

A imobilizacdo das células de S. cerevisiae em esferas de alginato de calcio e em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana mostrou-se uma alternativa
interessante para a producdo de etanol. A imobilizacdo permitiu o reuso das esferas
durante 8 ciclos de fermentagdo. Esta é uma vantagem importante, pois além de se
utilizar as mesmas esferas, permite uma facil separacao do meio liquido.

A producgao final de etanol ao final de cada ciclo foi bastante semelhante,
mostrando que mesmo apds 8 ciclos de fermentacao, as células tém capacidade de
produzir etanol com alto rendimento. Isto foi observado tanto para as células
imobilizadas em esferas de alginato de cdlcio como para as células imobilizadas em
esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana.

Durante os ciclos de fermentacdo nao foi adicionado antibiético ao meio de
fermentacdo e ndo foi observada nenhuma contaminag¢do por fungos ou bactérias ao
longo dos ciclos, mostrando que os cuidados de assepsia foram realizados
adequadamente.

As células livres produziram 40 g/L de etanol utilizando a glicose ou a sacarose
como fonte de carbono. O rendimento da reacao foi de 78% e 74,3% utilizando a
glicose e a sacarose, respectivamente.

As células imobilizadas em esferas de alginato de calcio produziram em média
para cada ciclo de fermentagdo 33 g/L utilizando a glicose ou a sacarose. O
rendimento médio da reacao utilizando a glicose como fonte de carbono foi de 64,6%

e de 61,3% utilizando a sacarose como fonte de carbono.
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As células imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com
quitosana produziram em média para cada ciclo de fermentacdo 31 g/L e 32 g/L,
utilizando glicose e sacarose, respectivamente. O rendimento médio da reacdo
utilizando a glicose como fonte de carbono foi de 60,7% e de 59,5% utilizando a
sacarose como fonte de carbono.

O crescimento celular para células livres foi de 17,6 g/L e 15,6 g/L utilizando
glicose e sacarose, respectivamente. Para as células imobilizadas em esferas de
alginato de cdlcio, o crescimento celular médio em meio liquido foi de 0,163 g/L e
0,391 g/L utilizando a glicose e sacarose, respectivamente. Para as células
imobilizadas em esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana, o crescimento
celular médio em meio liquido foi de 0,053 g/L e 0,249 g/L utilizando a glicose e
sacarose, respectivamente.

As esferas de alginato de calcio revestidas com quitosana apresentaram-se
menos frageis e romperam em menor quantidade que as esferas de alginato de calcio,
além disso, a quitosana exerceu uma barreira fisica a passagem de substancias e por
este motivo, o consumo de substrato e producao de produto foi mais lento para estas
esferas, assim como a lixiviacao celular para o meio liquido foi menor.

Seria interessante verificar se é possivel o aumento do nimero de ciclos de
fermentacdo com as mesmas esferas estudando alguns parametros como a diminuicao
do tempo de fermentacdo, pois os resultados mostraram que com aproximadamente 6
horas de fermentacdo a producao de etanol é maxima e ap6s o primeiro ciclo de
fermentacdo, a glicose ou sacarose é totalmente consumida apos 2-4 horas de

fermentagdo para as células imobilizadas. Outro parametro para ser estudado seria a
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concentracdo e o tempo de cura da quitosana como revestimento para as esferas de
alginato de calcio. Um aumento na concentragdo e/ou no tempo de cura da quitosana
poderia conferir maior resisténcia mecanica as esferas, porém, por outro lado poderia
dificultar a entrada de substratos e saida de produtos da esfera tornando o processo
mais lento e invidvel, portanto um estudo de otimizacdo da concentracao e tempo de
cura da quitosana seriam interessantes. Além destes, poderia ser estudada a
velocidade de agitacdo em shaker orbital, a diminui¢do da velocidade de agitacdo
diminuiria o atrito mecanico entre as esferas, portanto, elas poderiam permanecer
integras por mais tempo, por outro lado, a diminuicdo da velocidade de agitacdo
poderia dificultar a chegada de substratos até as esferas de modo que o processo
fermentativo poderia se tornar mais longo e o acimulo de produtos nas proximidades
da esfera poderia ndo ser interessante, pois no caso do etanol, ele passa a ser toxico
para as células quando em altas concentragdes (BAI, ANDERSON & MOO-YOUNG,
2008). Outra forma de minimizar o atrito mecanico seria utilizar o borbulhamento de
gas para promover a agitacao adequada ao meio de fermentacdo ao invés de se utilizar
impelidores.

De modo a minimizar os efeitos negativos do atrito mecanico proporcionado
pela agitacao em shaker orbital, o estudo da fermentacdao em reator de leito continuo
seria uma opc¢do interessante, pois nele seria passado um fluxo de meio rico em
nutrientes, a uma vazdo estabelecida e constante, de forma que o atrito mecanico
poderia ser diminuido. O tempo de uso das esferas para este tipo de reator teria que

ser avaliado assim como o empacotamento das esferas.
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Nao foi possivel a imobilizagdo de células de S. cerevisiae em 6xido de zirconio e
em montmorilonita K 10. Os experimentos que avaliaram a absorbancia dos sistemas
oxido de zirconio + células de S. cerevisiae e montmorilonita K 10 + células de S.
cerevisiae ao longo do tempo, mostraram que ndo houve a imobilizacdo das células
nestes materiais, pois nao foi observada a diminuicdo da absorbancia nestes sistemas,
0 que permite dizer que nao ocorreu imobiliza¢do celular.

Foi estudada a modificacdo do potencial zeta ({) negativo, -23,3 mV, da
superficie do 6xido de zirconio, pois a S. cerevisiae também apresenta potencial zeta
(¢) negativo, que pode variar de -17,5 mV a -16,1 mV (BOWEN, LOVITT & WRIGHT,
2001). Com a modificacao do potencial zeta (¢) da superficie do 6xido de zircénio,
obteve-se um potencial zeta ({) positivo de 38,7 mV, no entanto os experimentos
demonstraram que ndo houve a imobilizacdo das células de S. cerevisiae em 6xido de
zirconio modificado, indicando que algum parametro apresenta maior influéncia que a

atracdo eletrostatica neste tipo de imobilizagao.
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