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Resumeo

No presente trabalhc foram preparadas e caracterizadas
particulas de biocatalisador constitulidas de células aerdbias
vidvels 1mobilizadas em alginato de densidades variadas. Como
sistema modelo de células aerdbias viaveis fol usado uma linhagem
de células do género Acetobacter altamente predutora de 4&cido
acético.

0Os suportes de alginatc de densidades variadas foram
preparados mediante a adigdo de diferentes quantidades de a-alumina
(material 1nerte) & matriz do gel. Para assegurar a mesma
distribuig8o de células no biocatalisador preparado, a a-alumina
foi confinada em uma regidc no nicleoc das particulas, a gqual foi
recoberta por uma suspensdo concentrada de células em solugdo de
alginato. As particulas com essa configuragdo e de diametros
aproximadamente uniformes foram obtidas através de extrusdo
simulténea de duas scolugbes de gel de diferentes concentragdes, em
um ejetor constituldo de dois tubos capilares concéntricos.

As particulas de biocatalisador foram caracterizadas em
fungdo da concentragdo inicial de células vidveis imobilizadas,
estimada através da taxa especifica de respiracdo celular; da
densidade das particulas, determinada através da velocidade
terminal de queda das mesmas e do seu desempenho no processo de
oxidagdo do etanol a acido aceético em reator de leito fluidizado.
0 desempenho do biocatalisador foil anallsado através do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio gas-iiquido, Ka, e da
produtividade de &cido acético, P, ambos determinados no estado

estaciondrio, com o sistema operando em continuo.



Para caracterizar os efeltos da densidade das particulas na
transferéncia de oxigénic gas-liguido, propde-se uma correlacgdo
empirica entre o coeficlente wvolumétrico de transferéncia de
oxigénio gés-liquido, a fragdo sdélido-liguido, £,,, © © nimero de
Reynolds da particula, Rm.

Un modelo matemético simplificado para a predigdo da
produtividade de acide acético €é proposto, considerando a
transferéncia de oxigénic gas-ligquido como a etapa limitante do
pProcesso.

As particulas de biocatalisador apresentaram-se estdvels no
processo continuo em biorreator de leito fluidizado. Particulas
mals densas promoveram maiores taxas de transferéncia de oxigénio
da fase gasosa para © meio liguido e, por consegulnte, maiores
produtividades de &cido acético.

0s resultados obtidos demonstram a potencialidade de
biocatalisador preparadce com particulas mais densas de gel de

alginato para o uso em processos com células aerdbias vidvels.
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Capitulo 1

introducao

0 emprego de células imobilizadas em processos fermentativos
continuos apresenta algumas vantagens em relag8oc aos processos
submersos, tals como a possibilidade de manutengdo de elevadas
concentragdes celulares nos biorreatores, obtengdo de elevadas
produtividades, uso repetido do biocatalisador e possibilidade de
operagdc sem gue ocorra a lavagem de c¢élulas do processo.

Dentre o©0s varios suportes usados, destacam-se o0s géis
hidrofilicos, pela simplicidade com gue as células podem ser
oclusas nestes suportes e pelas condigdes amenas que cferecem para
o crescimento celular na sua matriz. O alginato, em particular,
além dessas wvantagens apresenta uma grande facilidede no manuseio
e preparagdo de matrizes sélidas.

A grande limitagdo da imobilizag&o de células em gélis € a
resisténcia difusional ao transporte de nutrientes para o interlior
da particula. Por esse motivo, células estritamente aerdébias, que
necessitam de grande quantidade de oxigénio, sd8o encontradas
vidveis somente em regides muito proximas & superficie das
particulas de gel.

Os processos que utilizam células aerdbias imobllizadas em
géis hidrofilicos sdc normalmente conduzidos em equipamentos que
promovem uma transferéncia de oxigénio eficlente no sistema.
Riorreatores de leito mével, tais como os de leito fluidizado,
promovem uma boa aeragdc do sistema, evitando danos causados pela
agitacdo mecénica aos suportes frageis de gel. No entanto, a baixa

densidade das particulas de gel, aproximadamente igual & da &gua,
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impede a operac¢do dos biorreatores com particulas de géis a taxas
de aerag8o elevadas. Uma alternativa para contornar esse problema
é a ilmobilizagl8o das células em particulas mals densas de gel.

Por outro lado, resultadocs experimentals com outros suportes
s¢lidos, citados na literatura, mostram gue a transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para o meio liguido €& beneficiada pelo
aumentc da densidade das particulas.

Dentro desse contexto, particulas mais densas de gel aparecenm
como suportes multo promissores para & imobilizag8o de células
aerébias vidaveis, com potenciais beneficios para processos
conduzidos em blorreatores de leito fluidizado.

Essas razdes motivaram o desenvolvimento deste trabalho, cujo
objetivo geral é implementar uma metodologia de preparagdo de
particulas de biocatalisador constituidas de células aerdblas
vidvels i1mobillizadas em particulas de gel de alginato de densidades
variadas, caracterizar propriedades do biocatalisador e o seu
desempenho em processo fermentativo conduzido em biorreator de
leito fluidizado.

Para atingir esse objetivo, fol empregada uma linhagem de
células do género Acetobacter, altamente produtora de 4&cido
acético, para utlilizagdo como sistema modelo de células aerébias
imobilizadas em um processo onde a transferéncia de oxigénio é a
etapa limitante.

A preparagao e caracterizagdoc de propriedades do
biocatalisador tiveram os seguintes cobjetivos especificos:

- implementar uma metodologia simples e reprodutivel para a
obtencdo de particulas de gel de densidades variadas;

- assegurar a mesma distribuicéo de células no
biocatalisador, para gque somente o© efeito da densidade das
particulas pudesse ser analisado;

- determinar a taxa especifica inicial de respirag¢do celular,
como propriedade que caracteriza a concentragdo inicial de células

imeobilizadas;
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- determinar a velocidade terminal de gqueda das particulas de
gel em dgua, como medida indireta da densidade das mesmas.

A caracterizacgdo do desempenho do biocatalisador no processo
fermentativo continuo, conduzido em biorreator de leito fluidizado,
teve como objetivos especificos:

- delinear regimes operacionais uUtels em funcdo da densidade
das particulas no processo continuo de oxidagdo do etanol a &cido
acético;

- identificar os perfis de produtividade e transferéncia de
oxigénio na fermentacgdo continua em fungdo da taxa de diluigéo,
para particulas de bioccatalisador de vé&rias densidades;

- correlacionar o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénic gés-~liguido com a fracdo sdlido-ligquide no reator, e com
o nimero de Reynolds da particula;

- propor um modelo matematico simplificado para descrever o
processo difusdo-reagdo e predizer a produtividade global de &acido
acético.

A metodologia utilizada na coleta e andlise dos dados, bem

comc os resultados obtidos, sdo apresentados nos capitulos

subseqientes.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

A primeira parte desse caplitulo tem como objetive apresentar
uma revisdo blbliogrdfica da imobilizag8o de células microbianas em
géis hidrofilicos. N&o se pretende analisar a vasta gama de
processos que utlilizam células imobilizadas em géis hidrofilicos
come suportes, mas apresentar os principais fatores que afetam a
imobilizag&o de células nesses suportes.

Neste trabalho foram considerados como sistema modelo, as
células de Acetobacter e a fermentacldo acética. Por esse motivo,
nessa revisado bibliogréfica enfocou-se o©s seguintes aspectos
gerais: fermentagdo acética, imobilizacdo de células de Acetobacter
em suportes sé6lidos, e caracteristicas dos processcs com células
acéticas imobilizadas em géis hidrofilicos.

Finalmente, na tltima parte deste capitulo sdo apresentados
resultados de estudos de transferéncia de massa em sistemas gés-

liguido e gas-liquido-sdélido.
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2.1 Caracteristicas gerals dos processos com células

imobilizadas

0 cultivo continuo com c¢élulas imobilizdas € caracterizado
pela coexisténcia de células livres e imobilizadas. Uma andlise da
curva de produtividade em funcdo da taxa de dlluigdo mostra a
presenca de uma regldc de méxima produtividade, apbés a gual a
produtividade cal até permanecer constante com a taxa de diluigdo.
A existéncia do méaximo é devida & presenga de células livres no
sistema, coexistindo com as células imobilizadas. Para taxas de
diluicdo maiores que a da lavagem das células livres, a consténcia
da produtividade deve-se & contribuig¢doc maxima das c¢élulas
imobilizadas. A Figqura 2.1 ilustra a coexisténcia e a contribuicé&o

das células livres e imebillzadas para a produtividade global.

Contribuigiio da
células livres

Max. contribuigdo
das células imobilizadas

Produtividade

Taxa de diluigdo

Figura 2.1 - Perflil ilustrativo da produtividade versus taxa

de diluigdo (Webb, Black e Atkinson, 1986).
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Um outro aspecto muito importante na fermentacg&o com células
imeobilizadas é a retencdo de biomassa na particula. Células viédveis
guando imobilizadas em suportes porosocs crescem no seu interior, e
um excesso de biomassa ocupa a parte externa formando uma camada ao
redcocr da particula. A espessura da camada externa & controlada
pelas condigdes fluidodinémicas dec biorreator. Nesses casos, a
agitagdo, o movimento das particulas no fermentador e as interacdes
entre elas exercem um papel importante na retencdo de células na
particula. Na maioria dos casos, guando o microorganismo apresenta
uma elevada taxa de crescimento na particula, observa-se o
desprendimento de células da particula e mesmo na regidc de altas
taxas de diluigdo, a produtiwvidade global é uma fungédo da presencga

de células suspensas e de células imobilizadas.
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2.2 Imobilizacdo de células em géis hidrofilicos

Segqundo Sun, Nozawa e Furusaki (1988), o0& suportes para
imobilizag8oc de células s8o geralmente géis hidrofilicos tais como:
alginato de sédio, x-carragena e outras resinas.

Ogbonna, Amanc e Nakamura (1989) investigaram diferentes
fatores que influenciam a estabilidade de particulas de gel de
alginato de cdlcio contende células viaveis imobilizadas. Segundo
eles, o alginato de sddio tem sido amplamente utilizado para a
imobilizag8oc de células vidvels, mas ndo hd uma uniformidade nas
condi¢des de imobilizagdo. Encontraram, entre outros fatores, que
a populacgdo inicial de ceélulas por particula de gel, o periodo de
solidificag¢8o ou gelificagdo em solugdc de cloreto de cdlcio, e a
concentragdo de alginato de s&dio usada para a imobilizagdo celular
sdo os fatores mails importantes que afetam a estabilidade de
particulas de gel durante a fermentagdo. A estabilidade das
particulas fol determinada através do monitoramento do tempo de
solubilizagdo das particulas em solugdo tampdo citrato 0,2 M, em pH
5. Concluiram que, usando uma populag¢do celular inicial em torno de
10° células de Saccharomyces cerevisiae por mL de solucgdo de
alginato de sd6dio 2% (p/v), e solidificando as particulas por pelo
mencs 22 horas em solugdo de cloreto de cédlcio 0,2 M apés a
imobilizacgdo, & porcentagem de particulas gue apresentou fissura
durante o processo fermentativo fol altamente reduzida. Essas
fissuras desenvolvidas nas particulas de gel durante a fermentagédo
podiam ser atribuidas aos métodos e condig¢bes de imobilizagdo. O
nimero de células vidvels permaneceu mais ou menos constante até 25
horas de gelifica¢do, e a estocagem das particulas de gel em
solugdo de cloreto de cdlcio 0,2 M a 4°C por 5 semanas ndo resultou
em uma reducdo significativa na viabilidade celular. Os mesmos
autores verificaram que, sem a adigd@o de cloreto de calcio no meio
fermentativo virgem, as particulas foram estdveis por 9
fermentagBes consecutivas (em batelada), num periodo total de 1

més. Por dltimo, verificaram, também, que as fissuras no gel nao
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foram devidas a&s perdas de Ca® do gel e sim devido ao CO, resultante
do metabollsmo celular.

Paz, Santana e Eguchi ¢1%93) verificaram o efeitoc da
concentragd@oc de cloreto de célcio na atividade de biocatalisador
constituido de alginato e células de Acetobacter. Obtiveram
bioccatalisador mais ative guando enmpregaram uma concentracgéo de
CaCl,.2H,0 de 0,2 M.

Muitos trabalhos para a produgdo de substéncias Gtels por
células imobilizadas em matrizes poliméricas tém sido publicados.
Embora a fédclil separagdo das células do produto seja considerada um
dos méritos importantes dos sistemas com células imobilizadas, tal
vantagem ndo tem gido totalmente aproveitada devide & £facil
liberacdo de células gue ocorre da matriz polimérica para o meio
fermentativo. No caso de particulas de alginato produzidas pelo
método de imobilizagdo convencional, as células sdo homogeneamente
distribuidas no gel. As c¢élulas na superficie e prdximas a ela
podem facilmente liberarem-se das particulas para o meio e,
subsegientemente, crescerem muito rapidamente num meio mais rico em
oxigénio do gque nas particulas. Tanaka, Irie e Ochi (1989)
desenvolveram, entédo, um novo método de imobilizagdo, o qual
impedia a liberagdc de células da matriz polimérica para © melo. As
células foram imobilizadas em fibras de dupla camada de alginato.
As células foram restritas apenas a camada interna, enquanto que a
camada externa ajudava a impedir a liberagdc de células. As
condigdes de 1imobilizacdo utilizadas foram: concentragdoc de
alginato: 2 % (p/v); concentragdo de CalCl,: 0,1 M; tempo de
gelificagdo: 1 h & temperatura ambilente. As vazdes das solugles
poliméricas externas e internas, na preparagdo das fibras, foram de
3,8 mL/min e 1,9%mL/min, respectivamente. As fibras eram obtidas
apdés o bombeamento de 10 mL de solugdo interna. Verificaram que,
gquando este sistema fol testado em fermentagdo continua, a produgdo
normal de etancl, a partir de glicose com células de Saccharomyces
sp. fol mantida por 300 horas sem a liberag¢do de células da matriz

polimérica. Entretanto, na segunda fermentag@o em batelada, o CGQ,
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produzido n&oc pdéde se difundir da fibra e eventualmente, levou &
ruptura da mesnma.

Jamuna et al. (1992) efetuaram um estudo do tipo planejamento
fatorial completo, determinando as concentragfes 6timas de alginato
de sdédio (% pesoc), cloreto de cdlclo (M) e células de levedura (%
peso), além do tempo de gelificag¢do (h) para o aumento de
estabilidade do gel. Todos estes pardmetros, exceto a concentracgo
celular, tiveram um forte efeito na estabilidade das particulas.
Entretanto, a concentragdo celular ndo pode ser ignorada, devido a
sua importéncia na fermentag&o. As faixas das varidveis pesqguisadas
foram: concentragdo de alginato: 1 a 3 %; concentragdo de CaCl,:
0,05 a 1 M; concentragéoc celular: 2,5 a 12,5 %; tempoc de
gelificagdo: 2 a 20 horas. A melhor situa¢do encontrada para a
estabillidade das particulas de gel e conversdc na fermentacgdo com
Saccharomyces cerevisiae fol: concentragdo de alginato: 2,782 %;
concentragado de CaCl,: 6,877 M; concentragao celular: 7,25 %; tempo
de gelificagdo: 14,8 horas.

Moraes (1991) desenvolveu uma sistematica de preparagdo de
inbéculo ativo de elevada concentrag¢do celular, gue se mostrou
fundamental para a imobilizacdo de células vidveis de Acetobacter
em gélis hidrofilicos. Estudou a influéncia das condigdes de
preparacdo de um bilocatalisador ativo e testou seu desempenho na
fermentagdo continua, utilizando um biorreator de leito fluidizado
trifdsico nd@o convencional, de geometria cilindrico-cdnica. Foram
testados suportes a base de x-carragena, alginato de sédio e
pectina citrica, com duas concentrag¢des iniciais de células (10° e
107 UFC/mL) e meio de gelificagdo diluido em &gua destilada ou em
meic de fermentacgdo. Obteve melhores resultados de conversdo de
etancl a &acido acético com o gel de carragena, verificando que
somente a partir de concentracgdes iniciais de células da ordem de
10° UFC/mL se obtém um bom crescimentc microbiano nos géis.
Empregando ¢ meio de gelificacgdo diluide em &gua, a pesquisadora

obteve menor fragmentacgldo dos géis.
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Pode—se observar, por estes trabalhos citados, gue a obtencgéo
de biocatalisadores ativos de células microbianas imobilizadas em
géis hidrofilicos depende principalmente da concentrac¢do de células

vidveis e das varidvels de preparac¢do das particulas de gel.
2.3 Aspectos gerais da fermentacdo acética
2.3.1 Bactérias acéticas
2.3.1.1 Classificagao

As bactérias aceéticas caracterizam-se pela capacidade de
oxidarem o etancl a dcido acetico em pH &cido. Estas bactérias
estritamente aerdbias se apresentam ao microscdplo sob a forma de
pequenos bastonetes gram negativo, geralmente agrupadas em pares e
&s vezes em cadeia. Dependendo da idade, as células podem também,
apresentar um resultado positivo para o teste de gram, tormando-se
roxas {(Krieg e Holt, 1984). O tamanho delas varia de 0,5 a 0,8 um
de largura e 0,9 a 4,2 um de comprimento. Existem as espécies
imévelils, outras méveis com flagelos peritriquicos. Algumas espécies
sdo pigmentadas e produzem as vezes celulose e polissacarideocs.

As primeiras tentativas de classificagdo foram de Hansen
(1894). Visser’'t Hooft (1925) foi o primeiro a propor uma
classificagdo baseada em critérios bioquimicos. Asal (1934,1935)
propds a criacdoc de 2 géneros: Acetobacter e Gluconobacter.

Frateur {1950) teve o0 mérito de reduzir bastante o numero de
espécies. Ele propbs a subdivis8o do género Acetobacter em quatro
grupos bioguimicos: peroxydans, oxidans, mesoxydans, suboydans.

Ap6s, Leifson (1954) distinguiu dentre as bactérias acéticas
aquelas gque tém flagelos peritriquicos e oxidam o acetato,
denominando-as Acetobacter, daquelas gue tém o] flagelo
monotriquico, Acetomonas. Carr e Shimwell (1961) propuseran

substituir Acetomonas por Gluconobacter.
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As experiéncias de hibridacdo de Gillis e De Ley (1980)
mostraram gue na realidade, os 2 géneros deveriam ser reagrupados
na mesma familia das Acetobacteriaceae. A 9% edigdo do manual

Bergey reteve esta proposigdo.
2.3.31.2 Metabolismo
2.3.1.2.1 Oxidacao das fontes de carbono

A particularidade das bactérias acéticas € a capacidade de
oxidar uma grande variedade de substratcs e de acumular guase
integralmente os produtos nog meio.

As bactérias acéticas possuem as enzimas desidrogenases muito
ativas situadas nas suas membranas (Matsushita et al , 1985) e
intimamente ligadas a cadeia citocrémica.

Além das enzimas na membrana, as bactérias acéticas possuen
a enzima &lcool-desidrogenase e acetaldeido-desidrogenase ligadas
ao NAD' e ao NADP' (King e Cheldeling, 1952), que levam & formacgdo

do dcido acético.
2.3.1.2.2 Oxidacdo do acetato

As Dbactérias do género Gluconobacter ndo podem oxidar o
acetato pois elas ndc possuem o ciclo tricarboxilico. J& as
bactérias do género Acetobacter possuem todas as enzimas do ciclo
tricarboxilico (Rao, 1955) e, portanto, podem reoxidar o acetato.
Algumas espécies de Acetobacter possuem também as enzimas do ciclo
glioxilico (Leisinger, 1965); elas podem, ent&o, utilizar o etanol
como Gnica fonte de carbono no meilo de Hoyer (1898).

As bactérias do género Acetobacter (Divies, 1972) oxidam o
etanol a &cido acético e, em seguida, oxidam o acetatoc pois o
etanol se esgotou do meio de cultura. O etanol inibe as enzimas de
oxidagdo do acetato, e o acido acético inibe sua prdpria oxidagdo

para concentragdes supericores a 14 g/L de dcido, num pH igual a 3.
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2.3.1.2.3 Kecessidades nutricionails

As necessidades das bactérias acéticas dependem estritamente
da fonte de carbono.

As bactérias que realizam a fermentacdo acética a partir do
dlcool sd8sc susceptivels & se desenvolverem num melc mineral com
duas fontes de carbono; a glicose e o etancl. Mas, com o0s
substratos utilizados na indidstria, as necessidades nutricionais
s80c mais complexas e 0 crescimento das bactérias necessita da
adigdo de extrato de levedura (Divies, 1970)

Estas bactérias utilizam o  oxigénio numa relagéio
estequiométrica para a oxidacgdo do etanol, sendo reguerido um mol
de oxigénio para produzir um mol de a&cido acético, com uma produgdo
insignificante de gas carbdnico e apenas tragos de produtos

secund&rios.

2.3.1.2 Consideracoes sobre linhagens de bactérias acéticas

As industrias utilizam linhagens que ndo sdo provenientes de
culturas puras. Experiéncias de laboratdrio, freqgiientemente,
mostraram a dificuidade de conservar as carateristicas dessas
linhagens para se efetuar & fermentagdo. A explicacgdo desta
variabilidade ainda continua sendo pesguisada.

Assim, a sociedade FRINGS achou mais prédtico inocular os
Acetadores numa fabrica por uma linhagem j& adaptada a altas
concentragdes de Acido acético e mantida em cultura continua numa
planta piloto.

Recentemente, Paz (1992) usou uma cultura de Acetobacter sp.
isolada de uma usina de alcool e agicar. A linhagem estd depositada
na Coleg&o de Culturas Tropical da Fundagdo Tropical de Pesquisa e
Tecnologia "André Tosello" (Campinas, S.P., Brasil) com o cdédigo de
identificacg8&o: CCT 2026. Essa linhagem permitiu se trabalhar com
uma concentragdo de etancl, no melo de fermentacdc, mals elevada

que a usual e mostrou-se boa produtcra de acido acético. No
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entanto, o pesquisador verificou fortes efeitos inibitérios na taxa
de respiragdo celular para valores de concentracdo de dcido acético

a partir de 14 g/L.
2.3.2 Processos convencionais

O primeiro processo para a produgdo de dcido acético colocado
em operacgdoc pelo homem consistiu na conversdo esponténea do vinho
em vinagre, sob a ag¢8oc de bactérias encontradas em frutas, deixando
o vinho em contatc com o ar. Posteriormente, outros processos
surgiram com o intuito de melhorar a producdo de &cido acético
dentre os quais, destacam~se o processo d’Orléans e © processo

répido de Frings.
2.3.2.1 O processo d'0Orléans

No processo d'Orléans, o melo a ser acidificado é
simplesmente armazenado em tonéis até 3/4 do volume total. Apds o
desenveolvimento da cultura "mde", o etanol presente nc meio &
transformado em Aclido acético; renova-se 2/3 do meio acidificado,
tomando-se o culdado de manter a camada microbiana gue se
desenvolve na superficie. Estudando este processo, Pasteur (1868)
demonstrou © papel de microorganismos nessa transformagdo.

Uma caracteristica observada nos processos fermentativos com

c¢é&lulas acétlcas é a formag&oc de pelicula durante o crescimento da

cultura.
2.3.2.2 O processec rapido

Esse processo  foil proposto por Boeehaave (1732) 2]
aperfeigoado em seguida por Kastner, Schuzenbach e Hamen em 1824
(Mitchell, 1926). Neste processc, o melo alcoblico percola sobre
cavacos de madelira. As bactérias acéticas se desenvolvem na

superficie da madeira e encontram as condigbes de aeracgdo
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satisfatdérias para oxidar o etanol. 0 meio liguido & reciclado até
o esgotamento do etanol.
Frings (1832) melhorou o© processo, introduzindo uma aeracgdo

forcada e um controle de temperatura.
2.3.2.32 Fermentacdc submersa

Hromatka e Ebner (1949, 1951, 1959) e Hromatka, Kastner e
Fbner (1951) mostraram gue a fermentacdo acética era conduzida com
bom desempenho em um meic liguido bem aerado. A produtividade
obtida fol de 21 gramas de &cido acético por grama de bactéria e
por hora, a 30°C. Observaram gue interrupg¢des da oxigenagéo
ocasionam uma severa destruig¢do das células e gque a falta de etanol
no meio ocasiona uma parada Iirreversivel do processo. 0Os estudos
relativos ao desenvolvimento desse processo conduziram a operagdo
de um reator adaptado denominado Acetador de Frings (Ebner, 1967),
gque funciona hoje em muitas instalag¢Ces industriais.

Qutras sociedades propuseram, também, reatores adaptados &
indistria de vinagre utilizando o processo submerso, tais como:
VOGELBUSCH GESELLSCHAFT mb.H. (1977), CHEMAP A. G. (PROCESS
ENGINEERING Co. S. A., 1977) e a sociedade CHANSARD.

2.3.3 Imobilizag@o em suportes sélidos

VArios autores estudaram a imobilizac¢&o de células acéticas
em variados suportes.

Kennedy et al. ({(1980) imobilizaram células acéticas enm
particulas de titénioc por adsorgdo, e obtiveram uma produtividade
de % g/L.h, utilizando um reator de leito fluidizado.

Ghommidh, Navarro e Messing (1982) obtiveram desempenhos
semelhantes empregando a adsorg¢do das células de Acetobacter aceti
em suporte cerdmico de Cordierite. Realizaram, também, estudos de
inibig¢dc do processo pelo acido acético num blorreator de leito

fixo e fluxo pulsado. Em estudos preliminares, com células livres,
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mostraram que a produgdo de Adcido acético ndo €& totalmente
dependente da taxa de crescimento microbianc e a produg¢dc continua
a ocorrer, até mesmo, apdés o crescimento cessar. Estes
pesquisadores demonstraram que, a altas taxas de diluigdo, a
difusdoc do oxigénio no filme bacterianc foi a etapa limitante.
Entretanto, a baixas taxas de diluicgdo, efeitos de inibigdo na taxa
de produgdc foram observados devido as concentragdes de &cido
acético produzido. A Dbaixas taxas de diluigdo, perdas por
evaporacdo do etanol foram significativas, devido ao longo tempo de
residéncia do melo no reator.

Ghomidh, Cutayar e Navarro (1986) afirmaram gque as particulas
cerdmicas contendo células Dbacterianas imobillizadas devem ser
densas o suficiente para <circularem rapidamente no reator,
permitindo uma melhor transferéncia de massa no sistema.
Verificaram gue, & medida que se aumentava a taxa de diluicgdo, a
concentrag8o de acide acético no estado estaciondrio diminuia,
devido ao menor ntGmero de células presentes no reator. Para as
taxas de diluicgdo de 0,001/h e 0,07/h, as concentragdes de &acido
acético foram de 89g/L e 13g/L, respectivamente. Esses autores
verificaram, também, a relag&o estequiométrica existente entre o
consumo de etanol e produgdo de acido acético.

Mamba, Kimura e Nagai (1985) fixaram bactérias acéticas em
fibras de polipropileno, as guais permitiam a difusdo do oxigénio
no seu interior; mas, nesse caso, as produtividades obtidas foram
baixas (0,2 g/L.h).

Bar, Gainer e Kirwan (1986) estudaram o comportamentoc de
células de Acetobacter aceti imobilizadas em suporte de troca
idnica de celulose. Definiram o comportamento adsortivo destas
células com varias resinas de troca idnica. Essas resinas mostraram

ser suportes promissores para a imoblliizacd8o de células.
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2.3.4 Imobilizacdo em géis hidrofilicos

Védrios autores realizaram a imobilizagdo de células acéticas
em géis hidrofilicos, tais como, Osuga, Mori e Kato (1884), Sun e
Furusaki (18690), Fumi et al. (1992), Moraes (1991) e Paz {1992}).

Osuga, Mori e Kato (1984) imobilizaram células acéticas por
oclusdo em matriz de gel de x-carragena. As particulas foram
incubadas num blorreator de leito fluidizado com boa aeragéo,
operando em regime continuo. Verificaram gue, apds 2 dias, o nimero
de células no gel alcangava 100 vezes o numero inicial. O oxigénio
foi o fator limitante para o aumento do numero de células e, por
conseguinte, para o aumento da produgdc. Eles observaram, tanto por
microscopia otica quantce eletrdnica, que coldnias de bactérias
foram formadas e constituiram uma camada densa préxima & superficie
do gel. Durante a fermentag¢do, as células foram gradualmente
liberadas do gel para o meio através de crateras na superficie do
gel. Concluiram que, tanto as células no gel quanto as liberadas
contribuem para a produgdo total de &cido acético.

Sun e Furusaki (1990) operando em continuo um biorreator de
leito fluidizado trifésico, usando células de Acetobacter acetl
imobilizadas em alginato de cdlcio, mostraram que tanto as células
imobilizadas quanto as liberadas do gel contribuem para a producédo
de dcido acético. Concluiram que a produtividade foi pouco afetada
pela taxa de diluigéo na fermentagd&o empregando células
imobilizadas. Esses autores propuseram modelos tedricos para o
processo continuo e verificaram gque os modelos concordam
aproximadamente com o5 resultados experimentals obtidos. Os
resultados experimentais e/ou cdlculos tedricos, baseados em
modelos cinéticos, mostraram que as células liberadas do gel foram
importantes na producgdo de acido acético, principalmente quando a
fragdo sélido-liquide £foi peqguena e/ou gquando o didmetro das
particulas de gel fol grande. Reallzaram, também, cdlculos tedricos
gue mostraram gue uma fragdoc sélido-liquido 6tima e/ou tamanho de

particula otima existem a altas taxas de diluig8o, devido ao fato
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do K a depender da fragdo sélido-liguido e do diémetro da particula,
de acordo com & correlagdo para o Ka obtida por eles.

Fumi et al. (1992) investigaram alguns fatores que afetam o
consumo de oxigénio pelas células bacterianas do género Acetobacter
imobilizadas em alginatoc de c&lcio, tais como: concentragdo de
alginato, tamanho das particulas, densidade celular no gel e
imobilizag&o em fibras de dupla camada ou em particulas
convencionais. Trabalharam com concentragdes de alginato de 2, 3 e
4 %, tendo as particulas 1,5; 2,5 e 2,35 mm de dié&metro,
respectivamente. A densidade celular no gel variou desde 10° até 107
células por mL de gel.

Os resultados mostraram gue as taxas méximas de consumo de
oxigénio e desprendimento de células est@c relacionadas com a
concentracdo de alginato e com a concentragdo celular no gel.

Taxas <«e consumo de oxigénio menores foram obtidas em
particulas com concentragdes de alginato de 3 e 4 %. Isto pode ser
devido ao fato da porosidade das particulas de gel diminuir com o
aumento da concentragdo de alginato, e ao didmetro diferente das
particulas. Observaram também, o aumento na liberacdo de células da
matriz quando utilizaram uma solugdo ¢ % de alginato.

A taxa de consumc de oxigénio pelas células Iimobilizadas
pareceu ser dependente da densidade celular, pols aumentando-se a
concentrag@o celular até 108 células/mL de gel, a taxa de consumo
de oxigénio aumentou. Para densidade celular maior gque 10%, a taxa
permaneceu constante, devido & limitagd&o de oxigénio no melo.

Concentracgdes de alginato diferente ndo afetam a viabilidade
celular, porém estocagem longa em solugdes 0,5 M CaCl, a 4°C reduz
o numero de células vidvels.

A imobilizag8o das células em fibras de dupla camada de
alginato ndo interferiuv na wviabilidade celular nem na taxa de
consumo de o©xigénio, e estas {ibras impediram a liberagdoc de
células da matriz polimérica.

Paz, Santana e Eguchi (1993), usande a linhagem de

Acetobacter CCT 2026, conduziram fermentag¢des em continuo com
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células livres e células 1imobilizadas em alginato. Verificaram
rambém, no sistema com células imoblilizadas, gue tanto as células
imobilizadas quanto as liberadas do gel contribuiram para a
produgdo global. Esses autores estudaram a cinética de consumo do
oxigénio, a transferéncia de massa em reator de leito fluidizado e
as caracteristicas de mistura nesse biorreator. Observaram gque a
adicdc de peguena quantidade de a-alumina & matriz de gel, aumentou
significativamente a produgd@o de &cido acético e gque o biorreator

apresentou um comportamento de mistura perfeita.



Capitulo 2 Revisdo Bibliograrfica 19

2.4 Transferéncia de massSa nos processcs
2.4.1 Transferéncia de massa em dispersdes gas-liquido

Calderbank e Moo-Young (1961) desenvolveram técnicas para
medir & Area interfacial em dispersdes géds-liquido. Foi possivel,
assim, obterem coeficientes de transferéncla de massa na fase
liguida nas dispersSes gads-liquido. Os resultados obtidos foram
comparados com outros dados da literatura para transferéncia de
calor e massa em dispersdes liquido-liquido e gds-sdlido, nas gquails
as fases dispersas estdc livres para moverem-se sob acdo da
gravidade.

Os dados foram correlacionados pela seguinte equacgdo:

1/3

Apu.g
Cppc’ pi

Para bolihas de gds malores, gque ndc se comportam como esferas

rigidas, os autores propuseram a seguinte correlagdo:

3
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Em ambas, o coeficiente de transferéncia de massa aumenta com
a diferenga entre as massas especificas da fase dispersa e da fase
continua.

Ho e Ju (1988) estudaram os efeitos da presenga de
microorganismos vivos sobre o coeficiente de difusdo e a
solubilidade do oxigénio no meio de fermentagdo. Ambos decrescem

com O aumento da concentragdo de células no meio de fermentacdo.
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2.4.2 Transferéncia de massa e retencdoc de gés em sistemas

trifasicos

2.4.2.1 Coeficiente de transferéncia de massa e fracgdo

s6lido-liquido

Os varios estudos de transferéncia de massa, realizados em
leitos fluidizados trifdsicos com esferas de vidro, cerémica,
gilica e metais mostraram gue particulas malores e mais densas
gquebram as bolhas de gds mails facilmente que as menores e mais
leves (Fan e Newcomer, 1981). Estudocs de transferéncia de massa com
particulas de Dbaixa densidade foram feitos utilizando géis
hidrofilicos.

Sun, Nozawa e Furusaki (1988) estudaram o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio gés-liquido, Ka, usando
como fase sdélida particulas de alginato de célcio. 0Os resultados
mostraram que ¢ K a fol menor gue em colunas de bolhas, independente
do didmetro das particulas de gel. Além disso, observaram gue o
comportamento fluidodindmico, de mistura e da transferéncia de
massa gads-liquido entre as fases liguida e gasosa diferiram
daquelas encontradas em leitos convencionais de particulas mais
densas. 0s autores concluiram que em sistemas como esse, o fato do
K,a ser menor dque em colunas de Dbolhas & uma carateristica de
particulas de baixa densidade, tals como as de géis. Por outro
lado, o© K,a aumentou para & operag¢do com particulas de diémetro
maior e com menores fragdes solido-liguide.

Em trabalho posterior, Sun e Furusaki (1988) mostraram que as
particulas de alginato ndo tiveram nenhum efeitc sobre a quebra das
bolhas de ar. A diminuigdo do Ka com o dilmetro das particulas é
causada pela reducgdo do coeficiente de transferéncia de massa na
fase liquida, K . Em conseqgliéncia da aderéncia das particulas
menores de gel & superficie das bolhas, diminuinde a é4rea
interfacial gdas-liquido. O valor de K n&o foi afetado pela fragéo

sélido-liquido, g4, . O efeito da gquantidade de sdélidos no sistema
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foi atribuido & reducdo do espago vazio para as bolhas emergirem no
sistema, responsavel pela coalescéncia das bolhas.

0s efeitos da difusdo intraparticula foram considerados por
Sun e Furusaki (1989). Nesse caso, os valores de Ka obtidos foram
de 5 a 20 % malores quando comparados com o obtido no trabalho
anterior, nas mesmas condigbes. Os autores concluiram que a difusdo
intraparticula exerce influéncia marcante no XKa e que a
vrransferéncia de massa ligquido-sélido poderia ser desprezada quando
comparada & difusdo intraparticula, 1isto €, a concentragdo de
oxigénio na superficie do gel & ilgual & do seio da fase liquida.

Paz (1992) mediu o K a para a transferéncia de oxigénio em
biorreator trifdsico com particulas de gel. O Ka aumentou com a
taxa de diluicdo e valores mais elevados foram obtidos com

particulas de gel contendo alumina.
2.4.2.2 Retencao de gas

Bly e Worden (1990) examinaram os efeitos de alguns
pardmetros na reten¢do de gds num biorreator de leito fluidizado
trifdsico. Os resultados experimentais mostraram gque a retengdo de
gés & fortemente afetada pela velocidade superficial do liquido,
tamanho e densidade das particulas, concentragdo de eletrdlitos no
meio, tipo de dispersor de gas e temperatura. Observagdes
gquantitativas e qualitativas foram feitas utilizando particulas de
vidro e particulas de gel de baixa densidade. Verificaram que o
grau de coalescéncia das bolhas e o modo de fluidizagdo foram
altamente dependentes de cada sistema. O sistema com particulas de
baixa densidade comportou-se de modo muito diferente gquando
comparado ao sistema com particulas de vidro. Mais notavelmente, a
coalescéncia de Dbolhas £foi observada sob muitas condigdes
operacionais para o sistema com particulas de gel. O grau de
coalescéncia fol dependente, principalmente, do dié&metro da
particula e tipo de ligquido, até mesmo utilizando-se uma solugéo

0,2 M de CaCl,, considerada ndo-coalescente, a coalescéncla das
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bolhas esteve presente. Outra diferenca entre os sistemas com
particulas de vidro em relac¢do aos com particulas de gel foi o modo
de fluidizacgdo. As particulas de vidro foram fluidizadas
principalmente pela ascensdo do liguido; a vazdo de gé&s ndo ajudou
na fluidizac8o da fase sélida. As particulas de gel, por outro

lado, foram parcialmente fluidizadas pela fase gasosa.
2.4.3 Medida da concentragdo de oxigénio dissolvido

Eiki e Osono (1990) estimaram a concentracac de oxigénio
dissolvido num fermentador como uma funcgdo do tipo de Michaelis-
Menten. Segundo eles, medidas diretas com um eletrodo de oxigénio
fornecem apenas um valor no melc ambiente do sensor, sem fornecer
valor representativo indicando o ambiente todo do fermentador.

Martinez, Galindo e Salvador (1989) determinaram a influéncia
da posicdo do distribuidor de gds na determinagdo do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio em fermentadores
convencionais de quatro diferentes tamanhos. Concluiram gque a
influéncia da posigdoc do distribuidor no Ka € mais evidente a
medida gue o tamanho dos tangues aumentou. A fim de avaliarem,
também, se a posigdo do eletrodo de oxigénio tinha algum efeito nos
valores de K&, fizeram algumas determina¢des num tanque de 0,416
m de didmetro. A posig¢do do eletrodo foi variada em termos de
altura e obtiveram valores semelhantes de Ka. Concluiram gque o
tempo de mistura € muito pegqueno em comparagdc com o tempo
requerido para medidas de K a, portanto, poderia ser assumido gque
a tens@o do oxigénio era uniforme em todo o tangue e gue a posicédo
do eletrodo ndo afetou as medidas de K a de maneira significativa.

Paz (1992) estudou uma melhor posigdc da localizacdo do
eletrodo de oxigénio num biorreator de leito fluidizadoe circulante,
a fim de que as medidas ndo sofressem interferéncias. Obteve poucas
oscllagdes nas medidas de <concentracdo de oxigénio dissolvido
quando o eletrodo fol colocado 5 cm acima do fundo, formando um

angulo de 45° com a horizontal.
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Capituio 2

Materiais e Métodos

Neste capitulo serdoc apresentados os principais materiais,
equipamentos e a descrig¢doc da metodologila experimental utilizada no

degsenvolvimento deste trabalho.
3.1 Microorganismo

A linhagem do microorganismo usada foi uma linhagem de
bactéria acética, isolada de uma usina de dlcool e agicar, no ponto
de extracdo do caldo de cana-de-agiicar. Essa linhagem foli isolada
pela Fundagdo Tropical de Pesqguisas e Tecnologia "André Tosello*
(Campinas, S.P., Brasil), FTPTAT, tendo a segulnte nomenclatura e
o respective cdéddigo de ldentificagéoc: Acetobacter sp. CCT 2026.
Essa linhagem fol mantida e estocada em ampolas liofilizadas na

Colegdo de Culturas Tropical, CCT, da FTPTAT.
3.2 Meios de cultura

Nos experimentos foram usados vadrios meios de cultura, de
acordo com as necessidades de cada etapa do processo. O meio de
manutengdo foi usado para a etapa de crescimento inicial das
células em frascos agitados. O meio de propagagdo fol usado para o
crescimento celular em placas de Petri, e o de fermentagdo para os

ensaios posteriores de crescimento celular e produgdo de &cido

acético.
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Os meios de cultura utilizados tiveram as segulntes

composigles:

3.2.1 Meio de manutencao (pH = 7,0)

Extrato de levedura (Difco) 5,0 g
Peptona bactericldéglica (Difco) 3,0 g
Glicose (Ecibra) 25,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

3.2.2 Meio de propagagaoc (pH = 3,0)

Extrato de levedura (Difco) 10,0 g
Peptona bacteriolégica (Difco) 10,0 g
Glicose (Ecibra) 10,0 g
Etancl absolute {Ecibra) 50,0 mL
Acido acético glacial (Grupo Quimica) 10,0 mL
Agar bacterioldgico (Difco) 20,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

3.2.3 Meio de fermentagdo (pH = 4,0)

Extrato de levedura (Difco) 10,0 g
Peptona bacterioldglica (Difco) 10,0 g
Glicose (Ecibra) 10,0 g
Etanol absoluto (Ecibra) 50,0 mL
Acido acético glacial (Grupo Quimica) 5,0 mL
Agar bacteriolégico (Difco) 20,0 g
Cloreto de calcio dihidratado (Ecibra) 1,0 g

Agua destilada 1000,0 mL
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3.3 Polissacaridec para a imobilizacado celular

0 polissacarideo utilizado como suporte na imobilizacdo das
células foil o alginato de s6dio, lote AWK 3647, produzido pela Wako
Pure Chemical Industries Ltd. (Japdo).

3.4 Material inerte para aumentar a densidade das particulas

de geal

Como material inerte para aumentar a densidade das particulas
de gel foi utilizado a-alumina, de massa especifica de 3,2 g/cm’,
fornecida pela Alcoa {Brasil). Em experimentos preliminares foram
testados oS seguintes materials finamente pulverizados: carbeto de
tungsténio (71VF-NS-1), aco inoxidavel (41C e 41C-NS) e titénio-
alumina (1308F), todos fornecidos pela METCO Inc. (Estados Unidos).
As massas especificas desses materiais foram: 13,6; 7,1; e 3,6

g/cm’, respectivamente.
3.5 Sal gelificante

0 sal gelificante utilizado, especifico para alginato de

s6dioc, fol o cloreto de cédlcio dihidratado (CaCl,. 2H,0), da marca

Ecibra.
3.6 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho foram:

- dolis reatores de vidro Pyrex, encamisados, com fundo
cbnico;

- ejetor de tubos concéntricos;

- espectofotdmetro. modelo Spectronic 21 D, de marca Milton

Roy;
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- mesa rotatdria com controle de temperatura, de marca

Superohm;
- autoclave horizontal, marca Sociedade Fabbe Ltda.;

c8mara de fluxo laminar, modelo VLFS$-18-M, marca Veco;

i

balan¢a eletrénica, modelc BG 400, marca Gehaka;

H

banho ultratermostatico, modelo 111, da Fanem Ltda.;

- circulador de dgua, & temperatura constante, modelo 8000,
marca Poly Science;

- compressor de ar Schulz Dentalcompressor, da Metaldrgica
Schulz S.A.;

- medidor de pH, Mettler Delta 340;

- bomba peristédltica Masterflex, com duplo cabegote de
alimentagdo;

- microscépio oOticoe modelo M150, marca Reichert-Jung,
acoplado ao sistema fotografico automatico Photostar, da mesma
marca;

- monitor de oxigénio Ixiocldgico, modelo 53, da Yellow Springs

Instrument Co., € seus acessorios;
3.7 Instalagdes experimentais

As instalagbes experimentals consistiram basicamente do
sistema para a imobilizagdo celular e do sistema de fermentagédo
continua em reator de leito circulante, cujas montagens sdo

descritas a seguir.
3.7.1 Sistema para a imobilizacdoc de células

Na etapa de preparag¢do das particulas de gel de alginato de
sédio contendo células vidveis imobilizadas, utilizou-se um ejetor
apropriadamente construido.

A montagem experimental, em escala de bancada, esta
esguematizada na Figura 3.1. O ejetor é constituido de dois tubos

capllares concéntricos. O tubo externo é de vidro com 3,0 cm de
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altura e 0,1 c¢cm de diémetro interno, aproximadamente. O tubo
interno € uma agulha hipodérmica de 2,6 c¢m de comprimento e 0,05 cm
de di&metro interno. O ejetor € ligado a uma bomba peristdltica de
vazdo constante, com duplo cabegote. Para a obtencdo das
particulas, as solugbes de gel sdo simultaneamente bombeadas
através dos tubos externo & interno do ejetor.

Através deste sistema €& possivel obter-se particulas
aproximadamente esféricas, compostas de duas partes distintas: um
nicleoc mais denso, compostc de gel e material inerte, recoberto

pela suspensdo celular em solugéo de gel.

| . Interior
N g ~alginato de sodio

B +

T BRI ¢-alumina
Ejetor  § —— ——— Exterior
= - alginato de sdio
B " = células

o e 8 o
O ‘ 3 » E
e ® .'e ® B Bomba peristaltica
0,2 M CaCl,.2H,0
Figura 3.1 - Esquema do sistema utilizado para a obtengdc das

particulas de biocatalisador.
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3.7.2 Sistema de fermentacdoc continua em biorreator

A Figura 3.2 mostra um esquema da montagem experimental
utilizado nos testes de fermentagdo continua em bilorreator e na
medida da taxa de respirac¢d@o celular. O biorreator, usado em
trabalhos anteriores desenvolvidos no Laboratério de
Desenvolvimentc de Processos Biotecnoldgicos dessa faculdade
(Moraes, 1991) e (Paz, 1992), € construldo em vidro Pyrex, con
didmetro interno de 6,0 cm e 150 mL de wvolume reacional. O
distribuidor de géds € uma placa de vidro porosa. O mele liquido €
continuamente alimentade através de uma bomba peristdltica a partir
de um tangue de armazenamento de 14 L. Um eletrode polarografico de
oxigénio, estd instaladc & uma altura de 5 cm acima do fundo,
formando um Angulo de 45° com & horizontal. O ar é fornecido através
de um compressor odontolégiceo, passando previamente por um medidor
de vazdo capilar, um umidificador, e sistema de filtros, antes de
entrar no biorreator. A temperatura no biorreator é mantida em 30°C
através da circulagdo de dgua aguecida na sua jaqueta térmica. Essa
dgua é também conectada com o0s reclpientes de consumo de oxigénio.
Um condensador, c¢olocado na salda dos gases, evita o arraste

acentuado de etanol e agua do biorreator.
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Figura 3.2 -~ Esquema da montagem experimental do sistema de
fermentagdo. 1 - ar; 2 - wvéalvula; 3 - umidificador; 4 -
condensador; 5 - flltros de ar; 6 - antiespumante; 7 - tangue de

alimentag¢do; 8 -~ bomba peristéltica; 9 - biorreator; 10 - saida do

biorreateor; 11 - A&gua com temperatura controlada; Monitor de
oxigénio biolégico: 12 -~ eletrodo de oxigénic dissolvido; 13 -
analisador de oxigénio dissolvido; 14 - registrador; 15 -

recipiente com controle de temperatura através de camisa com dgua

e locais para receber as amostras.

NG
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3.8 Métodos analiticos
3.8.1 Determinacac da concentracaoc de acido acético

A andlise do acido aceético foi feilta por titulag¢doc com uma
solucdo aguosa de hidréxido de sdédio 0,05 N, utilizando-se

fenclftaleina como indicador.
3.8.2 Determinacgdc da concentracgac celular

A determinagdo da concentracdo celular de células livres no
meio de cultura fol realizada por dois métodos dlstintos: contagem
de colbénias em placas de Petri e medidas da absorblncia de
solugbes. No primeiro caso, semeava-se uma aliquota de 0,1 mL de
amostra, convenientemente diluida em 4&gua esterilizada, na
superficie de meio de propagag¢do contido em placas de Petri. Apés
incubagdo por 48 a 60 horas em estufa a 30°C, contava-se as coldnias
crescidas com o auxilio de uma lupa. Os resultados eram obtidos em
termos de unidades formadoras de colbnias por mililitro de solugdo,
UFC/mL, considerando-se gue cada célula viavel originava uma
coldénia.

No caso de células imobilizadas em alginato de sddio, estes
géis passavam por uma etapa de solubilizag¢do preliminar, para gque
os microorganismos fossem llberados em solug¢do. Para tal,
adicionava-se cerca de 0,15 g de particulas de biocatalisador em um
erlenmeyer contendo 10,0 mL de solugdo tampdo de citrato 0,1 M, pH
5,0, previamente esterlizado. Esse erlenmeyer era colocado em mesa
rotativa a 30°C e 180 rpm até a solubilizagdo completa das
particulas. A suspensdo obtida era convenientemente diluida em agua
destilada esterilizada e incubada em placas de Petri, seguindo o
mesmo procedimento descrito acima.

A determina¢dc da concentra¢doc celular pela medida da
absorbdncia das solugdes fol feita diluindo-se uma amostra de 5 a

10 vezes em &gqua destilada, de maneira a se trabalhar na faixa
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linear do método. A absorbéncia foi lida em espectrofotdmetro, a um
comprimento de onda de 600 nm. Os valores foram convertidos em
concentragdo celular através de uma curva que correlacionava massa
celular seca com a absorbéncia das respectivas suspensdes
microbianas. No item 3.9.8, encontra-se a descricdo detalhada dos

métodos de obtengao da massa celular seca e construg&c da curva de

calibracgédo.
3.8.3 Determinagdc do pH

O pH das amostras fol medido diretamente através de um

pHmetro.
3.8.4 Determinacac do oxigénio dissolvido

A concentragdo do oxigénio dissolvido fol medida utilizando-
se um eletrodo polarografico & temperatura de 30°C. As leituras
foram feitas como porcentagem da concentragdo de saturacdc do
oxigénio nc meio liquido. A concentracdo de saturag¢do do oxigénio
dissolvido em Agua, 0,2115.107° M, foi obtida de tabelas a 30°C e 1

atm. Adotou-se o mesmo valor para o melo de fermentacdo.
3.9 Procedimentos experimentais
3.9.1 Preparacaéo dos meios de cultura

Os reagentes sélidos dos meios de cultura (extrato de
levedura, peptona, glicose, &gar, cloreto de cédlcio, carbonato de
cdlcio) foram pesados e solubilizados em A&gua destilada, nas
proporgdes citadas no item 3.2 deste capitulo, e esterilizados em
autoclave a 121°C, por 15 minutos.

0 etanol e o &4cido acético foram adicionados aos meios de

cultura apdés a esterilizacdo.
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3.9.2 Preparagac das placas de Petrl

As placas de Petri foram adequadamente embaladas e
esterilizadas em autoclave a 121°C, por 20 minutos. Em seguida foram
transferidas para estufa de secagem. O meio de propagagdo fol

distribuidoc nas placas & temperatura ambiente.
3.9.3 Preparacdo do pré-inoculo

Com © objetivo de obter suspensbes microbianas de densidade
celular elevada, indispensdawvel na fase de 1imobilizagdo, foi
utilizado o procedimento descrito a seguir.

Partia-se sempre de uma ampola liofilizada <contendo o
microorganismo (para garantir a reprodutibilidade dos resultados),
reativava~se a cultura com 0,1 mL de dgua destilada esterilizada
por 15 minutos, e transferia-se esta suspensdo para um tubo de
ensalo contendo 5,0 mL de meio de manutengdo. Incubava-se em mesa
rotativa a 30°C e 180 rpm, por 24 horas. Repicava-se 0,5 mL desta
suspensdo celular para a superficie de cada uma das dez placas de
Petri que continham nmeio de propagagdo, e lncubavam-se as placas em
estufa a 30°C, por 48h. Raspavam-se, cuidadosamente, as coldnias
crescidas em superficie e suspendiam-se as mesmas em 50 mL de meio
de fermentag8o. Transferia-se este material para erlenmeyer de 300
mL de capacidade e incubava-se em mesa rotativa a 30°C e 180 rpm por
27h. O pré-indculo, obtide por este procedimento, apresentava
sempre uma concentragdo celular de Acetobacter da ordem de 107
UFC/mL, adequado para ser utilizado na etapa de imobilizagdc. Esse
procedimento foi baseado na trabalho de Moraes (1991), o qual teve
algumas modificag¢des introduzidas por Paz (1992).

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.
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3.9.4 Preparacac de biocatalisador convencional

A preparagdo de biocatalisador convencional foi feita segundo
a metodologia clédssica de imobilizacgdo de células em géis
hidrofilicos. O processo envolve trés etapas basicas: preparagdo da
solucdo polimérica e mistura do pré-indculo, extrus&o da suspensdo
resultante dessa mistura em solugdo contendo sal gelificante, e
gelificagdo das particulas.

A solugdo polimérica contendo 4 % (peso/volume) de alginato
de sé6dio em &dgua destilada foi preparada mediante agitacgdo e
aquecimento em banho-maria a 80°C, para obtengdo de uma solugdo
homogénea. Essa solugdo foi deixada em repouso, por 24 horas, para
a eliminacdo de bolhas de ar e esterilizada em autoclave por 15
minutos a 121°C.

0 pré-inodculo era misturado & solug&o de alginato
esterilizada numa razdo de 1:1 (volume/volume), & temperatura
ambiente, e homogeneizado com bastdo de vidro.

Na etapa de extrusdo, a mistura de alginato e pré-indéculo era
gotejada, através de seringa descartdvel Plastipak de 5 mL de
capacidade, em 200 mL de solucgdo aquosa esterilizada de CaCl,.2H,0
0,2 M, & temperatura de 10°C. A seringa era munida de agulha de 1,3
mm de didmetro interno, mantida a uma disténcia de 5 cm da solugdo
gelificante. Com esse procedimento, obtinham-se particulas
aproximadamente esféricas de 1,7 mm de didmetro médio, as quais
foram mantidas imersas em solucgdo gelificante por um periodo de 20
minutos para endurecimento das mesmas.

Imediatamente antes de sua utilizagdo no blorreator, as
particulas eram separadas da solugdo, por filtragdo, sendo em
segquida lavadas com 200 mL de &gua destilada esterilizada para
remocdo do excesso de gelificante.

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.
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3.9.5 Preparacao de biccatalisador de densidade variada

A preparacgdo de bilocatalisador de densidade variada envolveu
as trés etapas bésicas descritas no item anterior, com modificagoes
para a incorporagdo de material inerte nas particulas.

Em ensalios preliminares, o material inerte fol dispersc na
solugdo de alginato. O pré-indculo foi misturado a essa solugdo, e
as particulas preparadas de &acordo com © procedimento descrito no
item 3.9.5. Os materiais adicionados foram: @-alumina , 7iVF-NS-1
de carbeto de tungsténio, 41C e 41C-NS de acgo lnoxidével e 130SF de
titdnic-alumina. As particulas preparadas com este procedimento
apresentaram um diametro médioc de 1,7 mm e diferentes velocidades
terminais de gueda indicando a diferenga de densidade entre elas.

Nos experimentos posteriores, as particulas foram preparadas
de modo gque o material inerte fosse confinado no nicleo das mesmas,
o qual era recobertoc por uma suspensdo de alginato e pré-indculo.
A metodologia de recobrimento utilizada fol baseada no trabalho de
Tanaka, Irie e Ochi (1992) e adaptada para a obtencgdo de particulas
de densidade variada. Nesses experimentos foram preparadas duas
solugdes aquosas de alginato de concentragdes diferentes: uma
contendo 4 % (peso/volume} de alginato de sbédio e a outra contendo
1 % (peso/volume) de alginato de sédio € 0 %, ou 1 %, ou 5 %, ou
20 %, ou 40 % (peso/volume) de «a-alumina. As solugdes foram
deixadas em repouso, por 24 horas, para eliminagdc das bolhas de
ar, e em seguida, esterilizadas em autoclave por 15 minutos a 121°C.

O pré-indculo era nmisturado com a sclugdo esterilizada isenta
de material inerte em uma razdo de 1:1 (volume/volume).

As solugdbes de gel eram bombeadas para o ejetor de tubos
concéntricos, descrito no item 3.7.1. A solugdo contendo material
inerte era alimentada ao tubc interno e a suspensdo contendo o pré-
inéculo ao tubo externo. A relagdo entre as vazles das solugbes
externa/interna fol de 2,38. Ambas as solugdes eram extrudadas
simultaneamente e as particulas coletadas em 200 mL de solugdo
esterilizada de CaCl,.2H,0 0,2 M, a 10°C. A disténcia entre o ejetor
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e a solugdo gelificante foli mantida em 5 cm nas prepara¢des. A
gelificagdc e a lavagem das particulas para utilizagdo no
biorreator £foram feitas nas mesmas condig¢bes do item 3.9.4. Com
esse procedimento, obtinham~se particulas aproximadamente esféricas
de 3,0 mn de didmetro médio.

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.

3.9.6 Determinacgldc da velcocidade terminal de gueda das

particulas de gel

4 velocidade terminal de queda das particulas foi determinada
em uma coluna de vidro Pyrex, de 45 ¢m de altura e 6 cm de di&metro
interno, contendo Adgua destilada. Foram feitas varias medidas do
tempo necessdrio para as particulas precorrerem 23 cm da coluna.

Com © tempo médio obtido, calculava-se a velocidade terminal de

queda das particulas.
3.9.7 Determinacao da massa especifica das particulas de gel

A massa especifica das particulas de gel fol determinada
através da velocidade terminal de queda das mesmas. Os valores de
massa especifica podem ser obtidos atraves da expresséo
simplificada de velccidade terminal de queda das particula para o

regime intermedidrio (0,4 < Rep ¢ 500}, dada por:

4 (pm_p)zgz 173
e = = dp
225 Pyobao
onde:
j225 v ’
g, =p + ?.M,..,.._._Eﬁ(umi)
ol N 492 ldp
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Em ensaios preliminares fol testada a determinag8o da massa
egspecifica das particulas de gel pelo método do picndmetro. Os
resultados mostraram-se inconsistentes, devidc & imprecisdes na

medida da massa das particulas, em virtude do carédter hidrofilico

do geli.

3.9.8 Coastrugdc da curva de calibragdc da absorbancia em

funcao da concentragdo celular

A concentracdo de ume cultura em crescimento estd relacionada
com a densidade dptica, DO, ou turbidez de uma suspensdo de
células. Com soclugdes dlluidas & obtida uma relagdo linear entre
essas varidvels, podendo-se obter uma curva de calibracgéo
caracteristica do sistema. As diluigbes devem ser realizadas de
mode gue a DO medida seja inferior a 0,5 unidades.

A curva de calibracgdo entre massa celular seca e a
absorbdncia foi estabelecida segundo a seqiiéncia de procedimentos
descritos a seqguir.

Um volume de 10 ml. de pré-inéculo obtido de acordo com o
procedimento 3.9.3 fol adiciconado a 10 mL de &gqua destilada, e a
suspensdo centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos. Em seguida, eram
descartadoz 10 mlL do sobrenadante e as células ressuspensas no
volume residual. A suspensd@c obtida foi filtrada, sob vacuo de 0,84
atm, através de uma membrana millipore de abertura igual a 0,43 um,
de massa determinada previamente.

A torta resultante foli lavada com 10 mL de &gua destilada e
submetida & secagem em estufa a 110°C, por 12 horas, sendo em
seqguida, resfriada em dessecador por 12 horas. Apés esse periodo,
efetuou-se a pesagem repetindo-se a etapa de secagem e resfriamento
em dessecador até que se alcangasse peso constante. A perda de dqua
da membrana fol determinada submetendo-se duas membranas virgens as
mesmas condigbes antericres de secagem e resfriamento. A massa

celular foi calculada subtraindo-se a massa da membrana seca da

massa total.
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foi atribuido a reducdo do espago vazio para as bolhas emergirem no
sistema, responsavel pela coalescéncia das bolhas.

0s efeitos da difusdo intraparticula foram considerados por
Sun e Furusaki (1989%). Nesse caso, os valores de K a obtidos foram
de 5 a 20 % malores guando comparados com o obtido no trabalho
anterior, nas mesmas condig¢des. Os autores concluiram que a difusdo
intraparticula exerce 1influéncia marcante no Ka e que a
transferéncia de massa ligquido-sélido poderia ser desprezada quando
comparada & difusdo intraparticula, 1isto €&, a concentragdo de
oxigénio na superficie do gel & igual & do seio da fase liguida.

Paz  (1992) mediu o Ka para a transferéncia de oxigénio em
biorreator trifasico com particulas de gel. O K a aumentou com a
taxa de diluigdo e valores mals elevados foram obtidos com

particulas de gel contendo alumina.
2.4.2.2 Retencac de gas

Bly e Worden (1990) examinaram os efeitos de alguns
pardmetros na retengdo de gds num bilorreator de leito fluidizado
trifdsico. Os resultados experimentais mostraram que a retengdo de
gads é fortemente afetada pela velocidade superficlal do liquido,
tamanho e densidade das particulas, concentracdo de eletrdlitos no
meio, tipo de dispersor de gds e temperatura. Observagdes
quantitativas e gualitativas foram feitas utilizando particulas de
vidro e particulas de gel de baixa densidade. Verificaram gque o
grau de coalescéncia das bolhas e o modo de fluidizagdo foram
altamente dependentes de cada sistema. O sistema com particulas de
baixa densidade comportou-se de modo muito diferente guando
comparado ao sistema com particulas de vidro. Mais notavelmente, a
coalescéncia de bolhas foi observada sob muitas condigdes
operacionais para o sistema com particulas de gel. 0O grau de
coalescéncia fol dependente, principalmente, do didmetro da
particula e tipo de liquido, até mesmo utllizando-se uma solugdo

0,2 M de CaCl,, considerada ndo-coalescente, a coalescénclia das
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bolhas esteve presente. Outra diferenga entre os sistemas com
particulas de vidro em relagdo aos com particulas de gel foi o mode
de fluidizacgdoc. As particulas de vidro foram fluidizadas
principalmente pela ascensdo do liguide; a vazao de gds ndo ajudou
na fluidizacg8o da fase sélida. As particulas de gel, por outro

lado, foram parcialmente fluildizadas pela fase gasosa.
2.4.3 Medida da concentracdo de oxigénio dissolvido

Eiki e Osono (13990) estimaram a concentracdo de oxigénio
dissolvido num fermentador como uma func8o do tipo de Michaelis-
Menten. Segundo eles, medidas diretas com um eletrodo de oxigénio
fornecem apenas um valor no meio ambiente do sensor, sem fornecer
valor representativo indicando o ambiente todo do fermentador.

Martinez, Galindeo e Salvador (1989) determinaram a influéncia
da posigd@o do distribuidor de gé&s ne determinagdo do coeficiente
volumétrico de transferéncila de oxigénic em fermentadores
convencionais de quatro diferentes tamanhos. Concluiram que a
influéncia da posig@o do distribuidor no Ka € mals evidente a
medida gue ¢ tamanho dos tangues aumentou. A fim de avaliarem,
também, se a posigdo do eletrodo de oxigénio tinha algum efeito nos
valores de Ka, fizeram ailgumas determinag¢des num tangue de 0,416
m de diédmetro. A posigdo do eletrodo fol variada em termos de
altura e obtiveram valores semelhantes de Ka. Concluiram gque o
tempo de mistura € muito pegquenc em comparagdc com © tempo
requerido para medidas de K a, portanto, poderia ser assumido gque
a tensdo do oxigénio era uniforme em todo o tangue e que a posigdo
do eletrodo n&c afetou as medidas de K a de maneira significativa.

Paz (1992) estudou uma melhor posigdoc da localizag&o do
eletrodo de oxlgénio num bilorreator de leito fluidizade circulante,
a fim de gue as medidas ndc sofressem interferéncias. Obteve poucas
oscilacdes nas medidas de concentragdo de oxigénio dissolvido
guando o eletrodo fol colocado 5 cm acima do fundo, formando um

angulo de 45° com a horizontal.
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Capituio 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados os principais materiais,
equipamentos e a descrigdo da metodologia experimental utilizada no

desenvolvimento deste trabalho.
3.1 Microorganismo

A linhagem do microorganismo usada £foi uma linhagem de
bactéria acética, isolada de uma usina de dlcool e agicar, no ponto
de extragdo do caldo de cana-de-agiicar. Essa linhagem fol isolada
pela Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia "André Tosello”
(Campinas, S.P., Brasil), FTPTAT, tendo a seguinte nomenclatura e
o respectivo codigo de identificagdo: Acetobacter sp. CCT 2026.
Essa linhagem fol mantida e estocada em ampolas llofilizadas na

Colegdo de Culturas Tropical, CCT, da FTPTAT.
3.2 Melios de cultura

Nos experimentos foram usados varios meios de cultura, de
acordo com as necessidades de cada etapa do processo. O meic de
manutengdo foi usado para a etapa de crescimento inicial das
células em frascos agitados. O meic de propagagdc foi usado para o
crescimento celular em placas de Petri, e o de fermentagdo para os

ensaios posteriores de crescimento celular e produgdo de 4&cido

acético.
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0Os melios de cultura utilizados tiveram as seguintes

composigbes :

3.2.1 Meio de manuteng&o (pH = 7,0)

Extrato de levedura (Difco) 5,0 g
Peptona bactericldégica (Difco) 3,0 g
Glicose (Ecibra) 25,0 g
Agua destilada 1000,0 miL

3.2.2 Meio de propagagao (pH = 3,0)

Extrato de levedura {Difco) 10,0 g
Peptona bacterioldgica (Difco) 10,0 g
Glicose (Ecibra) 10,0 g
Etanol absoluto (Ecibra) 50,0 mL
Acido acético glacial (Grupo Quimica) 10,0 mL
Agar bacteriolégico (Difco) 20,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

3.2.3 Meio de fermentagdo (pH = 4,0)

Extrato de levedura (Difco) 10,0 g
Peptona bacteriolégica (Difco) 10,0 g
Glicose (Ecibra) 10,0 g
Etancl absoluto (Ecibra) 50,0 mL
Acido acético glacial (Grupo Quimica) 5,0 mL
fgar bacteriolégico (Difco) 20,0 g
Cloreto de cé&lcio dihidratade (Ecibra) 1,0 g

Agua destilada 1000,0 mL
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3.3 Polissacarideo para a imobili:zagdc celular

0 polissacarideo utilizado como suporte na imeobilizagdo das
células foi o alglnato de sd6dio, lote AWK 3647, produzide pela Wako
Pure Chemical Industries Ltd. (Japé&o).

3.4 Material inerte para aumentar a densidade das particulas

de gel

Como material inerte para aumentar a densidade das particulas
de gel foi utilizado a-alumina, de massa especifica de 3,2 g/cma
fornecida pela Alcoa (Brasil). Em experimentos preliminares foram
testados os sequintes materialils finamente pulverizados: carbeto de
tungsténio (71VF-NS-1), ago 1noxidavel (41C e 41C-NS) e titénio-
alumina (1308F), todos fornecidos pela METCO Inc. (Estados Unidos).
As massas especificas desses materials foram: 13,6; 7,1; e 3,6

g/cms, respectivamente.
3.5 Sal gelificante

0 sal gelificante utillizado, especificc para alginato de
g6dio, fol o cloreto de caicio dihidratado (CaCl,. 2H,0), da marca

Ecibra.
3.6 Eguipamentos

0s principais equipamentos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho foram:

- dois reatores de wvidro Pyrex, encamisados, com fundo
cdnico;

- ejetor de tubos concéntricos;

- espectofotdédmetre. modelo Spectronic 21 D, de marca Milton

Roy;
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- mesa rotatdéria com controle de temperatura, de marca

Superohm;
- auntoclave horizontal, marca Sociedade Fabbe Ltda.;

i

c8mara de fluxo laminar, modelo VLFS-18-M, marca Veco;

- balanga eletrénica, modelo BG 400, marca Gehaka;

- banho ultratermostatico, modelo 111, da Fanem Ltda.;

- circulador de agua, & temperatura constante, modelo 8000,
marca Poly Science;

- compressor de ar Schulz Dentalcompressor, da Metalirgica
Schulz S.A.;

~ medidor de pH, Mettler Delta 340;

- bomba peristaltica Masterflex, com duplc cabegote de
alimentagao;

- microscépico Otico modele M150, marca Reichert-Jung,
acoplade ao sistema fotografico automédtico Photostar, da mesma
marca;

- monitor de oxigénio biolégico, modelo 53, da Yellow Springs

Instrument Co., e seus acessdrios;
3.7 Instalagdes experimentais

As 1instalagles experimentais consistiram basicamente do
sistema para a imobilizagdc celular e do sistema de fermentacgdo
continua em reator de leito circulante, cujas montagens sdo

descritas & seguir.
3.7.1 Sistema para a imobilizacac de células

Na etapa de preparagdo das particulas de gel de alginato de
s6dio contendo células vidveis imobilizadas, utilizou-se um ejetor
apropriadamente construido. '

L montagem experimental, em escala de Dbancada, esté
esquematizada na Figura 3.1. O ejetor é constituide de dois tubos

capilares concéntricos. O tubo externo € de vidro com 3,0 cm de
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altura e ©€,1 cm de di&metro interno, aproximadamente. O tubo
interno € uma agulha hipodérmica de 2,6 cm de comprimento e 0,05 cm
de didmetro interno. O ejetor é ligado a uma bomba peristdltica de
vazdo constante, com duplo cabegote. Para a obtengdo das
particulas, as solugbes de gel s8c simultaneamente bombeadas
através dos tubos externo e interno do ejetor.

Através deste sistema € possivel obter-se particulas
aproximadamente esféricas, compostas de duas partes distintas: um
nicleo mais denso, composto de gel e material inerte, recoberto

pela suspensdo celular em solucgdo de gel.

"}féi?i?é—?"'; . Interior
| g ~alginato de sddio

B ;

[ ST a-alumina
Ejetor § - ——  Exterior
— alginato de sddio
; +
B | células
. . . . ‘ ——,
‘ o , ‘;. ) B b a 'I +*
etee s ' B/ Bomba peristaltica
0,2 M CaCl,.2H,0
Figura 3.1 - Esquema do sistema utilizado para a obtencglo das

particulas de biocatalisador.
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3.7.2 Sistema de fermentacic continua em biorreator

A Figura 3.2 mostra um esquema da montagem experimental
utilizado nos testes de fermentag¢do continua em biorreator e na
medida da taxa de respirag8o celular. O biorreator, usado em
trabalhos anteriores desenvolvidos no Laboratério de
Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos dessa faculdade
(Moraes, 1991) e (Paz, 1892), é construldo em vidro Pyrex, com
didmetrc interno de 6,0 cm e 150 mL de volume reacional. O
distribuidor de gds é uma placa de vidro porosa. O meio liquido é
continuamente alimentado através de uma bomba peristdltica a partir
de um tanque de armazenamento de 14 L. Um eletrodo polarogréfico de
oxigénio, estd instalado & uma altura de 5 cm acima do fundo,
formando um Angulo de 45° com a horizontal. O ar é fornecido através
de um compressor odontoldégico, passando previamente por um medidor
de vazdo capillar, um umidificador, e sistema de filtros, antes de
entrar no biorreator. A temperatura no biorreator é mantida em 30°C
através da cilrculagdo de agua aquecida na sua jaqueta térmica. Essa
dgua é também conectada com oOs recipientes de consumo de oxigénio.
Um condensador, colocade na salda dos gases, evita o arraste

acentuado de etanol e dgua do biorreator.
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Figura 3.2 - Esguema da montagem experimental do sistema de
fermentagdo. 1 - ar; 2 - wvalvula; 3 -~ umidificador; 4 -
condensador; 5 - filtros de ar; 6 - antiespumante; 7 - tanque de
alimentacdo; 8 - bomba peristdaltica; 9 - blorreator; 10 - saida do
biorreator; 11 -~ &gua com temperatura controlada; Monitor de
oxigénio bioldgico: 12 - eletrodo de oxigénio dissolvido; 13 -
analisador de oxigénic dissolvido; 14 - registrador; 15 -

recipiente com controle de temperatura através de camisa com &Qua

e locais para receber as amostras.
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3.8 Métodos analiticos
3.8.1 Determinacgdo da concentracdo de acido acético

A andlise do dacldo acético foi feita por titulagdo com uma
solugdo aguosa de hidroxido de sédio 0,05 N, utilizando-se

fenolftaleina como indicador.
3.8.2 Determinacg@c da concentracgdo celular

A determinagdo da concentragdo celular de células livres no
meio de cultura fol reallizada por dois métodos distintos: contagem
de colbénias em placas de Petri e medidas da absorbéncia de
solugdes. No primeiro caso, semeava-se uma aliguota de 0,1 mL de
amostra, convenientemente diluida em &gua esterilizada, na
superficie de melo de propagac¢do contido em placas de Petrl. Apds
incubagdo por 48 a 60 horas em estufa a 30°C, contava-se as colénias
crescidas com o auxilio de uma lupa. Os resultados eram obtidos em
termos de unidades formadoras de colénias por mililitro de solugéo,
UFC/mL, considerando-se gue cada c¢élula viavel originava uma
coldnia.

No caso de células imoblilizadas em alginato de sédio, estes
géis passavam por uma etapa de solubilizacdo preliminar, para gue
os microorganismos fossem  liberados em solugdo. Para tal,
adicionava-se cerca de 0,15 g de particulas de biocatalisador em um
erlenmeyer contendoe 10,0 mL de solugdo tampdo de citrato 0,1 M, pH
5,0, previamente esterlizado. Esse erlenmeyer era colocado em mesa
rotativa a 30°C e 180 rpm até a solubilizagio completa das
particulas. A suspenséo obtida era convenientemente diluida em &qua
destilada esterilizada e incubada em placas de Petri, seguindo o
mesmo procedimento descrito acima.

A determinag8o da concentragdo celular pela medida da
absorbéncia das solugbes fol feita diluindo-se uma amostra de 5 a

10 vezes em &gua destilada, de maneira a se trabalhar na faixa
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linear do método. A absorb8ncia fol lida em espectrofotdmetro, a um
comprimento de onda de 600 nm. Os valores foram convertidos em
concentra¢do celular através de uma curva gue correlacionava massa
celular seca com & absorblncia das respectivas sgsuspensdes
microbianas. No item 3.9.8, encontra-se a descricdo detalhada dos

métodos de obtengdo da massa celular seca e construgdo da curva de

calibracéo.
3.8.3 Determinacao do pH

0 pH das amostras fol medido diretamente através de um

pHmetro.
3.8.4 Determinacgadoc do oxigénio dissclvido

A concentracdo do oxigénio dissolvido foi medida utilizando-
se um eletrodo polarogrdfico & temperatura de 30°C. As leituras
foram feitas como porcentagem da concentragdo de saturacdo deo
oxigénio no meio liguido. A concentracdo de saturagdo do ozxigénio
dissolvido em &gua, 0,2115.10‘3§L foi obtida de tabelas a 30°C e 1

atm. Adotou-se o mesmo valor para o melo de fermentacgdo.
3.9 Procedimentos experimentais
3.9.1 Preparacao dos meios de cultura

Os reagentes sélidos dos melos de cultura (extrato de
levedura, peptona, glicose, Agar, cloretc de cédlclo, carbonato de
cdlcio) foram pesados e solubilizados em 4&gua destilada, nas
proporgdes ciltadas no item 3.2 deste capitulo, e esterilizados em
autoclave a 121°C, por 15 minutos.

O etanol e o 4cido acético foram adicionados aos meios de

cultura apds a esterilizacdo.
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3.9.2 Preparagao das placas de Petri

As placas de Petri foram adequadamente embaladas e
esterilizadas em autoclave a 121°C, por 20 minutos. Em sequida foram
transferidas para estufa de secagem. O meio de propagagdo foi

distribuidoc nas placas & temperatura ambiente.
3.9.3 Preparacido do pré-indculo

Com © objetivo de obter suspensdes microbianas de densidade
celular elevada, indispens&vel na fase de 1imobilizacdo, foi
utilizado o procedimento descrito a seguir.

Partia-se sempre de uma ampola liofilizada contendo o
microorganismo (para garantir a reprodutibilidade dos resultados),
reativava-se a cultura com 0,1 mlL de dgua destilada esterilizada
por 15 minutecs, e transferia-se esta suspensdo para um tubo de
ensaio contende 5,0 mL de meio de manutengdo. Incubava-se em mesa
rotativa a 30°C e 180 rpm, por 24 horas. Repicava-se 0,5 mL desta
suspensdo celular para a superficie de cada uma das dez placas de
Petri gue continham melo de propagagdo, e incubavam-se as placas em
estufa a 30°C, por 48h. Raspavam-se, cuidadosamente, as colénias
crescidas em superficie e suspendiam-se as mesmas em 50 mL de meic
de fermentagdo. Transferia-se este material para erlenmeyer de 300
nL de capacidade e incubava-se em mesa rotativa a 30°C e 180 rpm por
27h. O pré-indculec, obtide por este procedimento, apresentava
sempre uma concentragdo celular de Acetobacter da ordem de 107
UFC/mL, adequado para ser utilizado na etapa de imobilizagdo. Esse
procedimento fol baseado na trabalho de Moraes (1991), o qual teve
algumas modificag¢des introduzidas por Paz (1992).

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.



Capitulo 3 Materiais e Métodos 33

3.9.4 Preparacao de biocatalisador convencional

2 preparacgdo de biccatalisador convencional foi feita segundo
a metodologia cléssica de 1imobilizagdc de células em géis
hidrofilicos. O processo envolve trés etapas baslcas: preparagdo da
solugdo polimérica e mistura do pré-indculo, extrusdo da suspensdo
resultante dessa mistura em solug¢do contendo sal gelificante, e
gelificagdo das particulas.

A solucgdo polimérica contendo 4 % (peso/volume) de alginato
de sdédio em &gqua destilada fol preparada mediante agitacgdo e
aquecimento em banho-maria a 80°C, para obtencgdo de uma solugdo
homogénea. Essa solugdo fol deixada em repouso, por 24 horas, para
a eliminagdo de bolhas de ar e esterilizada em autoclave por 15
minutos a 121°C.

0 pré-indéculo era misturado & solugdo de alginato
esterilizada numa razdo de 1:1 (volume/volume), a temperatura
ambiente, e homogeneizado com bastdo de vidro.

Na etapa de extrusdo, a mistura de alginato e pré-inéculo era
gotejada, através de seringa descartdvel Plastipak de 5 mL de
capacidade, em 200 mL de solugdo aquosa esterilizada de CaCl,.2H,0
0,2 M, & temperatura de 10°Cc. A seringa era munida de agulha de 1,3
mm de didmetro interno, mantida & uma disténcia de 5 c¢m da solugdo
gelificante. Com esse procedimento, obtinham-se particulas
aproximadamente esféricas de 1,7 mm de didmetro médio, as quails
foram mantidas imersas em solucgdo gelificante por um periodo de 20
minutos para endurecimento das mesmas.

Imediatamente antes de sua utilizagdc no blorreator, as
particulas eram separadas da solugdo, por filtragdo, sendoc em
seguida lavadas com 200 mL de &gua destilada esterilizada para
remogdo do excesso de gelificante.

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.
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3.9.5 Preparagdo de biocatalisador de densidade variada

A preparagdo de biocatalisador de densidade variada envolveu
as trés etapas bésicas descritas no item anterior, com modificagbes
para a incorpora¢dc de material inerte nas particulas.

Em ensalos preliminares, o material inerte fol disperso na
solugdo de alginato. O pré-indculo fol misturado a essa solugdo, e
as particulas preparadas de acordo com o procedimento descrito no
item 3.9.5. Os materiails adicionados foram: a-alumina , 71VF-NS-1
de carbeto de tungsténio, 41C e 41C-NS de ago lnoxiddvel e 130SF de
tit&nio-alumina. As particulas preparadas com este procedimento
apresentaram um didmetro médio de 1,7 mm e diferentes velocidades
terminais de queda indicando a diferenga de densidade entre elas.

Nos experimentos posteriores, as particulas foram preparadas
de modo gque © material inerte fosse confinado no nicleo das mesmas,
o qual era recoberto por uma suspensdo de alginato e pré-indéculo.
A metodologia de recobrimento utilizada fol baseada no trabalho de
Tanaka, Irie e Ochl (1992) e adaptada para a obtengdo de particulas
de densidade variada. Nesses experimentos foram preparadas duas
solugbes aquosas de alginato de concentragdes diferentes: uma
contendo 4 % (peso/volume) de alginato de sédio e a outra contendo
1 % (peso/volume) de alginato de sédio € 0 %, ou 1 %, ou 5 %, ou
20 %, ou 40 % (peso/volume) de a-alumina. As solugdes foram
deixadas em repouso, por 24 horas, para eliminagdc das bolhas de
ar, e em sequida, esterilizadas em autoclave por 15 minutos a 121°C.

O pré~indculo era misturado com a solucéo esterilizada isenta
de material inerte em uma razdo de 1:1 (volume/volume).

As solugbes de gel eram bombeadas para o ejetor de tubos
concéntricos, descrito no item 3.7.1. A solugdo contendo material
inerte era alimentada ac tubo interno e a suspens8o contendo o pré-
inéculo ao tubo externo. A relacdo entre as vazdes das solugdes
externa/interna foi de 2,38. Ambas as solug¢des eram extrudadas
simultaneamente e as particulas coletadas em 200 mL de solugédo
esterilizada de CaCl,.2H,0 0,2 M, a 10°C. A disténcia entre o ejetor
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e a solugdoc gelificante foi mantida em 5 c¢m nas preparag¢des. A
gelificagdoc & & lavagem das particulas para utilizagdc no
biorreator foram feitas nas mesmas condigbes do item 3.9.4. Com
esse procedimento, obtinham-se particulas aproximadamente esféricas
de 3,0 mm de didmetro médio.

Todas as etapas foram realizadas assepticamente.

3.9.6 Determinagdc da velocidade terminal de qgqueda das

particulas de gel

A velocidade terminal de queda das particulas foil determinada
em uma coluna de vidro Pyrex, de 45 cm de altura e © c¢cm de dié&metro
interno, contendo dgua destilada. Foram feitas varias medidas do
tempo necessarlo para as particulas precorrerem 23 cm da coluna.
Com o tempo médio obtido, calculava-se a velocidade terminal de

gueda das particulas.

3.9.7 Determinacdc da massa especifica das particulas de gel

A massa especifica das particulas de gel foi determinada
através da velocidade terminal de queda das mesmas. Os valores de
massa especifica podem ser obtidos através da expresséao
simplificada de velocidade terminal de queda das particula para o
regime intermedidrio (0,4 < Rep < 500), dada por:

4 {pp-p)zgz]wa

v, = dp
i 223 Pyobyo J
onde:
! 3
I 225 Ve
) . gmf_&(m;)
Je) pﬁzg ‘¥ 49_2 dp
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Em ensaios preliminares fol testada a determinagdo da massa
especifica das particulas de gel pelo métodc do plcnémetro. Os
resultados mostraram-se inconsistentes, devido & imprecisbes na

medida da massa das particulas, em virtude do cardter hidrofilico

do gel.

3.9.8 Construgadc da curva de calibragao da absorbancia em

funcdo da concentracgio celular

A concentracgdo de umeé cultura em crescimento estd relacionada
com a densidade &éptica, DO, ou turbidez de uma suspensdo de
células. Com solugbes diluidas €& obtida uma relagdo linear entre
essas varidvels, podendo-se obter uma curva de calibracgdo
caracteristica do sistema. As diluig¢des devem ser realizadas de
modo que a DO medida seja inferior a 0,5 unidades.

A curva de calibra¢gd@c entre massa celular seca e a
absorbdncia fol estabelecida segundc a segliéncia de procedimentos
descritos a seqguir.

Um volume de 10 mL de pré-indéculo obtido de acordo com o
procedimento 3.9.3 foi adicionado a 10 mL de agua destilada, e a
suspensdo centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos. Em seguida, eram
descartados 10 mL do sobrenadante e as células ressuspensas no
volume residual. A suspensdo obtida fol filtrada, sob véacuo de 0,84
atm, através de uma membrana millipore de abertura igual a 0,43 um,
de massa determinada previamente.

A torta resultante foi lavada com 10 mL de agua destilada e
submetida & secagem em estufa a 110°C, por 12 horas, sendo em
sequida, resfriada em dessecador por 12 horas. Apds esse perlodo,
efetuou-se a pesagem repetindo-se a etapa de secagem e resfriamento
em dessecador até que se alcancgasse peso constante. A perda de &gua
da membrana fol determinada submetendo-se duas membranas virgens as
mesmas condig¢fes anteriores de secagem e resfriamento. A massa

celular foli calculada subtraindo-se a massa da membrana seca da

massa total.
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As medidas de turbidez foram obtidas diluindo-se
convenientemente o pré-indculo e lendo-se a absorbéncia das

amostras em espectrofotimetro, a um comprimento de onda de 600 nm.

3.9.9 Determinacdoc da massa celular contida nas particulas de

biccatalisador

A concentragdo das células imobilizadas foli determinada
através da quantificag¢do da massa celular seca nas particulas de
biocatalisador. Para tal, preparou-se particulas de biocatalisador
conforme o©s procedimentos descritos no item 3.9.4 e 3.9.5.
Paralelamente, foram preparadas particulas de referéncia, isentas
de células, substituindoc-se o volume de pré-indculo utilizado pelo
mesmo volume de meio de cultura, na solugdo de alginato de sédio.

Ambas as particulas foram submetidas & secagem em estufa a
110°C, por 12 horas, e resfriadas em dessecador por 12 horas. Apés
egsse periodo, efetuou-se a pesagem repetindo-se a etapa de secagem
e resfriamento em dessecador até que se alcangasse peso constante.
A massa celular fol calculada subtraindo-se a perda de 4gua, da
massa das particulas de blocatalisador.

A concentracdo de c¢élulas vidveis, nas particulas do
biccatalisador, fol determinada através da solubilizag¢do das mesmas
em solugdo tampdo citrato 0,1 M, e pH igual a 5,0, seguida de
diluigdes sucessivas e dispersdoc em placas de Petri contendo meio
de prcpagagdo. As placas foram incubadas & temperatura de 30°C por
48 a 60 horas. O numerc de coldnias <rescidas foi contado e a

concentrag&o fol expressa em unidades formadoras de coldnia por mL

de gel.
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3.9.10 Avaliagao dos efeitos da razdo entre as vazdes das

solugdes de alginato de s6dio na preparagi@o dos biocatalisadores de

densidade variada

Estes ensalos foram conduzidos utilizando-se a montagem
experimental descrita no item 3.7.1. A solugdo interna era composta
de alginato (1% p/v) e a-alumina (5% p/v) e a solugdo externa
continha alginato de sédioc (4% p/v) e uma solugdo de pré-indculo.

As particulas de biocatalisador foram obtidas variando-se a
razdo entre as vazdes de solugdo polimérica interna e externa. Os
resultados foram avaliados através da determinagdo da taxa
especifica de consumo de oxigénio pela células imobilizadas e da

determinag&o da velocidade terminal de gqueda das particulas.

3.9.11 Determinagdo da taxa especifica de consumo de oxigénio

pelas células imobilizadas

A determinagdo do consumco de oxigénic pelas células
imobilizadas foi feito utilizando parte da montagem experimental
esquematizada na Figqura 3.2 e de acordo com o procedimento descrito
a sequir.

Inicialmente, o meio de fermentacdo fol saturado com ar e
colocado nos frascos de amostras com agitador magnético, do monitor
de oxigénio biloldgico, esquematizado nos itens 12, 13, 14 e 15 da
Figura 3.2. O eletrodo de oxigé&nio dissolvido fol imerso na solugdo
e o sistema mantido & temperatura constante de 30°C. Em seguida,
calibrou-se o equipamento considerando-se a condig¢do de saturacéo
do meio de fermenta¢do como correspondendo ao valor de 100 %. As
medidas de concentragdo de oxigénio dissclvido eram expressas em
porcentagem do valor de saturacgdo. As particulas de biocatallsador
foram adicionados ao meio contido nos frascos, e interrompendo-se
a agitagdo, registrou-se a queda da concentragdo de oxigénio

dissolvide no melo.
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A taxa especifica de consumc de oxigénio foi determinada
através da inclinagdo da reta cobtida, dividida pela concentracdo de

células no gel.

3.9.12 Determinac@c do conteddc de gas, de liquido e da

fracdo sélido-liquido no biorreator

O conteludo de gas,e.,, foi determinado pela seguinte relacgdo:

.. - h, - k.,
¢ A,
onde,
h, - altura do liquido aerado (cm)
h, - altura do liquide em repouso (cm)

A altura do liguido em repouso foi determinada interrompendo-

se, simultaneamente, as vazbes de gads e liguido no biorreator.

0 conteldo de liguido, €,, ftol determinado pela razdo entre

o volume de ligquido e o volume reacicnal total no biorreator.

onde,
v
v

, - volume de liguido (mL)

. — volume reacional (mL)
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0 volume de liguido foi determinado conhecendo-se o volume

reacional, V,, o volume de gds contido no biorreator, V., e o volume

GI’
de sélidos adicionado, V..
Vo= Ve = (Vg = V)

L

A fragdo sdlido-liguido, ¢, , foi determinada pela seguinte

relacgéo:

3.9.13 Calculo da produtividade de acido acético e

coeficiente de transferéncia de oxigénio

A produtividade do é&cido acético na fermentagdo continua, P,
foi calculada pela relacgéo:

Pr = D(Cyacp ™ Chncy)

onde,
D - taxa de diluigdo
Cincz © Ciypcn — concentrag¢des final e inicial de &cido acético,

respectivamente

0 coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, Ka,
foi calculado pela equagdo de balango de oxigénio no estado

estacion&rio:

Consumo total de oxigénio = Qo, X = Transferéncia de oxigénio
gads-liquido = Ka (C'-Cy)
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O Ka € expresso por:
go, X
Kas=s —a_
(O = Cop)
onde,
Qo, - taxa especifica de resplragdo celular
X -~ concentracgdo celular
C* - concentracdo saturante de oxigénio dissolvido no meio
Con - concentragéo de oxigénio dissolvido medida

experimentalmente durante a fermentacgao

A taxa de respiracgdo total é relacionada com a produtividade,

pela seguinte expressdo

Pr

0, X =
00 60e,

Portantc, tem-se:

Pr
v 60€, (C"~C,pi
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3.9.14 Fermentagdes em biorreator de leito fluidizado

0 sistema de fermentagdoc continua em biorreator fol testado

nas condigbes experimentals descritas a seguir.
3.9.14.1 Fermentacao com células livres

Para a obtengdo dos perfis da produtividade de acidoc acético
e do coeficiente volumetrico de transferéncia de oxigénio,
inoculou-se o bilorreator, contendc 146 mL de meio de fermentagdo,
com 4 mL de pré-indculo de Acetobacter sp. CCT 2026. A cada 12
horas adicionava-se 0,1nL de azeite de oliva (rico em &dcido cleico)
com o objetiveo de evitar a formagédo de espuma no biorreator. A taxa
de aeracdc fol mantida em 8 vvm e as taxas de diluigdo variaram de
0,03 a 0,82/h. Cada ponto experimental fol obtido somente apds se
atingir o estado estaciondrio do sistema. Para a determinagdo do
tempo correspondente ao estabelecimento do estado estaciondrio
foram feltas medidas das concentragdes de &cido acético até a

obtengdo de valores aproximadamente constantes.
3.9.14.2 Fermentacdoc com c¢élulas imobilizadas

0 procedimento e as condigdes operacionais wusadas nas
fermentagdes com células imobilizadas foram as mesmas que as o do
item 3.9.14.1. Nesse caso, o biorreator fol inoculado com 8 mlL de
biocatalisador. Os ensaios foram conduzidos variando-se a massa
especifica das particulas de Dbiocatalisador e a fragdo sdélido-

liquido no biorreator.
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3.10 Experimentos preliminares

Experimentos prelinares foram realizados com o objetivo de se
definir um material inerte para ser adicionado & matriz de gel e
aumentar a densidade das particulas de biocatalisador.

Para a definicdoe do material inerte, foram testados os
seguintes materials especificados no item 3.4. Os materiais
testados foram avaliados quanto & facilidade de incorporagdo na
matriz de gel durante a preparacgdo das particulas, e guanto a sua
reatividade com o meic de fermentacdo e toxicidade as células.

As particulas foram preparadas de acordo com ¢ procedimento
descritc no item 3.9.5 e caracterizadas guanto & velocidade
terminal de queda e massa especifica.

Para a avallacgido da toxicidade dos materiais as células,
foram conduzidas fermentagdes em frascos erlenmevyers, de 300 mL de
capacidade, contendo 40 nL de meio de fermentagdo e 10 mL de
biocatalisador. Manteve-se &a agltagdo e temperatura da mesa
rotatéria em 160 rpm e 30°C. Esses experimentos tiveram a duragdo
de 93 horas, ao final dos guais foi determinada a quantidade de
dcido acético no meio. A avaliacgdo da reatividade dos materiais no
meio de fermentagdo foi feita, em ensaios paralelos, com particulas

isentas de células,.
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Capituio 4

Resultados e Discussao

4.1 Resultados dos ensaios preliminares

0Os resultados obtidos nos ensaios para avaliag&o na
reatividade dos materiais, demonstraram gue todos os materiais
testados sdo inertes quando em contato com o meio de fermentacgio
nas condigdes descritas no item 3.10,

Na Tabela 4.1 sdo apresentados os valores de concentragdes de
dcido acético, obtidos apds 93 horas de fermentagdo, utilizando os
diferentes materials incorpcrades & matriz de gel. E apresentado,

também, o valor obtido com células imobilizadas sem a incorporagéo

de material.
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Tabela 4.1 -~ Influéncia dos materiais adicionados & matriz de
alginato na producgdo de Acido acético. Didmetro médlo das

particulas: 1,7 mm.

Material Concentracédo de
adicionado | &cido acético
2 % (p/v) (g/L)
a-alumina 5,8
41C e 41C-NS 5,7
71VF-NS-1 6,4
130SF 5,9
wwwwww 2,5

Aparentemente, os suportes ndo apresentaram nenhum efeito de
toxicidade as células. As concentragdes de Acido acético apresentam
valores superiores aquele obtido com células imobilizadas isentas
de material inerte, indicando que a densidade das particulas exerce
influéncia significativa no processo.

Na Tabela 4.2 s&oc apresentados resultados de velocidade
terminal de queda, nuimero de Reynolds e massa especifica para as

particulas de densidade variada.
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Tabela 4.2 - Influéncia do tipo de material adicionado & matriz
polimérica. Dié&metro médio das particulas: 1,7 mm.
Concentragdo Tipo de
de alginato | material inerte V. Re, fo
(%p/v) (2% p/v) (em/s) | (=) (g/cm®)
2% 4iC e 41C - NS 2,3 39 1,04
2% a-alumina 2,6 44 1,05
2% 130 SF 2,9 49 1,05
2% 71 VF-NS-1 3,1 58 1,06

Durante os experimentos observou-se gue os materiais mais
densos sedimentavamn mals facilmente durante a extrusdo,
prejudicando a incorporagdo na matriz de gel. Os resultados obtidos
confirmam essas informagdes, wisto que a lncorporagdo de uma mesma
quantidade de material mais denso, deveria resultar em particulas
com velocidades terminais significativamente malores.

Dentre os materiais testados, a a-alumina fol o que
apresentou maior facilidade de Iincorporacdo & matriz de gel. A
partir dessas observagdes decidiu-se variar a densidade das
particulas com a guantidade de a-alumina adicionada 4 matriz de
gel. Na Tabela 4.3 sa80 apresentados resultados dJue mostram a
influénecia da concentragido de a-alumina na velocidade terminal de

queda, no nimero de Reynolds e na massa especifica das particulas.
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Tabela 4.3 - Influéncia da concentragdo de a-alumina adicionada a
matriz polimérica. Difmetro médio das particulas: 1,7 nm.
Concentragio Concentragao
de alginato de a-alumina v, Rep Py
(3p/V) (% p/v) (em/s) | (~) (g/cm’)
2% 6 % 3,9 66 1,08
2% 8% 4,7 80 1,11
2% 9 % 5,2 88 1,13

Para a concentragdo de ga-alumina variando de 6 % a 9 %,

massa especifica das particulas aumentou de 4,6 %.

a
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4.2 Caracterizagac da morfologia da linhagem de Acetobacter

sp. CCT 2026

Na Figura 4.1 pode-se obpservar a morfologia das céluleas
obtidas com & linhagem de Acetobacter sp. CCT 2026. Esta linhagem
apresenta, depols de 50 horas em frasco agitado contendo melio de
fermentagdo, a 30°C e 160 rpm , coloragdo roxa para O teste de gram,
sendo, portanto, gram-positiva. Dependende da idade, as células
poden tampém apresentar um resultado negativo, tornando-se réseas.
Esta wvarlagd8c ndo é inconum para as células de Acetobacter,
conforme Krieg e Holt (1984). As células isoladas tém a forma
aproximada de bastonetes cocdides.

Observa-se, com ¢ auxilic de lupa que as coldnias crescidas
dessa cultura em meio de propagagdo, em placas de Petri,
apresentam-se circulares, com superficieg llisas, bordas perfeitas,

elevagdo plana e coloracgdoc bege brilhante.
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4.3.3 Fotomicrografias das particulas de biocatalisador

A Figura 4.2 é a fotomicrografia de um biocatalisador recém-
preparado com uma solugdo interna de 1% (p/v) de alginato e 40%
(p/v) de a-alumina e solugdo externa de 4% (p/v) de alginato e pré-

inéulo na proporgdo de 1:1 (volume/volume).

Figura 4.2 - Corte da segdo transversal da particula de

biocatalisador recém-preparado. Ampliac¢do 140 vezes.

Por essa fotomicrografia, observa-se a localizagdo da a-
alumina no nicleo central, regido escura, e a camada de

recobrimento , regido mais clara.
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Nas Figuras 4.3 e 4.4 observa-se ag fotomicrografias de um
biocatalisador apés 15 dias de fermentagdo. Este biocatalisador foi
preparado com uma solugdc interna de 1% (p/v) de alginatoc e 1%
(p/v) de a~alumina e solu¢do externa de 4% (p/v) de alginato e pré-
inéulo na proporgdo de 1:1 (volume/volume).

Pela fotomicrografia da Figura 4.3 pode-se observar gue
colénias de c¢élulas crescem na camada de recobrimento e, pela
Figura 4.4 que essas coldénias s&c distribuidas uniformemente na
superficie da particula.

A espessura da camada onde as células crescem, medida pela
fotomicrografia da Figura 4.3 & de 0,295 mm. Esse crescimento
periférico fol verificado por diversos autores, tails como: Osuga,
Mori e Kato (1984), Sun e Furusaki (1990), Moraes (199%91) e Paz

(1992), em particulas preparadas pelo método convenclonal.
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Figura 4.3 - Corte da segdo transversal da particula de

biocatalisador. Particula corada com safranina. Ampliagdo: 56

vezes.,
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Figura 4.4 -~ Coldnias crescidas uniformemente distribuidas na

superficie da particula de biocatalisador. Particula corada com

safranina. Ampliagdo: 140 vezes.
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4.3.4 Massa celular nas particulas de biocatalisador

A obtencdc da massa celular no gel & um fator muito
importante, pois através da quantificagdo da massa celular no gel
pode-se obter a real contribuigdo dessas c¢élulas para a
produtividade do sistema. Além disso, pode-se ter uma idéia da
fragdo de morte celular ocorrido pela imobilizagdo e do crescimento
celular no gel durante a fermentacgéo.

Para as particulas de bioccatalisador recém-preparadas,
obteve-se uma massa celular seca de 23,2 kg célula seca/m gel,
seguindo o procedimento 3.9.9 para a determinagdo de massa celular
seca no gel. Para essas mesmas particulas, apdés 15 dias de
fermentagdo em continuo, a massa celular seca foil de 57,2 kg célula
seca/m> gel. Este valor foi considerado como sendo o valor de
saturacdo das c€lulas no gel. Sun e Furusaki (1990} obtiveram um
valor de 24,9 Kg célula seca/m gel.

&4 concentragdc de células vidvels nas particulas de
biocatalisador foi determinada segundo o procedimento 3.9.9. Os
resultados, no entanto, ndo se mostraram reprodutivels devido ao
tempo de solubilizagdo das particulas, o gqual pode afetar a
viabilidade celular. Por esse motivo, adotou-se a determinacgdo da
massa Seca nas particulas comoe o método de determinagdo da
concentragdo celular.

Além do mais, condigdes de agitagdo e temperatura de
solubilizacdo devem ser uniformizadas e isto n8oc fol possivel de

ser realizado devido a ndo disponibilidade de uma mesa rotatéria.



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 57

4.4 Fermentacdes continuas em biorreator de leito fluidizado
4.4.1 Estabelecimento do estado estacionario

A resposta do sistema a uma perturbacdo em degrau
correspondente a um aumento da vazdo de alimentac¢do & apresentada
na Figura 4.5. Pode-se observar a oscilagdc caracteristica desse
tipo de sistema. Primeiramente a concentragdo de A&acldo acético
diminul devido & ocorréncia de uma malor eliminagdoc das células
suspensas. AOC mesmc tempo, & concentragdo de oxigénio dissolvido
disponivel aumenta, tendo como efeito um aumento da taxa de
crescimento celular e taxa de consumo de etanol. A concentrac¢do de
dcido acético sobe até atingir um valor relativamente constante,
apdés 33 horas da perturbagd@o. Considerou-se esse tempo para o
estabelecimento do estado estacionario no sistena.

O tempo decorrido entre dois estados estaciondrios depende da
amplitude da perturbac¢do degrau 1lmposta ac sistema. Para que esse
tempo pudesse ser usado nos experimentos de fermentagdo continua,
efetuaram-se varia¢fes na taxa de diluigdo semelhantes & usada

neste experimento.
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Figura 4.5 - Resposta do sistema a uma perturbag¢do degrau na vazdo
de alimentag¢dc. Taxa de diluig&o iniclal de 0,071/h passou para
0,154/h. Fracd@o sélido-liguido: 0,11.
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4.4.2 Fermentagaoc com células livres

Os resultados destas fermentagdes podem ser observados na
Figura 4.6 e na Figura 4.7, as quais caracterizam os perfis de
produtividade de 4&cldo acético e coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio em funcgdo da taxa de diluicgdo. Na Figura
4.6 pode-se identificar o aumento da produtividade com a taxa de
diluic¢do até a regido de lavagem das células (D=0,3/h).

Para os valores de taxas de diluig¢dc menores que 0,3/h, a
inclinagdo acentuada da curva é devido aos efeitos inibitdérios do
dcido acético. Verificou-se, nesses experimentos, gue até a taxa de
diluigdc de 0,3/h, as concentragdes de Aacldo acético foram
superiores a 12 g/L, que segundo Sun e Furusaki (1990), j& é um
valor inibitério da taxa especifica de crescimento para as células
de Acetobacter por eles empregada. Paz (1992), empregando a
linhagem Acetobacter sp. CCT 2026, verificou que o acido acético é
um forte inibidor na taxa de respiragdo celular para valores de
concentragdo de acido acético a partir de 14g/L.

Para valores de taxa de diluigdo superiores a 0,45/h, os
efeitos inibitdérios ndo estiveram presentes pois a concentragdo de
dcido acético fol, em todos os casos, inferior a 10 g/L.

Observou-~se exXperimentalmente a presenga de um filme
microbiance formado nas paredes do biorreator, caracteristico do
crescimento de células do género Acetobacter.

Com o aumento da taxa de diluigdo hd o desprendimento
gradativo das células do filme. Isso fol evidenciado pela presencga
significativa de c¢élulas na corrente de saida do biorreator. O
patamar presente 4 altas taxas de diluig8o, deve-se ac filme
microbiano residual.

Na Figura 4.7, pode-se observar o perfil do coeficiente

volumétrico de transferéncia de oxigénio.
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Figura 4.6 - Perfil de produtividade de &dcido acético em fungdo da

taxa de diluigéo.
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Figura 4.7 - Perfil do coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio em fungdo de taxa de diluigdo.

Esge perfil ¢é semelhante ao da produtividade de Acido
acético. Os resultados sugerem uma influéncia marcante da
concentragdo celular no coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa. O K,a aumenta com a concentragdo de células livres. Brierley
e Steel (1959) e van Suljdam, Hols e Kossen (1982) observaram que
as células livres afetam o K a. As células livres também afetam a
solubilidade do oxigénio no meio, tal como descrito por Baburin,
Shvinka e Viesturs (198l) e Ho e Ju (1988). Esse resultado é oposto
ao de Sun e Furusaki que consideraram que o Ka aumenta com a

diminuigdo da concentragdc de células livres.
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4.4.3 Fermentacaoc continua com cé€lulas imobilizadas

4.4.3.1 Perfis de produtividade e coeficiente volumétrico de

transferéncia de oxigénio

Na Figura 4.8 pode-se observar os perfis de produtividade de
Acido acético em fungdc da taxa de diluigdo para o sistema com
células livres e para o0 sistema com células imobilizadas.

Os perfis dos sistemas com células imobilizadas séo
semelhantes aos obtidos com células livres.

Para o8 slstemas com células imobilizadas, ambas as células
imobilizadas e suspensas no meio contribuem para a produgdo global
de dcido acético em toda a faixa de taxas de diluigdoc. As células
suspensas presentes no meio sdo resultantes do excesso de células
na matriz de gel que se desprendem para a solugdo. A baixas taxas
de diluig¢do, menores gque 0,3/h, as células suspensas crescem no
meio de fermentagdo. A existéncia de um maximo (D=0,3/h) é devido
a presenga das células suspensas no sistema coexistindo com as
células imobilizadas. A taxas de dilui¢do maiores gue 0,3/h,
verifica-se a lavagem dessas células suspensas e redugdo da
produtividade. No entanto, o desprendimento de células do gel
continua a acorrer. Esse desprendimento foi comprovado
experimentalmente através de medidas da concentrag¢do de células na
corrente de salda do biorreator.

0 movimento das particulas no blorreator facilita a remog&o
de parte do filme microbiano formado. Essa remogdo & tanto mais
rédpida quanto maior a densidade das particulas. A altas taxas de
diluigdo (D>0,5/h) a produtividade obtida é devido & contribuigéo
das células imobilizadas, das células suspensas e uma peguena
parcela devido &s células presentes no filme microbiano
remanescente. Nessa regido, a contribulcgdo das células imobilizadas

& maxima.
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Comparando-se os perfis dos sistemas com células livres e
imobilizadas em particulas isentas de a-alumina & altas taxas de
diluigdo, observa-se que a produtividade para o sistema com células
imobilizadas é menor gue para ¢ sistema com células livres. Esse
efeito & provavelmente devidc as limitagdes difusionals do
transporte de oxigénio para o interior da particula e & uma maior
concentragd8o do filme microbiano formado.

0 aumento da densidade das particulas favorece a
produtividade de &cido acético a altas taxas de diluigdo.
Particulas contende 5 % de «a-alumina no nidclec apresentam
produtividade superior comparada aquelas sem a-alumina. Embora mais
densas, as particulas de biocatalisador contendo a-alumina ainda
sdc leves e ndo quebram as boihas de ar como os sdélidos rigidos
densos, conforme observagbes feitas por Sun, Nozawa = Furusaki
(1988). O aumento da produtividade deve-se portanto, a outros
fatores que contribuem para uma malor concentragdo de células no
biorreator.

Quando as particulas de biocatalisador estdo saturadas de
células, o0 excesso devido ac crescimento celular € removido pelo
atrito entre as particulas e/ou entre as particulas e a parede do
biorreator.

0s resultados sugerem que para as particulas de biocatlisader
mais densas, a interagdo interparticula é maior. Consegiientemente,
ocorre uma malor remogdo das células crescidas na superficie do
gel, aumentando a concentragdo de células suspensas no blorreator.

Na Figura 4.9 pode-se observar o perfil do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio em func8o da taxa de
diluigdo. Para a regido de altas taxas de diluigdo, a operagdo com
particulas mais densas promove malores taxas de transferéncia de
oxigénio para o meio, © que pode ser verificado pelos valores mals
elevados do K a.

A partir das observagbes feitas sobre o efeito das células

livres descritas no item 4.4.2, considera-se que na fermentagdo com
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células imobilizadas, as células suspensas influenciam o Ka a altas
taxas de diluicéo.

Para particulas mais densas, um malior atrito interparticula
produz um maior desprendimento de células da particula, resultando
em uma maior concentragdo de c¢élulas suspensas. HEssas células
contribuem para um maior valor do Ka.
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Figura 4.8 - Perfis de produtividade de dcido acético em fungdo da

taxa de diluigd8o. Fragdoc sélido-liquido: 0,066.
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Figura 4.9 — Perfis do coeficilente volumétrico de transferéncia de

oxigénio em fungdo da taxa de dilulgdo. As condig¢des experimentais

foram as mesmas da Figura 4.8.
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4,4.3.2 1Influéncia da velocidade terminal de gqueda das

particulas na produtividade

A Figura 4.10 mostra & produtividade de acido acético em
fungdo da velocidade terminal de queda das particulas de
biocatalisador & nivels baixo, médio e alto de taxa de diluicgdo. As
particulas contendo 1, 5, 20 e 40% (p/v) de a-alumina no centro
tiveram wvelocidade terminal de 3,2; 3,8; 6,7 e 9,5 cn/s,
respectivamente. A influéncia da densidade das particulas,
representada pela velocidade terminal na produtividade de A&cido
acético pode ser melhor observada na taxa de diluigdc média
(D=0,28/h), onde a contribuigdo das células livres & efetiva. O
aumento acentuado da produtividade & maiores velocidades terminais
de queda deve-se provavelmente ao aumento do <coeficiente

transferéncia de oxigénlio no sistema.



Capitulo 4 Resultados e Discusgssdo 68

FARC B SR SR NSNS W

Lhdada ety b

Pr {g/L.h)

shadin g

et bk

0.08/h
0.287h
0.50/h

0.5

i

S SR W W

+6 50 60 70 80 90 100
Velecidade terminal de queda {(cm/s)

0.0 e
2.0 3.0

T T

Figura 4.10 - Produtividades de A&cido acético em fungdo da
veloclidade terminal das particulas & taxas de diluigdo
representativas das fases da fermentagédo. As condigdes

experimentals foram as mesmas da Figura 4.8,
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4.4.3.3 Influéncia da £fragdo sbdlido-liquidoc

0s perfis de produtividade e do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio em funcdo da taxa de diluig¢do e da fracgdo

s6lido-liguido do biorreator s&o apresentados nas Figuras 4.11 e

4.12.
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Figura 4.11 - Perfil de produtividade de dcido acético em fungdo da

taxa de diluigdo. Velocidade terminal: 3,8 cn/s.
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Figura 4.12 - Perfis do coeficlente volumétrico de transferéncia

de oxigénic em fungdo da taxa de diluigdo. As condigbes

experimentais foram as mesmas da Figura 4.11.

A produtividade de acido acético e o K a aumentam com a fragdo
s6lido-liguido no biorreator & altas taxas de diluigéo. Para
maiores fragbes sodlido-liquido, pode ocorrer uma maior interacgéo

interparticula, resultando em uma maior liberagdo de células do

gel.
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Esses resultados sdc opostos aos obtidos por Sun e Furusaki
(1988) com particulas de alginato, nos quais o Ka diminuiu com a
fragdo sélido-liquido. Esses pesquisadores determinaram o K a com
particulas isentas de células e isto explica essa discrepéncia.

Por outro lado, no biorreator de geometria cdnico-cilindrica
(Figura 3.2 utilizado neste trabalho, ndo se observou a
coalescéncia de bolhas como no reator de coluna empregade por Sun
e FPurusaki (1988).
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4.5 Proposicdo de uma correlagao empirica para o coeficiente

de transferéncia de oxigénio gas-ligquido

Para & predigdo da wvariagdo do coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa com a densidade das particulas e com a
fragdo sélido-liquido no Dkiorreator, propde-se uma correlagéao
empirica para o K a em fungd&o do nimero de Reynolds das particulas,

Rep’ S/
diluicdo onde os efeitos inibitérios do Acido acético ndo estdo

e fracgdo sdlido-ligquido, ¢ na regido de altas taxas de
presentes e onde predomina a contribuigdo das células imobilizadas.
Os dados experimentals foram ajustados pelo método de Marguart
usando o "software® “Statlistical Analysis Systems® (SAS). Os
pardmetros da correlagdo proposta estdo apresentados abaixo. O erro

médio encontrado entre os valores preditos e os experimentails foi

de 3,9%.

— a, L87
Ra = 96,83 R,/ @ e, 0% (1/n)
(96<R,,<285 e 0,031¢gy, <0,066)

Na Figura 4.13 €& apresentado o grdafico dos residuos

correspondentes aos valores preditos pela correlagéo.
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Figura 4.13 - Valores dos residuos correspondentes aos valores

preditos pela correlagdo.

Os wvalores de Ka experimentais obtidos nas fermentagles
continuas com células imobilizadas em particulas de densidade
variada e a curva correspondente aos valores preditos pela

correlagdo empirica proposta sé&o apresentados na Figura 4.14.
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4.6 Predicdoc da predutividade de acido acético

Um modelo para a predigdo da produtividade de &dcido acético
foi obtido a partir das equag¢des de balanco de massa no sistema

As particulas de gel foram consideradas como sendo uniformes
e perfeitamente esféricas. Considerou-se, tambeém, gue a
transferéncia de oxigénio gés-liquido fol a etapa limitante do
processo, e desprezaram-se os efeitos de transferéncia de massa
liquido-sélido no sistema. Admitiu-se gue as taxas de crescimento
e de consumo de oxigénio das células imobilizadas foram as mesmas
gue as das c¢élulas livres, e gue ndo houve inibigdo pelo &cido
acético formado.

Para particulas esféricas, o balango de massa do substrato
limitante no interior da particula e em estadoe estaciondrio fornece

a seguinte equacgdo: (Fink, Na e Schultz,1973)

"d2c 2 dc
D H o — = . 4.6.1
e{ dr® I dr) Co,i Co ( )

conde:

(4.6.2)

Uma forma adimensional da equagdo 4.6.1 é obtida pelas

seguintes mudangas de variéveis:

/R = x (4.6.3)

c/Ct =y {4.6.4)
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2y . 2Py (4.6.5)
dx? x dx  1+f.y

onde:
‘o
B, = = CooZoum (4.6.6)
2D K,
C*
B = (4.6:7)
i Km
onde:

C - concentracdo de oxigénio no gel (Kmol/m’);
D, - coeficiente de difusdo efetivo do oxigénio intraparticula
(m?/h);

Qo,i - taxa especifica de respiragédo das células imobilizadas
dada pela eqguagdo 4.6.2 (kmol/Kg célula seca . s);

Qo,m - taxa especifica de respiragdo méxima das células livres
(Kmol/Kg célula seca . s5);

¥ -~ constante de Michaellis - Menten (Kmol/m%;

n
C_ - concentragdo celular (Kg célula seca/m’);

C

C* - concentragdo de saturagdo do oxigénio dissolvido no meio
liquido (Kmol/m’);

r - coordenada espacial (m);

x - ralo adimensional (-3;

R - ralo da particula de gel (m);

y - concentragdc de oxigénio adimensional {-);

R, - raio da particula onde a concentragdo de oxigénio é nula;
subscritos

e: wvalores no R,;

gel;

i: fermentagdo com células imobilizadas;
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A solugdo do problema e obtencdo do perfil de concentragdo no
interior da particula fol obtida com as seguintes condigdes de
contorno:

X=X,; ¥, =0 e(%;) =0 (4.6.8)

A Equagdo 4.6.5 foi resolvido pelo método de Runge-Kutta-
Gill. Inicialmente arbitrava-se um valor de x, e a resolugdo foi
repetida até que a concentraglo de oxigénio dissolvido, na
superficie do gel, obtida pelo modelo fosse 1igual ao valor
experimental (C, = C ), ou seja, para X, ymﬂsz/C*. As constantes
Qo,m (6,431.107° Kmol/kg célula seca . s) e K, (5,253.10° Kmol/m®)
foram obtidas do trabalho de Paz (1992), D, (2,11.107 mi/s) do
trabalho de Sun e Furusaki (1990) e C, (57,15 Kg célula seca/m® gel)
foi determinado experimentalmente neste trabalho e considerado
constante.

0 balango global de oxigénio no biorreator em estado

estacionédrio € dado por:

K@ (C*=Cop;) =Cp y Cor€y = 3(€5D,/R) (91@) (4.6.9)
AT /g

onde:

Ka - coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(1/s);

C,, — concentragdo de oxigénio dissolvido (Kmol/m’);

Qo,1 - taxa especifica de respiracdo das células livres dada
pela equacdo 4.6.10 (Kmol/Kg célula seca . s);

l: liguido;

S: sS6lido;
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Qo,1 € calculado pela seguinte expressdo:

C,
Qp) = Logm Cont (4.6.10)
Km+CODl

Com a equagdc ¢.6.9, calcularam-se o0s valores de C(_,
conhecendo-se os valores de g, g5, R, Cy,, e o valor de K a dado pela
correlagdo empirica determinada no item 4.5 deste trabalho.

A taxa de produgdo de dcido acético pelas células livres pode

ser estimada por:

Py = 60 €, Coy O, (4.6.11)

e a taxa de produgdo de acido acético pelas células imobilizadas

por:

R
60 €5 [ Coy 0, 4mrdr
Rﬂ

(4.6.12)
P, =
e 4nR3/3
A taxa de produgdoc total pode ser predita por:
Pije =P+ P, (4.6.13)

Na Figura 4.15 pode-se observar o perfil de concentragdo de

oxigénio numa particula de gel. Neste caso, para C igual a

obL
1,692.107° Kmol /m> {8 % da saturacdo), o raic critico adimensional
obtido foil de 0,68.

Portanto, para a particula possuindo 3,0 mm de diémetro
médio, a espessura da camada onde as células crescem é de 0,3 mm.
Esse valor € bem préximo ac valor obtido experimentalmente pela
fotomicrografia da Figura 3.3.

‘ “
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Figura 4.15 - Perfil de concentracdo de oxigénio adimensional no
interior de uma particula de biocatalisador. Raio da particula: 1,5

mm. Velocidade terminal de queda: 3,8 cm/s.
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Na Figura 4.16 sdo apresentadas as curvas das produtividades
preditas P;,, P;, ¢ P;,. Comparando os valores preditos com os valores
experimentais, observa-se boa concordéncia dos valores
experimentais e dos valores preditos. Entretanto para o valor
correspondente & velocldade terminal de 6,7 cm/s encontra-se um
maior desvio. Isso € devido ao maior desvio também obtido para essa
velocidade terminal no ajuste da correlagdo para o K a (Figura 4.14)

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores de concentragdo de
células suspensas experimentais e os obtidos pelo modelo proposto.
0s valores experimentals foram obtidos através da curva de

calibragdo obtida conforme o procedimento 3.9.8.

Tabela 4.6 - Comparag¢doc dos valores preditos e experimentais de

concentragdo de células livres (massa seca)

v, €., tedrico C., experimental
(cm/s) (9/L) (g/L)

3,2 0,059 0,051

3,8 0,071 0,059

6,7 0,076 0,067

9,5 0,131 0,083

Verifica-se para esses casos mostrados que a contribuigdo das
células suspensas na produtividade global de é&cido acético foi
maior & medida gue se empregaram particulas mais densas. Pode-se
conclulr que ocorre realmente maior interagdo interparticula para
as particulas mals densas e, por conseguinte, maior liberagdo de
células do gel, obtendo-se maior produtividade.
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Figura 4.16 - Valores preditos e experimentais de produtividade em
fungdo da velocidade terminal de gueda das particulas de

biocatalisador. Fragdo sélido-liquido: 0,066.
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Na Figura 4.17 sd@o apresentadas as curvas das produtividades
preditas (P;, P, e P;) em fungdo da fragdo sélido-liquido no
biorreator. Os valores experimentails estdo préximos da curva de P,,.
Observa-se também gue com o aumento da fracdo sélido-liquido, a
contribuigcdo das células suspensas torna-se maior.

A interacdo interparticula € maior a medida gue se emprega
maior quantidade de sélidos no biorreator e, por conseguinte, um
maior atrito entre as particulas ocasiona uma maior liberag&@o de
células do gel e maior produtividade.

0 modelo proposto representa melhor a influéncla da fragéo
s6lido-liguido do que da velocidade terminal de queda das

particulas de biocatalisador sobre a produtividade predita.
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Figura 4.17 - Valores preditos pelo modelo e valores experimentais
de produtividade em funcgdc da fragdo sélido-liquide. Velocidade

terminal das particulas: 3,8 cm/s.
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Capituio 5

Conclusoes e Sugestdes

5.1 Conclusoes

- A metodologia de preparacdo das particulas de
biccatalisador de densidades variadas mostrou-se sinples e
reprodutivel.

- O uso do ejetor assegurou a mesma distribuic¢do de células
no biccatalisador, uma vez que & camada de recobrimento e pré-
indculo preparada c¢omo soluc¢do externa continha as mesmas
concentragdes.

- A a-alumina foi o© material inerte gque apresentou maior
facilidade de incorporagdo & matriz de gel.

- A camada de recobrimento foi influenciada pela razdo entre
as vazdes interna/externa. A razdo de 2,38 forneceu um recobrimento
uniforme e perceptivel no microscdplio ético.

- As fotomicrografias mostraram coldnias de células cresceram
uniformemente distribuidas na fina camada prdxima a superficie das
particulas.

- Empregando o ejetor foi possivel analisar somente o efeito
da densidade das particulas, a qual foi variada empregando-se
golugbes de diferentes concentrag¢des em g-alumina.

- A massa celular seca nas particulas de biocatalisador
atingiu um valor de saturacdoc de 57,2 Kg/cm® gel. Esse valor foi o

dobro da massa celular inicialmente imobilizada.
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- A taxa especifica 1inicial de respiragdo celular das
particulas de biocatalisador foi determinada como sendo mals uma
propriedade gque caracteriza a concentragadc inicial de células
imobilizadas. Essa determinacgdo pode ser empregada como sendo uma
maneira répida de verificacgdo do bilocatalisador recém-preparado a
ser empregqgado na fermentagao.

- A determinag¢do da velocidade terminal de gqueda das
particulas de gel propiciou a avaliag¢do da influéncia da densidade
das mesmas no processo fermentativo.

- Os perfis de produtividade e coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio géds-liquido mostraram as Tregiles
caracteristicas da fermentacdo acética com células imobilizadas:

. contribuicdo das células livres e imobilizadas a
baixas taxas de diluicgédo;

. lavagem das células livres do bilorreator & valores
intermedidrios de taxa de diluigdo;;

. contribuicdo das células imobilizadas, das células
suspensas e das do filme microbiano remanescente & altas taxas de
diluigéo;

- A produtividade de Aacido acético e o coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio aumentaram com a
velocidade terminal de queda das particulas.

- A altas taxas de diluicgdo, as particulas mais densas
apresentaram uma maior interacgdo interparticula. O maior atrito
provocou um maior desprendimento de c¢élulas das particulas,
resultandc em uma maior concentracdo de células suspensas &, por
conseguinte, malores produtividades de &cido acético malores
valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

gas-liquido.
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- Os dados experimentails permitiram <correlacionar o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénic gds-liguido
com a fracgdo sbélido-liquido no biorreator, e o numero de Reynolds
da particula a altas taxas de diluigao.

- O modelo matematico simplificado proposto para descrever o
processo difusé@o-reagdo e predizer a produtividade de &cido acético
representou satisfatoriamente as condig¢bes experimentais e elucidou
a importé&ncia da contribuigdo das células suspensas na
produtividade & altas taxas de diluigdo. 0 modelo representou
melhor @& influéncia da fracdo sdélido~liguido do que da velocidade

terminal de gueda sobre a produtividade.
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5.2 Sugestdes

- O aperfeigoamento da metodologla de preparagdo das
particulas, empregando uma bomba seringa ao 1invés da bomba
peristdltica de duplo cabecote. Isso possibllitaria a inclusédo de
cutros materiais e a obtengdoc de uma maior faixa de densidade das
particulas.

- A realizacgdc de experimentos variando-se o didmetro das
particulas de biccatalisador. Acrescentar a correlagdo empirica do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio a influéncia
do diadmetro. Assim, utilizando o modelo matemdtice proposto,
estudar a influéncia do di&metro das particulas de biocatalisador
na produtividade de acido acético.

- Aprimorar © modelo matemdtico para representar melhor os
dados experimentais.

- Estudar a adaptacgdo da linhagem de Acefobacter sp. CCT 2026
a4 maiores concentra¢des de a&cido acético através de fermentagdes em
batelada alimentada; assim, os efeitos inibitdrios do dcido acético
poderiam ser diminuidos.

~ Realizar a separagdc/remocgdo do dcido acético a medida que
este val sendo produzido. Os efeitos 1inibitdrios também seriam
reduzidos por esta maneira.

- Empregar as particulas de gel de densidade aumentada em

biorreatores, operando em continuo & maiores taxas de aeragdo.
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