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Adesao de células de Saccharomyces sp. em materiais inorganicos
para a produciio de etanol.

Dissertagio de Mestrado: Adriana de Andrade Fregonesi
Orientadora: Profa. Dra. Inés Joekes
Instituto de Quimica - Universidade Estadual de Campinas
Caixa Postal 6154 CEP 13083-970 Campinas-S3o Paulo-Brasil

A utilizag3o de sistemas continuos empregando-se reatores tubulares com células
microbianas imobilizadas é uma técnica promissora para a produgdio de etanol, o que
poderia reduzir seu custo. '

Neste trabalho, aderiram-se células de Saccharomyces sp. em crisotila, crisotila
lixiviada € montmorilonita K10, a fim de observar o comportamento destas células nestes
suportes. Escolheram-se linhagens de Saccharomyces sp. que quando imobilizadas em
crisotila apresentaram os melhores resultados para a produgio de etanol, em relagio as
células livres. As linhagens escolhidas foram, entdo, utilizadas em processo continuo de
producdo de etanol em reatores de leito fixo contendo as células imobilizadas em crisotila.

As células aderidas em crisotila, apresentaram aumento de produtividade em
relag@io as células suspensas, com relagdo célula/suporte de 0,5 g de células secas por
grama de crisotila, enquanto que para aquelas imobilizadas em crisotila lixiviada a relagdo
foi de 0,1g de células/grama de suporte. A microscopia eletrénica de varredura de células
de Saccharomyces sp. em crisotila mostrou as células aderidas e enoveladas as
microfibrilas do suporte, e para as células imobilizadas em crisotila lixiviada somente
foram constatadas pequenas particulas do suporte aderidas a superficie. As células quando
suportadas em montmorilonita, apresentaram diminui¢io inicial de produtividade em
relacdo aos sistemas com células suspensas. A montmorilonit'a, tratada com MgCl,,
apresentou o mesmo resultado de produtividade que o da ndo modificada, quando
utilizada no suporte de microrganismos.

Em experimentos de selegdo das linhagens CCT (0762, 0290, 3174, 0472, 0294 ¢
0292), FEA 01 e fermento de pdo, as células imobilizadas em crisotila apresentaram
valores de produgdo de CO; até 25% maiores em relagdo as células em suspensdio. A cepa
CCT 0762 aderida em crisotila apresentou a maior velocidade de conversdo, de 0,13
(g/h), enquanto a cepa FEA 01 obteve 0 maior valor de conversio maxima, de 97,3%.
Portanto, essas cepas foram utilizadas na montagem de reatores de leito fixo, com células
suportadas em crisotila, para a utilizagio em processo continuo de produgdo de etanol.

Foram obtidos valores iniciais de até 110 g/L de produgio de etanol e 28 g/L.h de
produtividade, e os reatores permaneceram em funcionamento por até 50 dias. Esses
resultados séio maiores que os encontrados na produgéo de etanol em escala industrial.



Adhesion of Saccharomyces sp. cells on inorganic materials

for the prodilction of ethanol

Master Thesis of Adriana de Andrade Fregonesi
Adbviser: Profa. Dra. Inés Joekes
Instituto de Quimica - Universidade Estaduai de Campinas
Caixa Postal 6154-CEP 13083-970 Campinas- Sdo Paulo -Brasil

Continuous systems, using tubular reactors with immobilized microbians cells, is
one promising technique for the production of ethanol, which could reduce its cost.

In this work Saccharomyces sp. cells were adhered on chrysotile, lixiviated
chysotile and montmorillonite K10, to observe the cells behavior when supported. Strains
of Saccharomyces sp. were selected as to produce more ethanol when immobilized than
when in suspension. The strains choosen were used in continuous process of ethanol
production in packed bed reactors using the cells supported on chrysotile.

Cells adhered on chrysotile presented high values of productivity when compared
with suspensed cells; the cell/support rate was 0.5 g cells/gram of support, while for cells
adhered in lixiviated chrysotile this rate was 0,1g cells/gram of support. Scanning electron
micrographs of Saccharomyces sp. cells on chrysotile show the cells adhered and
entrapped by microfibres. Cells supported in lixiviated chysotile show only small particles
of support on surface. On montmorillonite, the supported presented reduction on the
initial productivity, in relation to the suspended cells system. The same behaviour was
observed with montmorillonite treated with MgCl,,

In the selection experiments of the strains CCT (0762, 0290, 3174, 0472, 0294
and 0292), FEA 01 and baker’s yeast, the cells adhered on chrysotile showed values up to
25% higher for CO; production , in relation to free cells. The CCT 0762 strain showed the
highest conversion rate (0.13 g/h), while FEA 01 strain showed the highest maximum
conversion value (97.3%). Therefore, both strains and baker’s yeast were used in the
assembly of packed bed reactors with supported cells on chrysotile for use in a continuos
process of ethanol production.

Initial values up to 110 g/L of ethanol production and 28 g/L.h of productivity
were obtained in this work; the reactor kept functioning up to 50 days. This results are
better than those found in the ethanol production in industrial scale.

I



Introdugdo

1. Introdugéo

1.1 Produgéo de etanol

Etanpl é produzido em escala comercial a partir do etileno, derivado do
petréleo, ou por fermentagdo de agiicares ou outros carboidratos. No Brasil, criou-
se em 1975 o programa Proalcool, visando a produgéo de etanol a partir da cana-
de-agucar para fins combustiveis, devido a alta do prego da gasolina no mercade
interno € ao risco de desabastecimento. A preocupagio ambiental favoreceu a
utilizagdo de 22% de 4lcool etilico a gasolina, eliminando o aditivo a base de
chumbo tetraetilico e hidrocarbonetos aromaticos. Atualmente, a producio de
etanol tem sentido bem diferente do inicio do projeto do Proélcool: visa a
obtencéo do reconhecimento da tecnologia envolvida para esse fim, a utilizagdo de
um combustivel limpo, proveniente de uma fonte renovavel, a preocupagio com a
qualidade do ar e saiide e a manutengio de empregos ligados direta ou
indiretamente a fabricagio do produto. Além disso, ¢ incentivado o uso de
tecnologias que visem o aumento da produtividade ¢ a redugdo dos custos de
produgfio setorial. A literatura mostra que estudos nessa area buscam escolher
matérias-primas e microrganismos e obter reatores que permitam um Processo com
custos mais baixos e com melhor eficiéncia energética. >

A fermentagio em condigSes anaerébicas consiste na metabolizagdo da
glicose em etanol por microrganismos. Essa conversdo pode ser representada
estequiometricamente por: Cs H;; Os = 2C; Hs OH + 2CO,. A degradagdo da
glicose por microrganismo € um processo realizado em um mecanismo de 10
etapas até a produgdo de piruvirato ¢ que &, a seguir, transformado em CO; ¢
etanol por um processo anaerdbico. De fato, quantidades de glicerol e outros
&lcoois podem ser produzidos, dependente das linhagens de fermento e condigdes
de fennentagﬁd. Da equagiio acima o rendimento de 51,1 g de etanol pode ser
obtido a partir de 100g de glucose. Em processos industriais o rendimento obtido ¢
~ de 80-90%. Essa redugdo no rendimento ¢ atribuida ao uso do substrato para o
crescimento celular e para a formagéo de subprodutos. Entretanto, o processo de

fermentagéo ¢ dependente de pardmetros do meio ambiente, como pH e
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, oy . . 5,6,7
temperatura, e das caracteristicas dos microrganismos usados 438,

Ha dois processos de produgéo de etanol: um deles € o de batelada (batch)
onde a fermentagdo ¢é realizada misturando-se o meio de cultura com o
microrganismo e depois separando-os por filtragéo. Usualmente € realizado em um
tempo de 8-15 horas, sendo um método que apresenta uma facilidade de operagdo
¢ baixo risco de perdas de materiais. O outro processo utilizado € o continuo, em
que o microrganismo permanece no interior de um reator onde ¢ feita
continuamente a passagem do substrato ¢ este é convertido em produto. A
vantagem desse processo em relagio ao de batelada é a diminui¢io da
improdutividade dos tempos iniciais de fermentagdo associados a cultura em
batelada: a célula permanece na fase exponencial, periodo da atividade metabdlica
em que as células apresentam um crescimento com ritmo méximo. Portanto ¢
poupado o tempo inicial (fase denominada lag) de adaptagdo das células ao meio
de cultura. Dentre as desvantagens do processo continuo pode-se destacar a
contaminagéo e a dificuldade em manter uma alta taxa de fermentagdo.®* 1°

A metodologia adotada atualmente para a produgdo industrial de etanol
limita-se ao regime tradicional de batelada. A maioria das usinas utiliza o sistema
de fermentagdo em regime de batelada com a reutilizagio das células de
Saccharomyces cerevisiae. Estes sistémas sdo menos produtivos, comparados com
a fermentagdo continua, Para melhorar a produtividade, a fermentagéo alcdolica
pode ser efetuada em processos continuos, através da inoculagio das células
empregando-se reatores tubulares, utilizando-se leveduras imobilizadas.
Entretanto, a utilizagdo da fermentagfo continua requer cuidados maiores com a
contaminagdo e a necessidade de otimizar as condigdes do meio ambiente."

Em processo continuo de produgdo de etanol o modelo do fermentador ¢
importante para manter a atividade do processo. Entre os mais comuns estio o
reator de leito fixo “Packed bed bioreactor (PBBR)” e de leito fluidizado
“Fluidized bed bioreactor (FBBR)”. No primeiro, o recheio fica empacotado no
interior do reator ¢ através dele passa-se: o0 meio de alimentagfio. Contudo, esse
tipo de reator, apresenta problemas de acimulo de CO; no interior do recheio e

permite a formagdo de canais preferenciais que deformam o leito ocasionando a
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morte das células, devido ao excesso de etanol. No reator de leito fluidizado as
particulas do recheio s3o suspensas ¢ agitadas através do fluxo do meio de
alimentagdo, no qual o biocatalisador pode ser encapsulado ou através da forma de

um pellet de células.'>*?

1.2 Fermentagdo com células imobilizadas

Os recentes estudos utilizando sistemas com células microbianas
imobilizadas mostram-se atrativos € promissores para a produgiio econbémica de
etanol, uma vez que a produgdo em sistema continuo com células imobilizadas ¢
superior a do processo convencional que utiliza células livres. A primeira
aplicagdo na produgdo de compostos utilizando sistemas com células imobilizadas
foi o processo de produgio de vinagre mo comego do século. Atualmente, as
enzimas e/ou células imobilizadas s3o utilizadas em estudos de produgdo de
etanol, acidos orginicos, aminoacidos, antibidticos, esteréides, entre outros
produtos.“’”’]s
Holcberg"® descreve os métodos de produgdo de etanol por células
imobilizadas. O autor cita que o primeiro método foi por adsor¢éio, seguido dos
métodos de aprisionamento. Outra citagdo € o trabalho de Navarro ¢ Durand"® que
em 1977 imobilizaram Saccharomyces carlsbergensis usando vidro poroso como
suporte. Verificou-se, em concentragdes baixas de aglicar ¢ em breve periodo de
fermentagdo, que o metabolismo das células suportadas foi maior que o das células
livres; o que pode ser explicado pela modificagio na permeabilidade da
membrana. Em outra parte do trabalho, os autores imobilizaram as células em
silica tratada com glutaraldeido permitindo a ligagdo da célula com o suporte e
submeteram o complexo a processo continuo e obtiveram uma alta produtividade ¢
estabilidade. Marcipar e colaboradores,'® em 1980 aderiram células de fermento
em circulos de cerdmica Rasching cobertas por gelatina e pulverizados com
solugiio glutaraldeido e observaram um aumento na taxa de respiragio de tais
células de um fator de 1.4 para 6.7. Mais recentemente, Szajani e colaboradores,"”
em 1996, aderiram células de Saccharomyces cerevisiae sobre leitos de celulose
utilizando reator de leito fluidizado e constataram que esse suporte é adequado

para ser utilizado em produgéo de etanol. Ryu e colaboradores,'® em 1997,
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constataram que a imobilizagio de células em alginato de calcio apresentou uma
maior produtividade do que em carragena k.

Em nosso grupo, em um estudo sobre a produgdo de etanol é apresentada a
i1nobiliza§ﬁo de Saccharomyces cerevisiae sobre crisotila. Essa técnica de
fermentagiio desenvolvida em reatores continuos mostrou um rendimento 20%
superior a0 obtido pelo processo utilizando células livres. Este sistema mostrou-se
eficiente para a produgdo de etanol em alta concentragdo € juntamente com a
: otimizag:ﬁd das condigdes de fermentagdo pode reduzir os custos de fabricagéo do

produto. '

1.3  Imobilizagédo de células para a produgdo de etanol

A imobilizagdo de células é um termo utilizado quando as células, por
métodos naturais ou artificiais, ¢ impedida de se mover liviemente em todas as
partes da fase aquosa. A escolha do método de imobilizagéo e do tipo de suporte
depende das caracteristicas peculiares do microrganismo e das condigdes de uso
_do sistema. Contudo, o processo de imobilizagdio deve ser realizado sob condigdes
suaves de forma a manter a estrutura do biocatalisador. Os principais fatores que
afetam esse sistema sdo pH, natureza do solvente, natureza da substincia a ser
imobilizada, forga idnica e a proporgiio adsorvente/substincia imobilizada.'**%!

Dentre os métodos de imobilizagdo utilizados temos o de ligagéo ao suporte
(adesdo) onde hé a ligagfio direta das células com o suporte a partir de forgas de
van der Waals, pontes de hidrogénib ou liga¢Ges hidrofébicas, alterando pouco a
estrutura das células.>??? As células podem ser imobilizadas em madeiras, agar,
resina anidnica, bagago de cana, carvio ativado, celulose, particulas de cerimica e
suportes inertes.>***® Um dos problemas na aplicagdo deste método é que a
dessor¢do ocorre durante o processo de lavagem e operagdo (variagdes de pH,
temperatura). A ligacdo cruzada é outro método de imobilizagdo onde ocorrem
ligagBes intermoleculares, entre as proprias células do microrganismo ou das
células ao suporte, com auxilio de um agente reticulante, formando uma rede
polimérica insolavel; geralmente ¢ utilizado glutaraldeido. **' No método de
aprisionamento, as células ficam agarradas nos intersticios de um gel ou

encapsuladas por uma membrana semipermedvel, minimizando a perda de
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células.>*' Uma das limitagdes desse método é que a difusdo do substrato para o
intertor das células fica prejudicada, devido a barreira fisica do gel. Alguns
suportes utilizados sio alginato de calcio, carragena-k, igar e poliacrilamida. %

O principal método de imobilizag&o de células para a produgdo de etanol €
por adesdio. As vantagens da imobilizagio dos biocatalisadores neste método sdo
que a imobilizagfio pode ser feita sob condigdes brandas; a reutilizagéo do suporte
e do biocatalisador é possivel; maior quantidade de células pode ser usada em um
suporte com grande area superficial; permite a produgdo em regime continuo por
um longo tempo; aumento da estabilidade enzimatica e, consequentemente, da
produtividade; capacidade de parar a reagdo rapidamente e diminuigdo dos riscos

de contaminaggo.*"!

1.4 Crisotila

Crisotila ¢ um silicato de magnésio hidratado de habito fibroso que
cristaliza em sistema monoclinico. Apresenta a célula unitaria: MggSi ;0,0(OH)s
com uma estrutura unica e altamente organizada, constituida de bicamadas de
brucita-silicato, enroladas coaxialmente, as quais formam uma fibrila. Cada
bicamada ¢ composta por uma ldmina ou folha tetraédrica de silicato ¢ por uma
lamina octaédrica de brucita Mg(OH), As fibras de crisotila sdio constituidas
naturalmente por fibrilas cilindricas agrupadas paralelamente e preenchidas por
material ndo cristalino,2*%%

A crisotila ¢ considerada um material de boa resisténcia quimica e
estabilidade térmica. Apresenta uma area superficial especifica apés tratada e
ativada, de 14 m2/g. Martinez e Zucker,zs realizaram medidas de potencial de
fluxo e obtiveram a curva de potencial zeta com o pH e observaram um potencial
Zeta positivo entre pH 3 e 12 da ordem de 100 mV e ponto isoelétrico em pH 11,8.
A superﬁcié da crisotila é constituida por grande quantidade de sitios doadores,
Mg(OH),, possuindo atividade catalitica®® Ao reagir com acidos fortes
(lixiviagdo) ¢ destruida a camada de Mg(OH),, restando somente a silica.
Parizotto,”® através de medidas de 4rea superficial especifica por BET, observou
que a crisotila lixiviada apresenta areas superficiais maiores que as obtidas para a
crisotila natural.
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A crisotila apresenta-se como suporte pois tem um excepcional poder de
adsorgio; existe em grande abundincia na natureza; apresenta inércia quimica,
técnica e biologica; tem um custo baixo ¢ possibilita o reaproveitamento.'”

A crisotila foi estudada em nosso grupo de pesquisa na obtengio de filtros
de profundidade, no estudo da ativagdo da sua superficie e aplicagio na
imobilizagdo de biocatalisadores.?*'*? Outros estudos referem-se 4 adsorgdo de
espécies quirais em crisotila, a interagdo da crisotila com TiO,, a adsor¢do nos_
sitios ativos da crisotila e aplicagdes na fase estaciondria para HPLC e como
suporte para catalisadores inorganicos ¢ de enzimas.?”*?%>3* Ag patentes obtidas
sio referentes a obtengdo de crisotila com alta atividade superficial e na produgéo

de etanol !

1.5 Montmorilonita.

A montmorilonita ¢ uma argila pertencente ao grupo das esmectitas
constituida de silicatos hidratados, de aluminio, ferro ¢ magnésio com duas folhas
tetraédricas de silicato e uma folha central octaédrica de aluminio, unida por
atomos de oxigénio, com formula (Al Mg)(SiAl)O;o(OH),M" nH,0, onde M é o
cation interlamelar. A figura 1 mostra a estrutura da montmorilonita. Os tetraedros
de SiO,* formam uma estrutura bidimensional ou lamelar, na forma de um
hexagono. A folha de silicato pode se ligar a uma segunda folha, geralmente de
unidades octaédricas de hidréxidos metalicos.”’

Os cattons, presentes nas intercamadas estruturais, podem ser trocados por
outros, dependendo do grau de substituigfio isomérfica, que pode ocorrer quando a
argila for imersa em 4gua e ocorrer 0 entumescimento das camadas lamelares. A
troca idnica altera sensivelmente as propriedades fisico-quimicas da argila, ndo
causando alterag¥es estruturais. Na montmorilonita, a capacidade de troca idnica é
devida, principalmente, a substituigio de A" em posigdes octaédricas por cations
Mg e Fe'? ¢, menos frequentemente, a substituigdo de Si** por Al em folhas
tetraédricas.”

A fraca ligagdo entre as camadas e o elevado grau de substituigio
isomorfica torna facil a clivagem, em meio liquido, das particulas desse tipo de

argilomineral. HA uma tendéncia muito grande, principalmente quando os cations
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trocveis sdo K*, Li*, NH,", a separagdo das camadas estruturais em meio aquoso,
podendo ir até 1 nm_ As medidas de area superficial, em geral, aumentam com o
aumento do raio do cation trocéveis; o valor alcahc;a 68 m?/g para a
montmorilonita-Li e 138m*/g para a montmorilonita-Cs. As argilas pertencentes a
esses argilominerais, possuem um elevado grau de propriedades plasticas e
coloidais e apresentam variagdes em suas propriedades fisicas, provocadas pelos
cations trocdveis ou por fatores estruturais. A montmorilonita como um mineral_
natural, tem sido extensivamente estudada no que se refere as suas propriedades ¢

aplicagdes industrias.>**®

() -———-v.‘-"'_- A
QE—48

O Oxigénio @ Hidroxila @ Aluminio, ferro e magnésio
O e @ Silicio e ocasionalmente aluminio

Figura 1 : Estrutura da montmorilonita™

1.6 O microrganismo

O rapido avango em biotecnologia propiciou a criagdio de Colegdes de
Cultura, onde € possivel localizar leveduras e outros microrganismos provenientes
de diversas partes do mundo, que apresentam uma diversidade de fungdes
metabolicas. Cada Colegio de Culturas representa um conjunto de linhagens com
interesses espéciﬁcos. A National Collection of Yeast Cultures (NCYC) tem a
predominéncia de linhagens para a produgéo de cerveja, a Yeast Genetics Stock
Center (YGSC) tem a predominincia de selegdes de Saccharomyces cerevisiae,
além de outras como American Type Culture Collection (ATCC). As linhagens

sdo fornecidas por pesquisadores, e sdo catalogadas de acordo com suas respostas
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da fermentagdo e assimilagio a uma larga variedade de compostos de carbono,

bem como a utilizagiio de compostos nitrogenados. Estdo disponiveis a todos os

. . 38
grupos de pesquisa interessados em desenvolver novos produtos e processos.” 3

A manutengdo das linhagens pode ser feita em tubos de agar, por métodos
de secagem a ar, ou secagem a vacuo. A liofilizagdo (secagem a frio) € o método
mais comum de preservagdo da células microbianas.

Os microrganismos mais adequados para a produgéo de etanol a partir da
sacarose sio os do género Saccharomyces, Kluyveromyces e da bactéria
Zymomonas. Os microrganismos geralmente utilizados ¢ os suportes estdo
indicados na Tabela L.""'

As espécies de microrganismos apresentam comportamentos diferentes na
fermentagdo tais como: tolerincia ao etanol, ao diéxido de carbono,
osmosensibilidade e capacidade de flocular. O microrganismo Saccharomyces
cerevisiae é muito tolerante as mudangas das condi¢des do meio, por essa razdo
ele é geralmente preferido para a produgdo de etanol, permitindo a sobrevivéncia
por décadas. Saccharomyces cerevisiae apresenta, sob condi¢des anaerébias,
somente a produgdio de etanol e CO; a partir de diversas fontes de agucares; €
geneticamente estavel e pode operar em pH mais baixo em altas concentrages de
ac;l'lcarf"3

TABELA I: Microrganismos e suportes utilizados na produgo de etanol"

Células microbianas Suporte para imobilizagio
Saccharomyces cerevisiae Alginato de calcio
Carragena
Poliacrilamida
Ceramica Raschig
Serragem
Resina de troca ibnica
Saccharomyces carlsbergensis Carragena K
: Silica Porosa
Saccharomyces bayanus Carragena K
Kluyveromyces fragilis Alginato de Calcio
Pachysolen tannophilus Alginato de Calcio
Zymomonas Mobilis Alginato de Calcio
Carragena K
Leito de Poliestirenc
Leito de fibras
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Para o aumento da produtividade no processo de fermentagéio podem ser
utilizadas linhagens puras de Saccharomyces cerevisiae, que deverdo apresentar
tolerdncia ao meio ambiente, devern manter uma alta taxa de produﬁvidade por um
Jongo periodo em condigdes estaveis.”” Em geral, os microrganismos sdo capazes
de crescer e produzir etanol em pH entre 3,5 a 6,0 e temperatura de 28 a 35° ct

Ensaios qualitativos realizados por Zucchetti,** em 1994, mostraram que a
atividade e o tempo de vida do biocatalisador suportado séo superiores aos das
células livres e, para o complexo Saccharomyces cerevisiae/crisotila, foi

observado que este apresentou atividade de até 45 dias apds o preparo.

1.7 Interagédo do microrganismo/suporte

Grupos quimicos na superficie de um material tendem a interagir com
moléculas ou dtomos diferentes presentes na fase adjacente (por exemplo agua) e
os tipos e forgas de interagdo que devem ocorrer dependerdo das propriedades
quimicas de ambas as fases. Estas interagdes incluem forgas de van der Waals,
interagGes polares, interagdo eletrostatica, interagdes hidrofobicas, ligagdo quimica
e ligagéio de hidrogénio.*

A capacidade da superficie para participar de tais interagdes pode ser
expressa em termos termodinimicos, pela energia livre superficial ou por
parametros como tensdo superficial critica. Um pardmetro que é geralmente usado
para caracterizar a superficie ¢ hidrofobicidade ou o oposto hidrofilicidade. Em
geral, a hidrofilicidade da superficie tende a aumentar relativamente ao aumento
da energia livre superficial.*’

A adesdo de particulas sobre uma superficie pode ser explicada pela teoria
de DLVO (Deryangin, Landau, Verwey e Overbeeck), considerando a variagao de
potencial durante a aproximagio de dois s6lidos, como a soma de dois termos: um
atrativo devido as forgas de dispersdo de London que dependem da natureza das
particulas ¢ do meio de dispersdo; o outro repulsivo, resultante da sobreposicédo
das duplas camadas elétricas. *

A superficie ionizada de uma particula pode atrair ions de carga oposta e,
assim, formar uma nuvem concentrada de ions (campo elétrico). Este conceito

envolve a teoria da dupla camada elétrica, descrita por Gouy e Chapman e depois
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por Stern. A dupla camada elétrica contém duas partes externas a superficie: uma
camada de ions imediatamente adjacentes a superficie da particula e a outra ¢
referente aos ions que se situam em camadas mais distantes da superficie. O
potencial elétrico no plano de cisalhamento, que € referente a camada de ions mais
proxima da particula, é conhecido como potencial zeta . O potencial zeta ¢é
resultado da contribuicdo eletrostitica e pode ser obtido experimentalmente por
medidas de eletroforese. O potencial zeta, permite obter um valor aproximado da
densidade de cargas superficiais. Células podem ser atraidas para superficies de
potencial zeta oposto. Entretanto, se as células possuem o mesmo potencial zeta da
superficie, a adesfio ¢ ainda possivel por interagoes moleculares. ‘>*

Em literatura virios trabalhos descrevem a interagdo dos microrganismos
com suportes em termos da energia e cargas superficiais. Mozes e colaboradores*!
estudando a adesdo de microrganismos hidrofilicos, como Saccharomyces
cerevisiae e Acetobacter aceti em suportes como vidro e alguns polimeros,
observaram que a interagdo € do tipo eletrostatica. Entretanto, observaram que
com células hidrofobicas a adesdio ocorre em suportes também hidrofébicos e
destacaram, nesse caso, a importincia da energia interfacial. Van Haecht e
colaboradores* observaram que a adesdo de células de Saccharomyces tratadas
com aluminio quando suportadas em vidro ¢ caracterizada por um interagdo
eletrostitica, supondo que hd uma diminui¢do do caracter negativo da superficie
do fermento com o tratamento com o metal e, assim, permitir a adesdio do
microrganismo. Kenji e colaboradores® descrevem a importincia da carga
superficial de cristobalita, para a adesio de microrganismos. Observaram que as
forgas eletrostgiticas s#0 necessarias para a adesfo inicial do microrganismo e para

evitar a dessorg#o.
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2. Objetivos

Observou-se em estudos anteriores que o sistema com células imobilizadas
apresenta um aumento na estabilidade, na eficiéncia catalitica e na produtividade

1.1° A imobilizagio de células de fermento

no processo de produgdo de etano
| comercial em crisotila mostrou que a adsorgfio € rapida e intensa, ocorre em todas
as faixas de pH e resulta em um material fortemente fixado sem perda da atividade
~ catalitica. Foi observada qﬁe a capacidade de adsor¢dio de Saccharomyces
cerevisiae em crisotila mantém a relagdo de 1:1 célula/suporte. O rendimento
percentual de etanol no processo de batelada com células adsorvidas foi 20%
maior em relagdo ao processo com células livres, para uma concentragdo de 30%
de glicose. Em processo continuo foi obtido uma produtividade em torno de 15
g/litro.horas.'® No entanto, a utilizagio de linhagens puras de Saccharomyces
cerevisiae pode aumentar a produtividade do processo em relagdo a utilizagéo de
¢élulas de fermento de pdo.

Por esses motivos, propds-se como objetivo deste projeto:

«Determinar a quantidade de células aderidas em crisotila € em crisotila
lixiviada;

«Comparar a atividade metabdlica das células aderidas em crisotila com
células aderidas em montmorilonita;

sEscolher linhagens de Saccharomyces sp. que, quando suportadas em
crisotila, apresentem os melhores resultados de produtividade e tempo reacional
para atingir a maxima conversdo de aglcares em dlcool, comparado com os
sistemas com células livres;

oUtilizar as linhagens escolhidas para a produgio de etanol, via
fermentagdo, em regime continuo, utilizando sistemas com células imobilizadas

em crisotila.

11



Parte Experimental

3. Parte Experimental

3.1 Materiais e reagentes

Os materiais e reagentes utilizados foram: fibras de crisotila do tipo 5R da
Mina de Cana Brava em Goias, cedida pela SAMA Mineragdo de Amianto S/A,
montmorilonita K10 (Aldrich), melago (caldo de cana-de-aglicar) proveniente da
Usina Sdo Francisco Capivari- SP, extrato de malte da marca Biobras, peptona
bacteriologica (Biobras), extrato de levedura (Biobras), D-glucose anidra PA
(Synth), sacarose de agucar refinado comercial, uréia (Nuclear) e demais reagentes
de grau analitico.

As cepas utilizadas estdo apresentadas na tab_elé II. Aquelas com sigla CCT
foram obtidas da Fundagfio Tropical de Pesquisa ¢ Tecnologia “André Tosello”
em Campinas, as de sigla FEA sdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos na
Unicamp. Também foi testado fermento de pdo (FP) marca Fleshmann & Royal
Ltda.

TABELA II: Microrganismos utilizados para a produgio de etanol .

Sigla Sigla internacional/ Origem Espécie de Saccharomyces
CCT 0762 ATCC26602, NCYC 975 cerevisiae
CCT 0290 ATCC26602, NRRLY-11877 pastorianus
CCT 3174 Rosane F.S Rezende cerevisiae
CCT 0472 Usina Modelo cerevisiae
CCT 0294 1Z 1904 boulardii
CCT 0292 ATCC 26602, NRRL 857 uvarum
FEA 01 Usina Santa Adélia varias
FP comercial varias

3.2 Instrumentos

Os mstrumentos utilizados foram: Espectrofotdmetro de absorgéio atomica
5100 Perkin Elimer, Bomba dosadora peristaltica de marca Milan, Turbidimetro de
marca Micronal modelo B-250, Colorimetro fotoelétrico de marca Micronal
modelo B-340, Centrifuga marca Fanem, Autgclave marca Quimis Q 190-22,
Ultra-som marca Thornton, Banho tipo Dubnoff marca Quimis Q226 D2, Banho

de circulagdo externa marca Marconi modelo MA 150, Cromatdgrafo gasoso
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marca CG modelo Master, Refratdmetro marca Carl Zeiss, Capela de Fluxo Laminar
marca Veco modelo VLFS 09.

3.3 Meio de alimentagdo

Os meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave por
aproximadamente 10 minutos a 120 9C ¢ 1 atm. O pH foi ajustado com gotas de
acido fosforico concentrado.**® Os seguintes meios foram utilizados durante os
experimentos: ! k

—~ Meio de Crescimento: D-glucose 10g/L, peptona bacteriologica Sg/L,
extrato de malte 3g/L e extrato de levedura 3g/L, pH 6.

— Meio de Crescimento com melago: melago 20g/L, peptona bacteriologica
5g/L, extrato de malte 3g/L e extrato de levedura 3g/L, pH 6.

— Meio Misto de Crescimento; D-glucose 10g/L, sacarose 5g/L, peptona
bacterioldgica 5g/L., extrato de malte 3g/L e extrato de Levedura 3g/L, pH 6.

— Meio Misto de Fermentagdo: D-glucose 50g/L., sacarose 50 g/L, peptona
bacterioldgica 2,5 g/L, extrato de malte 1,5 g/L, extrato de levedura 1,5 g/L, uréia
1,5 g/L, pH 4,5.

— Meio de Fermentagdo: D-glucose ou sacarose com concentragdes de
300g/L, 250g/L, 200g/L, uréia 3 g/L e MgS0, 0,5 g/L, pH 4,5.

— Meio de Fermentagio com melago: melago 330g/ L, uréia 3 g/I. e MgSO,
0,5 g/L, pH 4,5.

3.4 Preparo do suporte crisotila

3.4.1 Lavagem e ativagdo da crisotila

Os experimentos foram feitos de acordo com a patente n° 8.903849/BR do
nosso grupo de pesquisa.”’’ Amostras de aproximadamente Sg de crisotila (SR)
foram colocadas sobre uma peneira Tyler 250 e jateadas com Agua durante 10
minutos para a eliminagdo das impurezas. O material resultante foi colocado sobre
vidro de relégio e seco em estufa por 24 horas a 120 °C. A ativagéo da crisotila foi
feita colocando-se 2g de crisotila em 400 mL de uma solugdo tampdo de acido

acético/acetato de sédio equimolar a 3,3.10% M. A mistura foi colocada em um
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campo de ultra-som de 25 kHz por 30 minutos, a seguir foi filrtada em uma
peneira Tyler 250, lavada com 4gua destilada e seca por 24 horas em estufa a
120°C.

3.4.2 Lixiviamento da crisotila

Aproximadamente 20g de crisotila foram colocadas em wum baldo
volumétrico de 500mL com 250 mL de uma solugiio de acido cloridrico._
fumegante. A mistura permaneceu em refluxo por 72 horas, sendo entéo filtrada e
lavada com 4gua destilada em funil de placa porosa. A crisotila foi seca em estufa

or uma noite a 90°C 348
p

3.4.3 Lixiviamento da crisotila para andlise em Microscopia eletronica de

varredura

A crisotila apds ser lixiviada por 120 horas, como descrito anteriormente,
foi filtrada e, posteriormente, seca em estufa a 90° C por 24 horas. A seguir foi
triturada em um almofariz de agata ¢ novamente foi submetida ao processo de
lixiviamento com 250 mL de acido cloridrico fumegante por 48 horas. Apos esse

periodo foi filtrada e seca em estufa a 90°C por 24 horas.

3.4.4 Quantificagdo do magnésio em crisotila lixiviada

Uma amostra de 0,5024 g de crisotila lixiviada para a analise de
microscopia foi colocada em um cadinho de chumbo, em uma chapa de
aquecimento. Algumas gotas de acido fluoridrico foram adicionadas ao cadinho,
até o completa dissolugdo da amostra. A amostra foi aquecida até a evaporagéo do
solvente, sendo entdio colocada algumas gotas de acido cloridrico concentrado.
Apos a evaporagdo do solvente o residuo foi dissolvido em écido cloridrico 1IM. A
solugdo foi colbcada em um baldo de 100mL e completou-o com o solvente. Uma
curva de calibragio foi preparada com solugdes 0,1; 0,3 e 0,5 mg/L de MgO em
4cido cloridrico 1M.* Foram feitas leituras de absorgdo atdmica dos padrdes e da
amostra utilizando ldmpada de magnésio, corrente de 6mA e acetileno/ar como gas

de arraste. Foi obtido 0,1 mg de magnésio por grama de crisotila.
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3.5 Andélise do agucar no melago

Para determinar a quantidade de agicares disponivel no melago foi
realizado a fermentacdo exaustiva com uma amostra de 250 mL de Meio de
Fermentagdo e 35 g de fermento de pdo, mantendo o sistema em banho
termostatico com agitagdio a 30° C. Apos 24 horas, uma aliquota da dispersdo foi
destilada medindo-se o teor de etanol por refratdmetria. A partir da equagdo
estequiométrica de conversdo de glicose em etanol foi determinada a quantidade
de aglicar presente na solugéio.* Foi obtido o valor de 60g de agticares por litro de

melago, valor que corresponde ao fornecido pelo fabricante.

3.6 Curvas de crescimento de células de fermento de pdo

Esta parte experimental foi desenvolvida por Adriana de Andrade Fregonesi,
Renato Wendhausen Jr. e José Eduardo Tonella, durante a 1* parte experimental do
convénio Sama Mineragio de Amianto/Unicamp: “Crisotila como suporte de
Saccharomyces cerevisiae para a produgio de etanol a partir de cana-de-agiicar.”

Uma curva de calibragdo foi preparada com concentragdes 5,0; 2,0; 1,0;
0,5; 0,2 ¢ 0,1 g/LL de fermento de pdo em Meio de Crescimento. Foram feitas
leituras instantineas de turbidez (FTU) e densidade 6tica a 660 nm.”**'"? A Figura
2 mostra a curva de calibragio colorimétrica e turbidimétrica, permitindo que seja

calculada a concentragio de uma amostra a partir das leituras de turbidez ¢

absorbéncia.
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Figura 2: Curvas de calibragio colorimétrica a 660nm e turbidimétrica para
dispersdes de concentragbes variadas de fermento de pdo em agua. Experimento em
medida Unica.
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Suspensdes 0,1; 0,04 e 0,03 g/L de fermento de pdo foram preparadas em
Meio de Crescimento e foram colocadas em erlenmeyers de 250 mL tampados
com rolhas de algoddo em banho termostatico a 30°C por 35 horas. Foram feitas
leituras de FTU e densidade 6tica a fim de verificar o aumento da massa celular

em fungiio do tempo. Os experimentos foram realizados em duplicatas de amostra.

3.7 Adesdo de células de fermento de pdo em crisotila

3.7.1 Isoterma de adesdo

Em 1 L de agua foi resuspenso fermento de pdo e a seguir centrifugado a
2500 rpm por 5 minutos. Foram pesados 0,2; 0,5; 0,8; 1,6; 2,0 € 2,5 g de fermento
"de pdo ¢ adsorvidos em 0,5 g de crisotila em 100mL de agua (duplicatas). Os
sistemas foram mantidos em banho termostatico a 30°C com agitagio branda por 1
hora. A seguir foram filtrados em peneira Tyler 250, lavados com 4gua e secos na

estufa a 90°C por 24 horas e posteriormente, pesados.

3.7.2 Crescimento celular

O crescimento celular foi realizado colocando-se o indculo das células de
fermento de pdo em 0,3 g de crisotila ativada ¢ 100mL de Meio de Crescimento
com 10 g/L de glicose. Sistemas controle foram feitos com 0,3 g de crisotila ¢
Meio de Crescimento.

Os sistemas foram mantidos em banho termostatico a 30°C com agitagéo
por aproximadamente 50 horas. Em tempos regulares foram filtrados em peneira
Tyler 250 ¢ o filtrado foi colocado em estufa a 90°C por 24 horas e posteriormente
pesado. Foi preparado também um sistema contendo somente o inéculo em Meio
de Crescimento a fim de quantificar, através de leituras de turbidez, o crescimento
total das células livres. O experimento foi realizado em triplicatas de amostras.

O crescimento foi também analisado em sistemas contendo 0,5 g de
crisotila em Meio de Crescimento com 100g/L de glicose. O experimento foi
mantido nas mesmas condigdes anteriores, entretanto os sistemas foram pesados

regularmente para a medida da evolugio de CO,. Foram efetuadas medidas em
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triplicatas de amostra.

3.7.3 Crescimento das células dessorvidas de crisotila

Trés sistemas foram preparados colocando-se 1 g de crisotila ativadae 1 g
de fermento de pdo em erlenmayers de 125 mL com 100 mL de 4gua destilada. Os
' sistemas foram mantidos em banho termostatico com agitagio branda a 30° C por
15 horas. Apés esse periodo foram filtrados em peneira Tyler 250. O complexo.
célula/suporte foi mantido na peneira e inserido em um recipiente com agua e
agitado mecanicamente com auxilio de uma barra magnética por 6 horas, a fim de
dessorver as células do suporte. A dispersdo de células, resultante da filtragem, foi

centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm.
| Em erlenmayers de 15 mL foram colocados 0,46g de células dessorvidas e
0,5 g de crisotila em 15 mL de Meio de¢ Fermentagdo. Para comparar a atividade
dessas células foi preparado outro sistema utilizando-se 0,46 g de células de
fermento de pdo lavadas em agua, aderidas em 0,5 g de crisotila. Os sistemas
foram mantidos por 70 horas em banho termostitico com agitagiio branda a 30°C.

Em tempos regulares os frascos foram pesados para a medir a evolugdo de COs.

3.8 Adesdo de células de fermento de pdo em crisotila lixiviada

3.8.1 Isoterma de adesdo

Em 0,3 g de crisotila lixiviada foi adsorvida uma quantidade variada de
fermento de pdo 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ¢ 1,2 g. Os frascos
foram agitados em banho termostatico a 30° C por 2 horas. Os sistemas foram
filtrados, lavados com agua e os complexos célula/crisotila obtidos foram secos

em estufa a 90° C por 24 horas. O experimento foi realizado em medida inica.

3.8.2 Crescimento das células

Sistemas foram preparados com 0,3 g de crisotila lixiviada, um in6culo de
fermento de pdo e 100mL de Meio de Crescimento e foram deixados por 20 horas

em banho termostatico com agitagio branda a 32°C. Foram filtrados em peneira
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Tyler 250 ¢ secos por 24 horas em estufa a 90°C .
Ao final de 20 horas de crescimento foram feitas leituras de turbidez (FTU)

com um sistema contendo somente células em Meio de Crescimento .

3.9 Dessorgdo de células de fermento de pdo aderidas em crisotila

3.9.1 Células aderidas em meio aquoso

Seis sistemas foram preparados colocando-se 0,3 g de fermento de pdo e
0,5 g de crisotila em béquers de 125 mL com 100mL de agua destilada. Os
sistemas foram mantidos em banho termostatico a 30°C com agitagdo branda por 1
hora. Os complexos célula/crisotila formados foram filtrados em peneira Tyler
250. A capacidade de dessorgdo das células do suporte foi testada colocando-se o
complexo sobre peneira Tyler 250 ¢ suspensos em um recipiente com agua. Os
cbmplexos foram submetidos a um campo de ultra-som de 25 kHz por 30 minutos,
ou a agitagdo mecdnica por 30 minutos, com auxilio de uma barra magnética. A
seguir os complexos foram filtrados e secos em estufa a 90°C por 22 horas. O
controle foi somente seco em estufa. Apds a secagem o material foi pesado. O

experimento foi realizado em duplicatas de amostra.

3.9.2 Células aderidas em Meio de Crescimento

Doze sistemas foram preparados colocando-se 0,5 g de crisotila e 0,1 g
células e 100mL de Meio de Crescimento em erlenmayers de 125 mL. Os frascos
foram mantidos em banho termostatico a 30° C com agitagio branda por 19,5
horas e 44 horas. Em cada periodo, seis complexos célula/suporte foram filtrados e
colocados sobre peneira Tyler de 250 e inseridos em um recipiente com agua.
Estes sistemas foram submetidos a um campo de ultra-som de 25KHz por 30
minutos, ou a agitagdo mecanica por 30 minutos. A seguir foram filtrados e secos
em estufa a 90° C por 24 horas e posteriormente foram pesados. O experimento foi

realizado em duplicatas de amostra.
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3.10 Imobilizagcéo de células em montmorilonita K 10

3.10.1 Atividade das células de fermento de pdo

Em 9 erlenmeyers de 25 mL foram colocados 0,6 g de células de fermento
de pdo, 1g de montmorilonita K10 ¢ 15 mL de Meic de Fermentagdo com
concentragdes de glicose 20, 25 e 30 %. Outros 9 erlenmeyers foram preparados
da mesma forma, mas sem o suporte. Os frascos foram fechados com septos.
estéreis e agulhas para a saida de CO,. Os sistemas foram mantidos sob agitagdo
em banho Dubnoff a 30°C por 70 h. Os frascos foram pesados regularmente em
balanga analitica para medir a saida de CO,. Os experimentos foram realizados em

triplicatas de amostra.

3.10.2 Atividade das células de fermento de pdo imobilizadas em montmorilonita
modificada

Em 5 erlenmayers de 125 mL foram colocados 5 g de montmorilonita e
100mL de cloreto de magnésio 1IM. Os frascos foram colocados em banho
termostatico com agitagio branda a 40 °C por 5 horas. Apds esse periodo a
solugdo foi trocada e os sistemas foram mantidos sob as mesmas condigdes pbr 18
horas. Os sistemas foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos e a seguir foram
lavados com agua destilada.

Trés sistemas foram preparados com 1 g de montmorilonita modificada, 0,6
g de células de fermento de pdo ¢ 15 mL de Meio de Fermentagfo. Sistemas
controle foram preparados da mesma maneira anterior, mas com lg de
montmorilonita somente lavada com agua destilada. Os sistemas foram mantidos
em banho termostético por agitagio branda a 30°C por, aproximadamente, 90
horas e regularmente pesados para a medida de evolugéo de CO..

A influéncia do magnésio no meio de cultura foi testada preparando 6
outros sistemas da mesma forma que os primeiros, mas o Meio de Fermentagio
utilizado foi sem a presenga de MgSO,. Os sistemas foram mantidos em banho
termostitico por agitagio branda a 30°C por aproximadamente 90 horas e

regularmente foram pesados para a medida da evolugéo do CO,.
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3.11 Selegido de linhagens de Saccharomyces sp.

Esta parte experimental foi desenvolvida por Adriana de Andrade Fregonesi,
Renato Wendhausen Jr., José Eduardo Tonella e Karina Althoff, durante a 1° parte
experimental do convénio Sama Minerag@io de Amianto/Unicamp: “Crisotila como suporte
de Saccharomyces cerevisiae para a producéo de etanol a partir de cana-de-agucar.”

Durante esta parte experimental foram tomados os cuidados para se evitar
contaminag¢do: a manipulagio das linhagens foi realizada, com auxilio de luvas,
em uma capela de fluxo laminar, usou-se luvas e o material e o meio de cultura
utilizado foram esterilizados em autoclave a latm e 120° C por aproximadamente

10 minutos.*?

3.11.1 Crescimento das linhagens

As linhagens foram fornecidas na forma de “slants”: tubos inclinados de
agar, contendo um inéculo de células. A fim de obter um maior concentrado de
células o indculo foi repicado raspando-se a superficie do agar com uma espatula,
retirando-se as células e inserindo-as em Meio de Crescimento. Os sistemas
permaneceram em banho termostatico a 30°C por 72 horas e, posteriormente,

foram filtrados em papel de filtro.”

3.11.2 Adesdo das células em crisotila

Foram colocados 0,6 g de células para serem aderidas em 1 g de crisotila,
em 200 mL de agua destilada. Os frascos foram submetidos a agitagdo em banho
Dubnoff por 1 hora. Os complexos célula/ suporte obtidos foram filtrados em

peneira Tyler de 250 sob vacuo.

3.11.3 Atividade fermentativa das células em processo de batelada

Em 9 erlenmeyers de 25 mL foram colocados os discos do complexo
célula/suporte obtidos juntamente com esferas de vidro, um material inerte, ¢ 15
mL de Meio de Fermentagéio com concentragdes de glicose 20, 25 e 30% (em
triplicatas). Para efeito de comparagdo outros 9 erlenmeyers foram preparados da
mesma forma, mas sem a presenga de crisotila. Os 18 frascos foram fechados com

septos estéreis e agulhas para a saida de CO;, e foram mantidos sob agitagio a
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30°C por um periodo de aproximadamente 70 horas.** Em intervalos de tempo
regulares, os frascos foram pesados para a determinagfo da perda de CO,. Foram
analisados por cromatografia gasosa, e/ou refratdmetria os teores finais de etanol

de cada um dos sistemas.

3.11.4 Andlise de etanol

Foram colocados 50 mL de amostra do efluente de saida em um.
equipamento de destilagdo, com baldo volumétrico de 100mL e coluna de
destilagdo. O destilado foi analisado em cromatografo com: corrente de 15 A ¢
temperatura da coluna, do vaporizador ¢ do detector de 100°C, 170°C e 170° C;
respectivamente. Para a andlise do etanol por refratémetria, foi feita uma curva de
calibragio com etanol PA no refratbmetro a 20°C e, a seguir, foram feitas as

leituras das amostras destiladas.

3.12 Fermentagédo alcoéblica em processo continuo

Esta parte experimental foi desenvolvida por Adriana de Andrade Fregonesi,
Renato Wendhausen Jr., José Eduardo Tonella e Karina Althoff , durante a 1° parte
experimental do convénio Sama Mineragio de Amianto/Unicamp: “Crisotila como suporte
de Saccharomyces cerevisiae para a produgio de etanol a partir de cana-de-agtcar.”

Esta parte experimental foi realizada manipulando-se o recheio dos reatores
em uma capela de fluxo laminar, usando-se luvas. Os materiais e os meios de

cultura foram esterilizados em autoclave por 10 minutos a 120°C e 1 atm.

3.12.1 Montagem dos reatores

Foram montados reatores de leitos fixos de bancada estruturados com um
complexo de crisotila/célula misturado a areia de 3um (um material inerte) de
acordo com da referéncia 19. O esquema de montagem do reator, medindo 54 ¢cm
de altura e 4,7 cm de didmetro, é apresentado na Figura 3.

Com a finalidade de se obter um maior concentrado de células, foi feito um
prévio crescimento celular das linhagens testadas ou das células de fermento de
péo, adicionando-se um inéculo em 6 littos de Meio de Crescimento, contendo

120 g de crisotila. O crescimento foi mantido por 72 horas com aeragio feita por
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bomba de aquario. O meio foi trocado a cada 24 horas, dos quais o Gltimo
utilizado foi o de Misto de Crescimento. O complexo crisotila/suporte obtido foi
filtrado em peneira Tyler 250 sob vacuo.

O complexo célula/suporte obtido foi fragmentado ¢ misturado
manualmente com 850 g de areia de granulometria alta (3um). Os reatores foram
pfeparados colocando-se o retentor inferior, aproximadamente 2 cm de esferas de
vidro, a mistura areia mais o complexo células/crisotila, preenchendo-se os_
espagos vazios com auxilio de uma bagueta. A finalizago do recheio foi feita com
uma camada de 3 cm de esferas de vidro (material inerte) e o retentor superior.
Nesta etapa, foram utilizados dois bicos de Bunsen para criar uma atmosfera
estéril em torno da parte superior do reator para evitar a contaminagdo. A
termostatizagiio a 30°C ao longo do reator foi feita por sistema de camisa. Com
auxilio de bomba peristaltica foi feita a alimentagéio ascendente do reator. |

As mudangas dos meios foram sendo feitas gradualmente para evitar uma
mudanga brusca no meio ambiente das células. A primeira solugfio a passar foi o
Meio Misto de Fermentagdo. Apos 24 horas foi feita a troca de meio para o Meio de
Fermentagio.

Saida de CO;
Saida dgua —L—\{l
h : L, Efluents de saida
Esferas de
vidro

| Crisotila+células+areia

Esferas de,/~ +— Entrada 4gua a 30°C
vidro '
\ Meio de

\ alimentagéio

= =+ Bomba peristiltica

Figura 3: Reatores tubulares estruturados com 120 g de crisotila, 850 g de areia ¢ células,
termostatizag@o a 30°C e alimentagfio com uma solugio de agicar 20%.
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O reator chamado “Baby” foi testado com o recheio preparado com 18 g de
fermento de pdo adsorvidos em crisotila sem haver um crescimento celular prévio.
Os dois ultimos reatores foram alimentados com Meio de Fermentagdo com
Melago, e o prévio crescimento celular das linhagens utilizadas no recheio dos
reatores foi feito com Meio de Crescimento com Melago. Os reatores montados, as
respectivas linhagens e os meios de alimentagéo estdo representados na tabela I,

TABELA III: Reatores estruturados com 850 g de areia e 120 g de crisotila +
células, termostatizagiio a 30° C e alimentagio com solugdo 20% de agiicar.

Reatores Linhagens Alimentagéo no Alimentagdo na
crescimento das fermentagéo
linhagens
Baby Fermento de pdo  Meio de Crescimento Meio de Fermentagéo
Janior CCT 0762 Meio de Crescimento Meio de Fermentagio,
Meio de Fermentagdo
com melago
Magali FEA 01 Meio de Crescimento Meio de Fermentagdo,
Meio de Fermentagdo
com melago
Margarida FEA 01 Meio de Crescimento Meio de Fermentagéo
com melago com melago
Donald CCT 0762 Meio de Crescimento Meio de Fermentagdo
com melago com melaco

3.12.2 Varidveis calculadas durante a fermentagdo

As varidveis do processo analisadas foram: vazdo (mL/ min), vazdo
especifica (h™), vazdo 6tima para a maxima produtividade(mL/ min), volume 1til
do reator (mL), tempo de residéncia (h), produtividade (g/L. h), pH de entrada e de
safda, etanol no efluente e estabilidade operacional ®'°%36-57:58

O volume do recheio foi determinado fazendo-s¢ passar pelo reator uma
solugdo de agua pura ¢ estéril ¢ o volume de CO, foi analisado através da
passagem de Meio de Fermentagio medindo-se, nos dois casos, a diferencga entre o
volume de entrada e saida do liquido. O volume util V,(mL) foi considerado
como a regido aproveitavel do reator. Foi calculado por Vy = V1— V, - V ¢, onde
Vr = volume total, V, = volume do recheio: areia + crisotila + células, V¢ =

volume de CO, produzido na reagdo. A vazdo V (L/h) foi calculada pela

23



Parte Experimental

quantidade de produto formado em um determinado tempo, através da férmula V=
E/ tempo; onde E = efluente de saida. A vazio especifica Vg (h) fz)} obtida pela
quantidade de produto formado em um determinado tempo no volume aproveitavel
do reator por Vg= V/ V, O célculo da vaziio 6tima V, (L/h) foi obtido pelo
grafico de produtividade versus a vazio especifica. Indica a vazio do meio de

alimentagdo para alcangar a melhor produtividade. O tempo de residéncia T ..,

(h) foi calculado como o tempo necessario para a solug@o percorrer uma distancia -

AB no interior do reator, através da formula T,,, = V,/ V. A produtividade dP/dt
(g/L.h) foi calculada pela formagdo do produto em um determinado tempo de
residéncia: dp/dt = EtOH (g/L)/T.... A estabilidade operacional foi obtida por um
grafico de produtividade versus o tempo de operagdo do reator. A curva foi
construida pelos célculos didrios de produtividade e as medidas de etanol (g/L)

foram obtidas por refratdmetria e cromatografia gasosa. As leituras foram diarias.

3.13 Micrografias de células de Saccharomyces sp. aderidas em crisotila

As micrografias foram realizadas no laboratério de microscopia eletrénica
do Instituto de Fisica da USP em Sédo Paulo por Flavia Maria Cassiola. Foram
verificadas as células de Saccharomyces cerevisiae CCT 3174 e células de
fermento de péo suportadas em crisotila ¢ em crisotila lixiviada e/ou triturada.

As amostras foram preparadas com células da cepa CCT 3174 aderidas em
crisotila, permanecendo em meio aquoso por 1 hora. Amostras destas células
aderidas em crisotila também foram colocadas em Meio de Fermentagio com 30%
de glicose, por aproximadamente 70 horas (parte experimental 3.11.3). Outra
amostra foi preparada com células de fermento de pdo aderidas em crisotila
lixiviada, permanecendo em 4gua por 1 hora. Um inéculo de fermento de pio foi
colocado em Meio de Crescimento com 10g/I. de glicose contendo a crisotila
lixiviada, permanecendo por 20 horas. Todas as amostras foram colocadas em
banho termostatico a 30°C com agitagdo branda,' e a seguir foram filtradas e
lavadas com é4gua em funil de placa porosa. Outra amostra foi preparada com
células de fermento de pdo aderidas em crisotila, triturada e lixiviada por 168

horas restando 0,1 % de magnésio. Essa amostra foi submetida a0 mesmo processo
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descrito nas amostras anteriores, mas ndo foi feita, por filtragdo ¢ lavagem, a
separagdo das células nfo aderidas. As amostras foram fixadas em uma solugdo de
glutaraldeido 2,5% v/v e pos fixagdo em solugdo de OsOy4 1:3(m/m). A seguir foi
feita a desidratagdo usando 4lcool etilico 50, 80, 95, 100% e secas pelo método do
ponto critico. Posteriormente foi feita a deposi¢do de Au com o método de

“Sputtering” e levadas ao Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL- JSM-840A



Resuitados

4. Resultados

A primeira utilizagdo de crisotila como suporte de Saccharomyces sp. foi
registrada na patente de produgéo de etanol com alto rendimento, que apresentou
um resultado de produtividade de 20% maior em relagdo aos processos

tradicionais. Contudo, nesse trabalho foi utilizado fermento de pdo e, como meio

de alimentag3o, uma solugdo de sacarose com 20% de agucar."” No presente

trabalho, a técnica foi ampliada para as linhagens puras de Saccharomyces sp., que
podem aumentar a produtividade, e na utilizagdo de melago, que ¢ o meio de
alimentagdo utilizado em escala industrial. As etapas foram: verificagdo do
comportamento das células de fermento de pdo em Meio de Crescimento;
determinagdo da relagdio maxima de células aderidas em crisotila ativada e em
crisotila lixiviada, em meio aquoso; crescimento das células em meio de cultura
com a presenga do suporte; relagéio entre a atividade metabolica e o nimero de
células presentes nesta suspensdo; comportamento das células dessorvidas de
crisotila, comportamento das células suportadas em montmorilonita ¢ em
montmorilonita modificada; selegdo de linhagens de Saccharomyces sp. para a
produgdo continua de etanol; montagem de reatores de leito fixo com células
suportadas em crisotila € obtengfio de micrografias de células de Saccharomyces

sp. aderidas em crisotila e em crisotila lixiviada.

4.1 Curvas de crescimento celular para o fermento de pdo

Obteve-se curvas de crescimento em fungfio do tempo para as células de
fermento de pdo através de leituras de turbidez (FTU) e densidade 6tica, a fim de
estabelecermos o tempo minimo necessario para atingir a concentragfo maxima de
células. Esse valor ¢ dependente das caracteristicas de cada linhagem do
microganismo. O fermento de pdo, que é uma mistura de linhagens de
Saccharomyces sp, foi escolhido por ser o produto utilizado para a fermentagéo
em escala industrial.

A Figura 4 mostra os graficos de concentragfo celular méxima atingida em
determinado tempo para as leituras de FTU. As curvas obtidas através de

densidade oOtica sdo semelhantes as obtidas por FTU.
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Figura 4. Curvas de crescimento de Saccharomyces sp. com concentrag@o celular inicial 0,03,
0,04 e 0,1g/L. em fun¢&o do tempo obtidas a partir de fermento de péo inoculados em Meio
de Crescimento: D-glucose 10g/L, peptona bacteriolégica 5g/L, extrato de malte 3g/L e
extrato de levedura 3g/L. As suspensdes foram preparadas a partir de uma suspensio
estoque com concentragio celular 3 g/L. As leituras foram feitas em turbidimetro a 30°C.
Experimentos feitos em duplicatas de amostra.
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Foi observado que independente das concentragdes iniciais dos indculos, a
concentragdo maxima alcanqadé foi de 6,5 g/L em um tempo aproximado de 15
horas. As 3 fases do crescimento celular sdo observaveis na Figura 4: latente nas
duas horas iniciais, exponencial até doze horas e estacionaria até o final do
experimento. Os valores de concentragio a tempo zero ndo sdo iguais aos da
concentra¢io inicial, porqué gastou-se um tempo entre a preparagio da amostra e

as leituras.

4.2 Adesé&o de células de fermento de pdo em crisotila

4.2.1 Isoterma de adesdo

O experimento foi realizado com a finalidade de se determinar a quantidade
de células aderidas ao suporte. Utilizou-se quantidades variadas de fermento de
pdo (ressuspensos em agua) e quantidade fixa de crisotila. A Figura 5 mostra a

isoterma.
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Figura 5: Curva de adesio de fermento de pdo em crisotila ativada. Quantidades variadas de
fermento de péo e 0,5 g de crisotila, em 100 mL de 4gua, a 30° C, com agitagdo por 2 horas.
Média de duplicatas de amostra.

No intervalo testado, observou-se que a adesdo foi de 0,5 g de células secas

por grama de crisotila.
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4.2.2 Crescimento celular em crisotila

Analisou-se o crescimento de células em meio de cultura com 10g/L de
glicose contendo crisotila, determinando-se o valor da quantidade célula/ suporte,
com a finalidade de comparar com o crescimento de células livres. Esse dado sera
Gtil para otimizar o recheio dos reatores em produgdo continua de etanol.

A inoculagio de uma pequena quantidade de células em meio de cultura

com 10g/L de glicose contendo crisotila indicou um valor final de 0,23 g de-

células secas por grama de crisotila em 52 horas de experimento. O filtrado néo
apresentou células livres em solugdo, mostrando que todas as células produzidas
aderiram ao suporte. As leituras de turbidez para os sistemas contendo somente o
inéculo e o Meio de Crescimento indicaram que a concentragdo atingida foi de 11
gramas de células por litro de solugdio. Utilizando-se meio de alimentagdo com
concentragio de glicose 100 g/L e 0,5 g de crisotila, obteve-se¢ em 28 horas de
crescimento o valor de 0,22 g de células secas por g de crisotila. As células secas
tem perda de 70% em umidade. Logo, o crescimento das células em crisotila foi

menor ao crescimento das células livres, até 28 horas.

4.2.3 Atividade metabdlica das células durante experimento de crescimento

celular

Observou-se no experimento anterior que o crescimento das células foi
menor no sistema contendo crisotila. Neste experimento mediu-se a perda de
massa de CO, que ¢ diretamente proporcional a concentragdio de etanol, para
sistemas com células livres ou imobilizadas em 100ml. de Meio de Crescimento,
com a finalidade de observar alguma diferenga na atividade metabélica entre eles.
O resultado € mostrado na Figura 6.

Notou-se que o sistema com células imobilizadas apresentou uma maior
atividade metabélica (massa de CO,) em relagfio aos sistemas com células em

suspensdo, mesmo tendo apresentado uma menor multiplicagio celular.
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Figura 6: Massas médias de CO; (g) produzidas em fung#o do tempo de permanéncia em meio
de cultura. Inoculagiio de fermento de pdo em 100mL de Meio de Crescimento: D-glucose

100g/L, peptona bacteriolégica 5g/L, extrato de maite 3g/L e extrato de levedura 3g/L.
Células imobilizadas em 0,5 g de crisotila no Meio de Crescimento. T = 30°C. Média de
duplicatas de amostra.

4.2.4 Crescimento das célula dessorvidas de crisotila

Para observar se h4 mudangas no comportamento de células anteriormente
aderidas em crisotila ¢ a seguir dessorvidas, realizou-se o experimento de
fermentagdo com essas células € comparou-se os resultados com as células livres
de fermento de pdo lavadas com agua. Os dados estdio apresentados na Figura 7.
Observou-se que a produgdio de CO, em fungdo do tempo foi menor para os
sistemas contendo as células dessorvidas em relagdo aqueles contendo as células

que ndo tiveram nenhum contato com a crisotila.
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Figura 7: Massas de CO, produzidas em fungo do tempo na fermentag@o de 0,46 g de células
de fermento de pao a)lavadas em agua b)dessorvidas, por agitagfio mecénica, de 1 g de
crisotila. 15 mL de Meio de Fermentagio; D-glucose 200g/L, uréia 3g/L. e MgSO, 0,5 g/L
com pH 4,5. T= 30°C. Experimento Gnico.

4.3 Adesdo de células de fermento de pdo em crisotila lixiviada

4.3.1 Isoterma de adesdo

Quando a crisotila é lixiviada ha um aumento da area superficial em relagéo
a crisotila ativada, o que poderia possibilitar uma maior adesfo de células.
Realizou-se um experimento de adesdio com as células de fermento de péo, a fim
de compararmos com os dados de crisotila ativada.

A Figura 8 mostra a isoterma obtida. Verificou-se a relagfio 0,1 g células
secas aderidas por grama de suporte, valor inferior ao obtido com as células

aderidas em crisotila ativada para o mesmo tempo de contato.

4.3.2 Crescimento das células

A inoculagdo de fermento de pdo em Meio de Crescimento contendo
crisotila lixiviada foi realizada a fim de observarmos se o crescimento das células
¢ afetado pela presenga do suporte como observado para a crisotila natural,

Obteve-se 0,086 g células secas /g de crisotila lixiviada ap6s 20 horas de

experimento, contra 11 gramas por litro de solugdio com células livres.
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Esta diminui¢éo da capacidade de adesdo das células provocou o abandono

deste material para uso como suporte de células na produgdo de etanol.
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Figura 8: Adesfio de fermento de pdo em 0,3 g de crisotila lixiviada em 100mL de agua,
mantidos em banho termostatico a 30° C por 2 horas. Experimento unico.

4.4 Dessorcdo de células de fermento de péo aderidas em crisotila

O experimento de dessorgio das células aderidas em crisotila foi realizado
para observar a forga de aderéncia dessas células ao suporte, quando submetidas a

agitagdo magnética ou a um campo de ultra-som. O resultado encontra-se na

TABELAIV.

TABELA IV: Células dessorvidas de sistemas com células adsorvidas a) meio
aquoso por 1 hora b) em Meio de Crescimento: D-glucose 10g/L, peptona 5 g/L, extrato
de malte 3g/L e extrato de levedura 3g/L por 19,5 e 44 horas. Os sistemas foram
submetidos por 30 minutos a agita¢gdo magnética ou a um campo de ultra-som de 25Khz.
Experimento Unico e em duplicatas.

Mecanismo dessorgio/ Perda de massa % Perda de massa % por ultra-
Meio por agitagdo mecénica som
€m meio aquoso - 18,8479
- Meio crescimento 19,5 horas 544+45 52,1
Meio crescimento 44 horas 33,7 53,3+0,31

Observou-se que a perda de massa foi maior para os sistemas em que as

células permaneceram em Meio de Crescimento, do que em meio aquoso.
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4.5 Imobilizag&o de células em montmorilonita K10

4.5.1 Atividade das células de fermento de pdo

A montmorilonita K 10 foi escolhida por também ser, como a crisotila, um
material inorgénico com grande area superficial e ser bastante estudada.

A massa de CO, produzida em fungéo do tempo € mostrada na Figura 9.
Foi possivel observar que para a fermentagdo das células de fermento de pdo néo.
ha diferenga significativa na produgéo final de CO, entre os sistemas imobilizado e
livre. O tempo reacional para a fermentag&o atingir uma conversdo maxima (maior
valor de CO,) foi igual ou menor para o sistema com células livres em relagdo ao
sistema com células imobilizadas. A conversio maxima obtida, 1,5 g de massa de

CO,, foi notada em meio de fermentagdo com concentragio de 30 % de glicose.

4.5.2 Atividade de células suportadas em montmorilonita K10 modificada

Quando a montmorilonita foi colocada em solugfio contendo cloreto de
magnésio, os cations interlamelares foram trocados por magnésio. O experimento
foi realizado a fim de observar a influéncia do magnésio na atividade das células
de Saccharomyces sp. suportadas em montmorilonita. |

Observa-se pela Figura 10 que a produgdio de CO, em fungéio do tempo € a
mesma para os sistemas com células imobilizadas em montmorilonita modificada
ou em montmorilonita lavada com &gua, quando colocados em Meio de
Fermentagio com MgSQO,. O mesmo valor de CO, é observado para dois sistemas
quando colocados em Meio de Fermentagio sem a presenga de magnésio,
indicando que a presenga de magnésio livre, nestas proporgdes, ndo interfere na

fermentacdo.
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Figura 9: Massas médias de CO; (g) produzidas em fung#o do tempo de fermentagdo. 0,6 g de
células de fermento de péo livres ou imobilizadas em 1 g de montmorilonita. 15 mL de Meio
de Fermentagiio: D-glucose com concentragdes de 300g/L, 250g/L, 200g/L, uréia 3 g/L e
MgSO, 0,5 g/L com pH 4,5. T=30 °C. Média de triplicatas de amostra.
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Figura 10: Massas médias de CO, (g) produzidas em fungéio do tempo de fermentagdio. 0,6 g
de células imobilizadas em 1 g de montmorilonita modificada ou montmorilonita lavada com

agua destilada. 15 mL de Meio de Fermentag#io: D-glucose 300g/L, uréia 3g/L e MgSO,
0,75 g/ ou sem MgSO, com pH 4,5. T=30"C. Média de triplicatas de amostra.

4.6 Comparagcdo da atividade de células de fermento de péo
imobilizadas em crisotila e montmorilonita

Este experimento foi realizado com a finalidade de observar a diferenga na
variagio de CO, em fungdo do tempo para as células suportadas em crisotila ou
montmorilonita comparadas com células livres em suspenséo, inoculadas em Meio
de Fermentagdo. Este experimento é referente a parte experimental (3.10.1 e
3.11.3). A Figura 11 mostra as curvas de variagio de CO, para os sistemas

estudados em meio nutritivo com 30% de glicose.
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Figura 11: Massas médias de CO, (g) produzidas em fungfio do tempo de fermentagdio. 0.6 g
de células de fermento de pdo livres ou imobilizadas em 1 g de Crisotila € em 1 g de
Montmorilonita. 15 mL de Meio de fermentagfio: D-glucose 300 g/L, uréia 3g/L e MgSO,
0,5 g/L com pH 4,5. T =30°C. Média de triplicatas de amostra.

A produtividade foi maior para as células imobilizadas em crisotila,
atingindo um valor de 2,0 g de rendimento de CO,, enquanto para montmorilonita
o resultado foi de 1,5 g. Um valor maior na velocidade inicial foi obtido para as
células aderidas a crisotila em relagdo as células suspensas. Entretanto, as curvas
obtidas com o suporte montmorilonita indicaram que o tempo reacional para a
fermentagdo atingir uma conversdo maxima foi igual ou menor para o sistema com

células livres.
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4.7 Selegédo de linhagens de Saccharomyces sp.

Em processos de produgdo de etanol a produtividade pode ser aumentada
utilizando-se linhagens puras de microrganismo. Estes experimentos foram
realizados com 7 linhagens de Saccharomyces sp. e fermento de pdo, com células
imobilizadas em crisotila ou suspensas, a fim de selecionar as linhagens com

melhores resultados. Em processos continuos de produgdo de etanol, o tempo em

que o meio de cultura permanece no interior do reator ¢ pequeno, por isso deseja-_

se utilizar linhagens que apresentem uma maior velocidade inicial para a
conversdo ser mais rapida. Além disso, uma linhagem que apresente um valor alto
de conversdo, permite a diminuigio dos custos de produgdo, pois o agicar
disponivel é quase todo convertido em produto.

A massa de CO, produzida em fungfo do tempo permite determinar as
variaveis para a escolha das melhores linhagens. As varidveis determinadas foram:
o tempo reacional, a porcentagem maxima de conversdo e a diferenga em atividade
entre os sistemas com células livres ¢ imobilizadas sobre fibras de crisotila. As
Figuras 12, 13 e 14 apresentam as curvas de variagdo de CO; em fungdo do tempo.
O valor maximo tedrico para a produgio de etanol para estes sistemas € de 2,2 g.

As 8 cepas testadas apresentaram um rendimento maior na produgdo de
CO, para sistemas com células imobilizadas, comparado com o sistema com
células livres. A maior diferenca foi observada em Meio de Fermentagéo contendo
30 % de glicose. A cepa FEA 01 apresentou um rendimento de 25% maior para o
sistema imobilizado. A conversfo maxima foi atingida também em menor tempo
para o sistema com células imobilizadas. Os resultados encontram-se¢ na Tabela V.
As porcentagens de converséo foram calculadas a partir de um maximo teérico de
2,2g de CO; para 15 mL de Meio de Fermentagio com 300g/L de glicose, a partir
da reag#o biolégica, que produz 2 moles de etanol e 2 moles de CO; para cada mol
de glicose.* A velocidade inicial foi obtida pela inclinagfo da curvas obtidas pelos
graficos da massa CO; versus o tempo.

Observou-se uma maior velocidade inicial para a cepa CCT 0762 e maior
valor de conversio maxima (%) para a cepa FEA 01. As cepas que apresentaram

uma maior velocidade inicial apresentaram um baixo valor de maxima converséo ¢
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vice-versa.

TABELA V: Resultados da fermentagdo alcodlica por linhagens de
Saccharomyces sp. em sistemas com 0,6 g de células imobilizadas em 1 g de crisotila. 15
mL de Meio de Fermentagdo: D-glucose 300g/L, uréia 3 g/ e MgSO, 0,5 g/I. com pH
4,5. T = 30°C. Experimentos Gnicos ou em duplicatas. A concentragio de etano! foi
determinada por cromatografia gasosa.

Cepa Velocidade Méxima CO, (%) céluias  Etanol (%) células
inicial conversao(%o) imobilizadas/livres imobilizadas/livres
(gC0Ox/h)

F pao 0,05 87,710,1 12,7+0,3 15,7
CCTO0762 0,13 80,410,1 0,5+0,5 13,3
CCT0290 0,10 81,840, 1 12,110,5 15,4
CCT3174 0,09 96,310,2 18,510,2 19,6
CCT0472 0,08 96,3+0,1 - -
CCT0294 0,08 91,8+0,1 16,2+0,3 18,4
FEA 01 0,08 97,3+0,3 25,640,9 18,8

CCT0292 0,07 96,0+0,2 12,340,5 20,6
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Figura 12: Massas médias de CO; (g) produzidas em fungfio do tempo de fermentagéio. Cepas CCT
0290, CCT 0292, CCT 0762 e CCT 0472. Sistemas com 0,6 g de células livres ou imobilizadas
em 1g de crisotila. 15 mL de Meio de Fermentag8o: D-glucose com concentragdes de 300g/L,
250g/L, 200g/L, uréia 3 g/L e MgSO, 0,5 g/L. com pH 4,5. T=30°C. As curvas para a cepa CCT
0472 referem-se aos sistemas com células imobilizadas. Média de triplicatas de amostra.
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Figura 13: Massas médias de CO; (g) produzidas em fungfio do tempo de fermentagéo. Cepas CCT
3174 e FEA 01. Sistemas com 0,6 g de células livres ou imobilizadas em 1g de crisotila. 15 mL de
Meio de Fermentagdo: D-glucose com concentragdes de 300g/L, 250g/L, 200g/L, uréia 3 g/L e
MgS0, 0,5 g/L com pH 4,5. T=30°C. Média de triplicatas de amostra.



Resultados 41

g.;: CCT 0294 200 g/ de glicose ;;: FP 200 g/L de glicose
2,01 2,0
1r8-. — 1,8"
3 1] B 16
0 1,44 o 1.4
(3’ 1.2 o 1,2-:
£ $ 1o
o 0,8 . o ]
% 0,6- o livre ﬁ g::_ °  Livre
= °-‘2" = 04]
g'oE 0.21
021 . . . 0.0] . s
’ 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)
2,44 CCT 0294 250 g/L de glicose ‘;’; FP 250 g/L de glicose
2,2 2]
2,0 - 2,04
S 18] SALS
ON1,6': 1'6-
O 1,4 O 1,44
@ 12] © 1,21
@ 10 5 197 .
% 08 . @ 0,84 Livre
S oe- Imobilizada & 06 » imobilizada
0,4 o Livre 0,4]
0,2 0,2-:
0,0 0,0-_
'0'2 T T T T "002 1) T T T
o 20 40 80 80 o 20 40 &0 80
Tempo (h) Tempo (h)
- 2,4
2,4+ CCT 0294 300g/L de glicose 23] FP 300 g/L de glicose
2,2 ]
201 2,04
= 18] 1.8
2 16 3,167
8 141 0 1.4
2 12 FARES
o 107 ': 1,0 o Imobilizada
@ g,:-. ® 08 * Livre
0 - .
: Livre S 06
2 04 » Imobilizada | = 04-
0,24 0.2.'
02 %3
' 0 20 40 60 80 o 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 14: Massas médias de CO, (g) produzidas em fungfio do tempo de fermentagio. Cepa CCT
0294 e fermento de pdo (FP). Sistemas com 0,6 g de células livres ou imobilizadas em 1g de
crisotila. 15 mL de Meio de Fermentagiio: D-glucose com concentragdes de 300g/L, 250g/L,
200g/L, uréia 3 g/L e MgS0, 0,5 g/L com pH 4,5. T=30 °C. Média de triplicatas de amostra.
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4.8 Fermentagdo alcodlica em processo continuo

As linhagens escolhidas nos experimentos em processo de batelada foram
utilizadas em montagem de reatores em processo continuo. Os reatores foram
estruturados com 120 g de crisotila, 850 g de areia ¢ células e foram alimentados
com uma solugo com 20% de agucar, sacarose ¢/ou melago, com pH 5.

O reator denominado Baby, empacotado sem um prévio crescimento celular
em crisotila, ndo produziu CO,, nem odor alcodlico portanto foi desativado. Com
os reatores estruturados com as células ja crescidas em crisotila observou-se ja no
inicio da passagem do Meio Misto de Fermentagdo uma produgdo intensa de CO,,
que continuou apos a passagem do Meio de Fermentago, possibilitando obtengio
de dados diarios. Alguns valores encontram-se na tabela VL

Tabela VI: Dados dos reatores continuos de leito fixo montados com
Saccharomyces sp. /crisotila. 120 g de crisotila, 850 g de areia, solugdo de agucar a 20%.
pH 5.

Reator/cepa’ Volume Gtil( mL)  Prod. média Prod. média Dias de

inicial(g/L.h) final(g/L.h) operagdo
20

Janior CCT 0762 371 9,6 49
Magali FEA 01 370 20 13,4 45
Margarida FEA 01 3N 20 16,0 50
Donald CCT 0762 400 16 15,0 31

A produtividade final foi abaixo dos valores inicias. Um problema que
afetou a produtividade foi a fragmentagio da estrutura do recheio, devido a

variagdes na vazdo de alimentagio ¢ diferenga de presséo.

4.9 Determinagdo da Vazdo 6tima para a melhor produtividade

Obteve-se a curva de produtividade em fungdo da vazdo especifica para o
calculo da vazdo Otima, que deve propiciar a produtividade maxima. A
produtividade foi obtida através da quantidade de etanol produzido pelo tempo de
residéncia e a vazdo especifica através de variagdes na vazdo do meio de
alimentacdo. O resultado encontra-se Figura 15.

Para o reator Janior ¢ Magali a produtividade méxima foi de 28g/L.h e 25
g/L.h, em uma vazdo especifica 6tima de 0,27 h'e 0,31 h”' respectivamente. Este
procedimento de determinagdio da vazdio 6tima provocou uma diminuigdo de

produtividade ao longo do tempo devido a possiveis choques metabolicos nos
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microrganismos, decorrentes das variagdes na concentragdo dos nutrientes

presentes no meio de alimentagdo. Para o reator Margarida, nos 10 primeiros dias
de operagdio, a vazio especifica 6tima obtida foi de 0,43 h”, alcangando a produtividade de
25 g/L.h. O reator Donald foi mantido desde o inicio na vazdo otimizada de 0,48 h”,
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Figura 15: Produtividade em fungfio da vazio especifica para os reatores Junior, cepa CCT
0762, Magali, cepa FEA 01 e Margarida, cepa FEA 01, estruturados com 120 g de crisotila
e 850 g de areia, utilizando-se Meio de Fermentacdo para os reatores Jinior ¢ Magali e Meio
de Fermentagio com melago para o reator Margarida. pH 4,5. Experimento Unico.
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4.10 Influéncia do meio de alimentagdo nos reatores Jiinior e Margarida
Os reatores Junior e Magali foram alimentados inicialmente com solugdo de

sacarose a 20% e no final de 30 dias trocou-se gradualmente para solugdo de

melago, que ¢ a alimentagdo utilizada nos processos de fermentagdo em escala

industrial. A Figura 16 mostra a porcentagem de etanol obtida em cada dia de

operagdo.
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Figura 16: Porcentagem de etanol em fungio do tempo para o reator Junior com a cepa CCT 0762
¢ Magali, cepa FEA 01, alimentados inicialmente com Meio de Fermentag#o: sacarose 200g/L,
uréia 3 g/L e MgSO0; 0,5 g/L com pH 4,5 e a troca gradual para uma solucio de melago com 20
% de aglicar; melago 330g/ L, uréia 3 g/L e MgSO, 0,5 g/L. com pH 4,5. Experimento com
medida tnica.
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Nos 30 primeiros dias de operagio foi possivel notar um decréscimo de
produtividade com o tempo. A troca gradual do meio para uma solugio de melago
com 20% de aglcar possibilitou uma recuperagéo da capacidade fermentativa do
reator, pois a solugdo com melago € mais rica em nutrientes sendo mais apropriada
para a produgdo de etanol. Essa alimentagdo foi mantida nos reatores montados

posteriormente.

4.11 Estabilidade operacional dos reatores

A estabilidade operacional dos reatores depende de valores obtidos para a
quantidade de produto formado por dia de operacdio. Essa medida foi 1til para
verificar a regularidade dos dados operacionais.

A Figura 17 apresenta a produtividade do reator Margarida e Donald em
fungio do tempo de operagdo. Para o reator Margarida a produtividade se manteve
alta no inicio do experimento com uma ligeira diminuigdo a partir do vigésimo dia
e estavel até o final da operagdo. O valor inicial ficou em tomo de 20g/L (ap6s o
estudo de vazdo). A produtividade final se manteve em tomo de 16 g/L por 50
dias. O reator Donald apresentou uma produtividade média inicial de 16g/L.h ¢
uma diminuigfo a partir do vigésimo dia.
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Figura 17: Produtividade em fungfio do tempo de operagdo para o reator Margarida, cepa da
FEA 01 e Donald, cepa CCT 0762, com as células suportadas em 120 g de crisotila,
alimentado com melago 330g/ L, uréia 3 g/l e MgSO, 0,5 g/L. com pH 4,5. Experimento
com medida Unica.

4.12 Micrografias de células de Saccharomyces sp.

As Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura mostram
células de Saccharomyces sp. suportadas em crisotila € em crisotila lixiviada.

A figura 18 mostra células da cepa CCT 3174 em crisotila em Meio de
Fermentagéio. Na figura 18a ¢ constatado um enovelamento das células por fibrilas
de crisotila. A parede celular esta recoberta por fibras longas de crisotila. Isto pode
estabilizar a interagdo célula/suporte. Na figura 18b, que se refere 4 mesma

amostra, é novamente observado que as células estio aderidas ao suporte. Nio se
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observa a agregagdo de células. A figura 18c, com a mesma amostra, mostra que
as células preferem aderir nas fibrilas de crisotila. A fibra de crisotila com maior
didmetro ndio apresenta células aderidas.

A figura 19 se refere 3 amostra preparada com células de fermento de pdo
em massa umida, em crisotila lixiviada por 72 horas. Est4 amostra permaneceu sob
agitagdo por 1 hora e foi filtrada e lavada com 4gua. A lavagem fez com que as
células se separassem do suporte. A micrografia ndo mostrou a presenca de células
no suporte, levando a deduzir que a diminuido do magnesio no suporte, inibe a
aderéncia ou enfraquece a interagio célula/ suporte. O mesmo resultado foi obtido
para a amostra em meio aquoso.

A figura 20 mostra células de fermento de pdo liofilizado em crisotila
triturada e lixiviada por 168 horas. A amostra permanecen sob agitagéo branda por
1 hora, a seguir foi filtrada e ndo foi lavada com agua, evitando perda de células
(aderidas ou ndo). Assim, observa-se, nesta figura, uma mistura simples das
células e do suporte. E notado um aglomerado de células. Neste caso, nfio se
observa a presenga de enovelamento da célula pelo suporte, como o observado
para a crisotila ativada. Néio é possivel afirmar que ocorre adesdo célula/suporte,
embora se observem pequenas particulas de suporte aderidos a parede celular.

A figura 21 refere-se a células de fermento de péo liofilizado em crisotila
triturada e lixiviada, permanecendo em Meio de Crescimento por 20 horas. A
seguir foi filtrada, sem perda de células (aderidas ou ndo). Como na figura 20, ha
uma mistura simples de células com o suporte, com pequenas particulas de

crisotila lixiviada aderidas as células.
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Figura 18 a). Micrografia eletronica de varredura de celulas da cepa CCT 3174 imobilizadas
em crisotila. Amostra preparada colocando-se as c€lulas ja crescidas em contato com a
crisotila, por 70 horas, em Meio de Fermentagdo. T=30°C. Aumento de 12000 vezes.
Observe o enovelamento das células: a parede celular esta recoberta por fibrilas de crisotila.
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Figura 18 b): Aumento de 2500 vezes. Observe a adesdo preferencial de células em fibras de
crisotila
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18Mm WD21

Figura 18c). Aumento de 2200 vezes. Observe a adesdao preferencial das células as fibras

menores de crisotila
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Figura 19: Micrografia eletronica de varredura de uma amostra preparada com inoculo de
celulas de fermento de pao e crisotila lixiviada, que permaneceu por 20 horas em Meio de
Crescimento e a seguir foi filtrada e lavada. Aumento de 280 vezes. Nao se observa a
presenca de células aderidas ao suporte.
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Figura 20: Micrografia eletronica de varredura de uma amostra preparada com células de
fermento de pao imobilizadas em crisotila triturada e lixiviada. A amostra permaneceu por |
hora em meio aquoso, sendo filtrada de modo ndo haver perda de células. Aumento de 7000
vezes. Nesta mistura de células com o suporte, as células se apresentam agregadas.

wn
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Figura 21: Micrografia eletronica de varredura de células de fermento de pdo imobilizadas em
crisotila triturada e lixiviada. A amostra permaneceu por 20 horas em Meio de Crescimento,
foi filtrada sem a perda de células. Aumento de 14000 vezes. A amostra refere-se a uma
mistura simples de células com o suporte. Observe a presenga de pequenos pedagos de
crisotila aderidos a parede celular
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5. Discussdo.

5.1 Crisotila como suporte de células

Em sistemas continuos o processo é autoregulatdrio, isto é, deve existir um
equilibrio dindmico entre o crescimento das células e a quantidade de células que
saem do reator. A retengdo de células no suporte permite a otimizagio dos
recheios dos reatores. O valor da quantidade de células aderidas ao suporte,.
determinado através da isoterma de adesdo na Figura 5, mostrou uma relagido de
0,5 g células/suporte para a crisotila ativada. Enquanto para crisotila lixiviada, a
relagdo célula/suporte observada na Figura 8 foi de 0,1 g de células /g do suporte,
ou seja, menor do que o obtido para a crisotila ativada. Em literatura,”® os valores
encontrados foram de 0,38; 0,24; 0,17 e 0,52 gramas de células secas por grama
dos respectivos saportes: “suporte A”, “suporte B”, circulos de cerdmica Rasching
e cloreto de polivinila. Esses dados mostraram que a crisotila apresenta altos
valores de adesdo de células, diferentemente da crisotila lixiviada. Parizzoto,® em
1995, observou por microscopia de forga atdmica da crisotila lixiviada com acido
cloridrico, que o didmetro da crisotila ficou doze vezes maior ¢ a 4rea superficial,
obtida por BET, apresentou um aumento de vinte vezes comparado com a crisotila
natural. Assim, considerando os valores da 4rea superficial, a crisotila lixiviada
poderia apresentar uma maior porcentagem de ocupagio da superficie por células.
Contudo, observou-se uma diminui¢io da capacidade de adesdo das células, com
relagdo aos valores encontrados em literatura.

A silica hidroxilada apresenta carater negativo em regido acima de pH 2.
Os efeitos da trituragdo e lixiviamento da crisotila foram observados por Suq.ue!t48
em 1989. Através de medidas de SEM, TEM ¢ anélise no infravermelho, o autor
constatou que o lixiviamento com acido cloridrico 6 M transformou a crisotila em
silica hidratada ndo cristalina, porosa e facilmente quebravel. Esse resultado esta
de acordo com a aparéncia das fibras de crisotila obtidas neste trabalho apé6s o
lixiviamento. Suquet observou também a solubilizagdo da camada de brucita
(Mg(OH),) ¢ transformagio de Si-O em Si-OH.

Mozes e colaboradores’ em 1986 caracterizaram a superficie de
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Saccharomyces cerevisiage ¢ observaram que o microrganismo apresenta carater
hidrofilico, com carga negativa entre pH 3,5 ¢ 7. Esse carater negativo foi
atribuido por Amory e Rouxhet,’’ em 1988, aos ions fosfato, que estio presentes
em maior quantidade nos sitios superficiais das células. Esses resultados estdo de
acordo com Zuchetti,** que propds que a ligagdo das células de Saccharomyces
cerevisiae com a crisotila é governada pela interagdo quimica entre esses grupos
fosfatos superficiais das células e grupo magnésio da crisotila.

Assim interpretou-se essa diminui¢do de aderéncia das células em crisotila
lixiviada & perda da camada de brucita (Mg,(OH)) como constatado por Suquet e
de acordo com Zuchetti € o responsavel pela ligagio ao grupo fosfato das células.
Outro fator, que pode ter provocado a diminuigdo das células no suporte, pode ser
de origem eletrostatica, pois a silica apresenta potencial zeta negativo ¢ a as
células o mesmo carater negativo. Esta caracteristica pode ocasionar a repulsdo
entre as células e o suporte. Entretanto, a quantidade de 0,1 g de células aderidas
em 1 g de crisotila pode ser devido a pequena quantidade de magnésio presente
nas fibras do material nio completamente lixiviado, como foi constatado por

absor¢do atOmica.

5.2 Redugdo da multiplicacdo celular em meio nutritivo contendo
suporte

A influéncia do suporte foi testada no crescimento das células em meio
nutritivo contendo crisotila ativada e lixiviada. Observou-se uma diminui¢do da
taxa de crescimento para os dois casos, comparado com o crescimento das células
em suspensdo. Para os sistemas contendo crisotila ativada foi notado um aumento
da evolugdo de CO; (produtividade), mesmo tendo apresentado uma densidade
menor de células, em relagdo ao sistemas com células em suspens3o.

Evidéncias experimentais do metabolismo das células imobilizadas em
fermentagdo de glicose sugerem que o processo e/ ou estado de imobilizagdo do
microrganismo afeta a bioquimica do crescimento celular e do processo
fermentativo das células de Saccharomyces cerevisiae. As condi¢des de
crescimento 6timo, os rendimento dos produtos e o tempo da fase lag podem ser

diferentes dos observados para as células suspensas.’®
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A diminuigdo da multiplicagdo celular, também foi observada no trabalho
de Doran ¢ Bailey utilizando sistemas com células de Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em vidro recoberto por gelatina. Foi notado um aumento de 40-50%
na taxa de produgéio especifica de etanol, mas a taxa de crescimento especifico foi
reduzida em 45% e os rendimentos da biomassa foram 1/3 do valor em relagéo as
células suspensas.” Os autores constataram, através de microscopia eletronica de
varredura, que ha a formagéo de brotamento e o desenvolvimento de células filhas, -
mas em taxas reduzidas. Isto sugere que o suporte pode agir na membrana celular,
local de formagio de novas células, diminuindo a atividade celular responsavel
pelo desenvolvimento de células filhas, como o acimulo de microtubos e vesiculas
ligadas a membranas. Esse resultado ¢ discordante da observagdo de Vives e
colaboradores*’ em trabalho de imobilizagiio de Saccharomyces cerevisiae, em
alginato de calcio. Os autores observaram que a taxa de crescimento especifico
para as células imobilizadas foi préxima da taxa de crescimento das células livres,
quando em concentragdes iniciais baixas de células no interior do gel.

Entretanto, o resultado obtido por Vives e colaboradores*’ foi conseguido
por encapsulamento de células, que é um processo de imobilizagdo diferente do
processo de adesdo utilizando o suporte gelatina e crisotila. O tipo de imobilizagdo
pode influenciar de maneira diferente o metabolismo das células. Foi observado
aumento do didmetro no complexo célula/alginato de célcio durante o processo de
crescimento das células. Esse resultado mostra as propriedades elsticas do gel,
que permitem a reprodugdo das células sem haver limitagSes de espago. Além
disso, o contato fisico superficial com o suporte nfio permite alteragdes na parede
celular que pudessem impedir o desenvolvimento de novas células. Ja a ades3o em
gelatina provocou alteragdes significativas no microrganismo, como relatado.

As células quando suportadas em crisotila podem sofrer as mesmas
interferéncias fisicas observadas com a gelatina e além disso, a crisotila por ser um
material fibroso, ndo s6 adere na parede celular, mas penetra nas células
(comunicagfio pessoal de Flavia Maria Cassiola) de forma a destruir e/ou
modificar além da membrana celular outros componentes celulares, como a

conformagfo de proteinas, impedindo a formagdo novas células.
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5.3 Diferenga na atividade de células suportadas em crisotila e
montmorilonita

Os suportes inorginicos, para a imobilizagio de células, sdo mais estudados
em literatura por serem mais estaveis e baratos, mesmo apresentando menos sitios
reativos que os materiais organicos.”> A comparagio do rendimento do processo
de produgdo de etanol utilizando células imobilizadas em crisotila foi verificado
com as células suportadas em montmorilonita, um material inorganico com grande _
area superficial. A verificagio da atividade das células, através da evolugéo de
CO,, revelou um maior valor em sistemas com células imobilizadas em crisotila
do que para as células livres. No entanto, com células suportadas em
montmorilonita ndo foi observada a vantagem do sistema imobilizado,
apresentando diminuig&o da velocidade inictal do processo.

De acordo com a suposi¢io de que a interagfio das células com o suporte
crisotila é devido a interagdo do magnésio da crisotila com o grupo fosfato, fez-se
a troca ibnica dos cations da montmorilonita com magnésio, com a finalidade de
observar mudangas no comportamento do complexo célula/montmorilonita. A
Figura 10 mostra que ndo ha diferenga na produtividade para os sistemas que
apresentam as células suportadas em montmorilonita modificada em relagéo
aquele contendo células aderidas no suporte natural. Assim, a mudan¢a na
produtividade, para esse sistema, n3o estd relacionada com ligagdo de grupos
fosfatos das células ao cation Mg do suporte, que supde-se ser a responsavel pela
adesdo das células ao suporte. Entretanto, nenhum experimento foi realizado com
a finalidade de verificar se ocorre a adesdio das células neste suporte.

Verificou-se, em literatura, que um aumento nas atividades das células foi
observado utilizando como suportes inorginicos alumina, cerdmica Rasching,
carvio mineral e alginato de calcio, entre outros."® Kana e colaboradores®
imobilizaram células de Saccharomyces cerevisiae em Kkissiris e observaram um
aumento na produgdo de etanol comparado com as células em suspensfio. A
diminuigdo da produtividade foi observada por Bandyopadhyay e Ghose,* em
trabalho imobilizagdo de células em vidro de poro controlado e em “suportes A e

B”(suportes inertes). Todos os sistemas testados apresentaram menores valores de
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produgdo de CO, do que para as células livres. A diminuigdo da atividade
metabolica de células imobilizadas nestes suportes foi atribuida & presenca de
multicamadas de fermento que provocam um aumento da pressdo interna das
cé€lulas, resultando em um maior actmulo de etanol intracelular. Entretanto essa
constatagdo, ndo estda de acordo com o resultado obtido por Kana e
colaboradores,®’ pois kissiris ¢ uma rocha vulcanica, com alta porosidade e 4rea
superficial especifica, o que provocaria a entrada de células nos poros do material
e resultaria em acamulo etanol, provocando diminuigdio de produtividade durante
0 processo, o que ndo ocorreu.

A diminuigio na produtividade também foi abordada considerando uma
provavel inibi¢gdo no processo devido a composi¢io idnica do meio, proveniente
do substrato ou suporte.’> Rhee e colaboradores®® também descrevem alguns
componentes que podem ser os responsaveis por inibigdo na fermentagfo, por
exemplo alguns sais inorginicos como cloreto de potissio e determinadas
concentragdes de calcio ¢ magnésio. Bakoyians e colaboradores,”” em 1997,
observaram que células de Saccharomyces cerevisiae suportadas em y-alumina,
submetidas a processo de produgfio de vinhos a temperatura de 7°C, apresentou
um diminui¢giio de produtividade. O autor sugeriu que a presenga de y-alumina
diluida e outros componentes do meio poderiam ter cristalizado sob a superficie da
célula inibindo o processo de imobilizagdo. Portanto, pode-se supor que a razio da
diminuigdo da produtividade observada por Bandyopadhyay e Ghose foi o fator
inibitério provocado pela composigio idnica do meio. Nesse trabalho de
imobilizagdo de células em vidro poroso, a adesdo das células ao suporte foi
realizada através de ligagdo covalente cruzada utilizando glutaraldeido, o qual
pode apresentar propriedades toxicas & célula.

De acordo com esses resultados, pode-se descartar o fato de que células
quando imobilizadas em montmorilonita apresentem problemas de diminuigdo da
produtividade devido a um aumento na pressdo interna, devido & multicamadas de
fermento sobre o suporte. Entretanto, o que pode ocorrer é que a montmorilonita
por apresentar uma alta area superficial, pode conter um grande acamulo de

nutrientes na interface sélido-liquido e as células quando expostas a essa maior
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concentragdo de nutrientes, podem apresentar mudancgas na atividade enzimatica,
diminuindo a produtividade. Entretanto, essa suposi¢do ¢ discutivel, pois esse
problema ndo foi verificado com kissiris e ceramica. Contudo, a montmorilonita
por ser um alto adsorvente, pode apresentar uma maior adesdo de nutrientes na
superficie, fazendo com que estes tenham um maior contato com as células, e
provavelmente na superficie dos suportes kissiris e cerdmica, a concentragio de
nutrientes seja menor. Qutro fator da diminuigdo da produtividade pode ser uma
possivel inibi¢do da atividade celular provocada por componentes do suporte

como observado por Jones, Rhee e colaboradores.’

5.4 Diminuigdo na produtividade dos reatores

Observou-se que a utilizagdo de linhagens puras do microrganismos em
processo de batelada para a produgdo de etanol, propiciou uma maior atividade
das células. Isso pode ser devido a resisténcia a fatores do ambiente como
concentragdo do substrato e/ou glicose. Contudo, com a utilizagdo de linhagens
puras em processo continuo foi observada uma diminui¢do da produtividade
durante o processo. A diminuigdo da formagdo do produto pode ser provocada por
efeitos bioldgicos. A influéncia do substrato, na diminuigéo da produtividade, foi
analisada por Wendhausen® em trabalho recente de imobilizagio de células de
Saccharomyces cerevisiae em crisotila. O autor observou que o aumento de
produtividade no processo foi maior em meio de fermentagdo contendo 20 a 30 %
de glicose. Em concentragdes de 40 a 50% de glicose notou-se uma produgio de
etanol, mesmo em taxas reduzidas, para os sistema com as células imobilizadas. O
pH pode ser um fator limitante da produtividade. De acordo com a literatura* o
pH para o crescimento de linhagens de Saccharomyces cerevisiae situa-se entre
2,4 e 8,6 ¢, na etapa da fermentagdo, o pH ideal esta entre 3,5 a 6. A inibigdo pelo
etanol envolve fungdes fisiologicas, como a mudanga na permeabilidade da
membrana plasmatica, que torna-se mais rigida, limitando assim a transferéncia de
etanol para fora da célula e propiciando um aumento na quantidade de etanol
intracelular, causando a inativagido das enzimas presentes na célula. Namba e
colaboradores™ em trabalho de produgdo de etanol em regime continuo

observaram que a maxima concentragéo aceitavel foi de 10% m/v de etanol, pois
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além desse valor a produtividade diminuia gradualmente.

Neste trabalho a concentrag@o de agtcar foi um fator determinante para a
queda da produtividade nos reatores Junior e Magali, pois observou-se que apos a
troca do meio de fermentagdio contendo 20% de sacarose ¢ nutrientes para uma
solugdo de melago com 20% de agucar, os reatores apresentaram recuperagio da
capacidade fermentativa. Entretanto, para os outros reatores a concentragio do
substrato ndo influencion, pois estes foram alimentados, ja iniciélmente, com uma_
solugdo de melago com 20% de agucar, quantidade esta que propiciou uma alta
produtividade, como observado por Wendhausen.® O valor inicial do pH do
efluente de saida foi de 5,0 e se manteve estavel em pH 4,0 em todos os reatores; a
temperatura ficou estavel em 30°C e no se alterou durante o processo. Portanto,
pH e temperatura ndo foram fatores determinantes para a diminuigdo da
produtividade. Para os reatores Margarida e Donald a quantidade inicial de etanol
foi de até 80g/L. por um periodo testado de até 50 dias. Esses reatores
apresentaram uma desestruturagdo parcial do recheio ocasionando um
empacotamento maior em algumas partes do reator. Portanto, pode-se concluir que
o empacotamento diminuiu a porosidade do recheio permitindo a formagdo de
canais preferencias de passagem do meio de alimentagdio. A parte mais
compactada do leito, onde a passag.em da solugdo de alimentagdo foi reduzida,
- pode ter retido etanol, o que propiciou diminuigdo da atividade metabolica das
células.

Outro fator de diminuig¢do da produtividade pode ser a contaminagio por
leveduras selvagens que levam a formagdo de produtos indesejaveis. Entretanto,
amostras do recheio ndo foram visualizadas em microscopio 6tico € a analise do
efluente de saida também nfio foi realizada a fim de que fosse comprovada a

contaminagdo.
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6. Conclusdes

A crisotila mostrou-se ser um bom suporte para células de Saccharomyces
sp. € esse sistema quando utilizado em processo de produgio de etanol apresentou

um aumento na produtividade.

As células imobilizadas em crisotila, quando utilizadas em processo de_
produgdo de etanol, apresentaram aumento de atividade metabélica comparado

com as células em suspenséo;

Foram alcangados rendimentos maiores na produgdo de CO, para os
sistemas com células de sete linhagens de Saccharomyces sp, imobilizadas em
crisotila, comparado com sistemas de células livres. A maior diferenca entre esses

dois sistemas, foi notada em Meio de Fermentagdo com 30% de glicose;

A cepa CCT 0762 apresentou o maior valor de velocidade inicial de 0,13

gCO,/h e a cepa FEA 01 o maior valor de conversdo maxima de 97,3 %,

O crescimento das células, em Meio de Crescimento contendo crisotila ou
crisotila lixiviada foi menor do que o crescimento das células em suspensdo em 26
horas de experimento, entretanto, apresentaram um aumento da produgdo de CO,,

comparado com os sistemas com células em suspensio;

As células de fermento de pdo, independente das concentragdes iniciais dos
inéculos, atingiram a concentragdo méaxima de 6,5 g/L em um tempo aproximando
de 15 horas;

Sistemas, contendo células em Meio de Crescimento com a presen¢a do

suporte, apresentaram uma diminuigdo na produgdo de células;

As células, apds serem dessorvidas de crisotila, quando colocadas em meio
nutritivo apresentaram uma diminuig¢@o da produg@o de CO, em relagéio as células

que nfo tiveram contato com a crisotila;
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A quantidade de células aderidas em crisotila foi de 0,5 g de células secas
por grama de crisotila; enquanto a crisotila lixiviada apresentou o valor de 0,1
grama de células aderidas por grama de crisotila lixiviada; esses resultados foram

obtidos com 2 horas de contato célula/suporte em meio aquoso a 30°C;

Os sistemas, com células imobilizadas em montmorilonita, apresentaram
valor menor ou igual para o tempo reacional de fermentag@o e nenhuma diferenga
significativa para a produgdo final de CO,, em relagdo aos sistemas contendo as

células suspensas;

Nado ha diferenca de produtividade em sistemas contendo células
imobilizadas em montmorilonita, que foi submetida a processo de troca idnica dos
cations por magnésio, em relagdo aqueles com as células imobilizadas em
montmorilonita ndo-modificada, independente do meio de cultura conter ou néo
MgSO;;

Os reatores apresentaram uma produtividade de até 28g/L.h em um periodo
de até 50 dias. O reator Jinior apresentou um valor de 110g/L de etanol. Esses
resultados sdo maiores que os encontrados em processo continuo de produgédo de

etanol em escala industrial, que é de aproximadamente 7 g/L.h ;

A utilizagdo de uma solugdo de melago com 20% de agticar possibilitou
uma recuperagio da capacidade fermentativa dos reatores, que apresentavam uma

baixa produtividade;

Os reatores apresentaram diminuigio de produtividade durante o tempo de

operagéo;

As micrografias, obtidas por Microscopia Eletrbnica de Varredura, de
células imobilizadas mostraram que as células sdo enoveladas por fibrilas de

crisotila, e isso ndo acontece com células suportadas em crisotila lixiviada.
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7. Perspectivas

O projeto continuo de producéo de etanol com leveduras imobilizadas em
crisotila, passa por fase de otimizagio do modelo do reator, com o
desenvolvimento de reatores de leito fluidizado. A seguir, esse processo serd
testado com aumento de escala. Novos estudos, para uma melhor otimizagdo nos
reatores, devem ser desenvolvidos para observar como e quanto ¢ o crescimento
méximo de células em crisotila em condigdes experimentais diferentes das obtidas
neste trabalho.

Estudos bioquimicos das células imobilizadas em crisotila, poderiam ser

realizados com o objetivo de verificar mudangas no metabolismo dessas células.
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