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RESUMO

A crisotila brasileira é empregada como suporte na imobilizagio de Saccharomyces
cerevisiae no processo de fermentagiio de melago. Este suporte é previamente ativado por
sonicagdo, em solugdio tampéo equimolar de 4cido acético/acetato de sédio por 30 minutos.

Neste trabalho, um processo alternativo de ativag#io, baseado em reatores de fluxo
de gas € apresentado. Os reatores foram preenchidos com 4gua ou solugdio tampdo, e
amostras de crisotila jateada foram adicionadas, sob fluxo de gas (ar, CO; ou argbnio), por
1 ou 5 horas. Este procedimento, retira o material que nfio atua como suporte ¢ ativa a
crisotila, aumentando sua 4rea superficial. A ativagiio foi avaliada pelo aumento da
capacidade de adsor¢io de monocamada, pela adsorgéio de azul de metileno em solugo.

Para testar a eficiéncia deste método de ativagio, células de Saccharomyces
cerevisiae foram suportadas na crisotila tratada nos reatores, segnidos por ensaios de
fermentagdo alcodlica para avaliar a atividade das células suportadas. Foi observado um
aumento de 20% na velocidade de producfio de CO2 (a 150, 250 e 300 g de glicose / L),
quando comparadas as células livres. Isto significa que as células suportadas terminam o
processo de fermentagiio antes das células livres. As crisotilas tratadas nos reatores
apresentam desempenho semelhante a crisotila ativada por ultra-som. A adi¢8o de amostras
de crisotila em sistemas com células de Saccharomyces cerevisiae (1:10 crisotila/células)
foi testada na fermentacio de melago. Foi observado um aumento na velocidade de
produg#io de CO; em aproximadamente 30%, quando comparado ao sistema sem a adigo
de crisotila, apenas nos primeiros 30 minutos de fermentagéio.



Brazilian Chrysotile as Support for Saccharomyces cerevisiae: Activation
of the Support Using Gas Flow in Batch Reactors
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ABSTRACT

Brazilian chrysotile is used as support for Saccharomyces cerevisiae in sugar cane
fermentation processes. The support is previously activated by sonication in equimolar
acetic acid/sodium acetate buffer for 30 minutes.

In this work, an alternative process, based on gas flow in batch reactor was studied.
Reactors were filled with water or buffer solution, and samples of washed chrysotile added.
The reactors were bubbled under constant gas flux with air, or CO,, or argon, for 1 or 5 hours.
This procedure allows the removal of useless materials from the support, and allows the fibers
to split (fibrilize) increasing their surface area. The activation was followed by the increase in
the monolayer adsorption capacity through methylene blue adsorption from solution.

In order to test the performance of the gas-flow activated chrysotiles,
Saccharomyces cerevisiae was supported onto them and fermentation experiments were
performed. The supported cells showed roughly a 20% increase in the rate of CO,
production (at 150, 250 and 300 g of glucose per liter) when compared with the free ones.
This means that the fermentation process is completed quite sooner for the supported
systems. Also, the gas-flow activated chrysotiles showed a performance as good as the
sonication activated chrysotile. The addition of small amounts of chrysotile in systems
containing Saccharomyces cerevisiae (1:10 chrysotile/cells) was tested for molasses
fermentation. The initial rate of CO, production was also improved in roughly 30%,

compared with systems containing no chrysotile, but the effect lasted for only
approximately 30 minutes.
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1 -INTRODUCAO

Atuaimente, crisotila ¢ usada principalmente na construgfio civil, na fabricacdo de
produtos de fricglio, téxteis, filtros, papéis e papeldes, isolantes térmicos e pisos vinilicos.
Entretanto, a capacidade de adsorgio/adesdio, notdvel estabilidade térmica, resisténcia a
ataque alcalino, por ser inerte a solventes orgénicos ¢ por apresentar habito fibroso, faz da
crisotila um material nobre, muito aplicado em filtragfio eletrocinética, que pode ser-
utilizado como suporte de catalisadores, na imobilizaglio de células e na formagéio de leitos
fixos.

1.1 -~ Amianto

Amianto ou asbestos ¢ um termo genérico aplicado a um grupo de minerais que
ocorrem na natureza em forma fibrosa macroscopica, variando desde uma fibra longa macia
e sedosa, até uma massa de fibras curtas, duras e quebradigas. A cor do amianto varia do
branco ao cinza-esverdeado, marrom-amarelado ou azul. A maioria tem um brilho sedoso
ou nacarado ¢ s8o todos opacos.’ ‘

Existem vérios tipos de amiantos, que se distinguem por sua composi¢o quimica e
estrutura cristalina. S#o divididos em duas classes de acordo com suas estruturas cristalinas:
os anfibélios e as serpentinas:’

~ anfibolios: crocidolita, amosita, antofilita, tremolita e actinolita
-- serpentinas: antigorita, picrolita e crisotila.

Dentre as variedades de minerais asbestiformes, a crisotila ¢ a de maior importincia
comercial, correspondendo a 99% de todo amianto utilizado atualmente,

1.2 — Crisotila

A crisotila ¢ um silicato de magnésio fibroso de férmula quimica
3Mg0.28i0,.2H,0, cuja formagéo esti relacionada 4 modificagBes metamérficas ocorridas
ém rochas ultrabésicas de origem vulcénica. ™ Sua estrutura é unica e altamente organizada,
constituidas por 16 a 18 bicamadas de brucita-silicato, enroladas coaxialmente, as quais
formam uma fibrila.’ Cada bicamada é composta por uma laémina ou folha tetraédrica de
silicato ¢ por uma 1imina octaédrica de brucita Mg(OH), (Figura 1). As fibras de crisotila
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séo constituidas por fibrilas cilindricas agrupadas paralelamente e preenchidas por material
nfio cristalino.'**

A crisotila ¢ considerada um material de boa resisténcia quimica e estabilidade
térmica. E bastante estivel a temperaturas de até 450°C. Acima de 450°C, o hidréxido de
magnésio superficial é imeversivelmente convertido a 6xido de magnésio e as fibras
tornam-se quebradigas.® Em meios altamente bésicos (pH>10), a dissolug#io da camada de
silicato conduz ao desenrolamento das fibras.” Do ponto de vista quimico, a crisotila &

pouco resistente a ataques por acidos fortes, que destroem a camada de brucita, restando
somente silica.®

Brucita {
Trigimite {

@ - Higroxtle - Oxigénio ® - Silficio  ©- Magnésic

Figura 1: Esquema representativo da estrutura lamelar de crisotila, com destaque para a estrutura
de parte da dupla lamela constituinte da crisotila, a mais externa referente 4 brucita e a mais interna
a tridimita.

A érea superficial especifica da crisotila é da ordem de 14 m%g, apés tratada e
ativada.” Martinez e Zucker,” realizaram medidas de potencial de fluxo ¢ obtiveram a curva
de potencial zeta variando o pH. Observaram um potencial positivo entre pH 3 e 12 da
ordem de 100 mV e ponto isoelétrico em pH 11,8. A superficie da crisotila é constituida
por grande quantidade de sitios doadores, Mg(OH),, os quais apresentam atividade
catalitica.'® A crisotila & um suporte excepcional devido ao seu poder de adsorg#o; existe
em grande abundincia na natureza;, apresenta inércia quimica, térmica e biologica;
apresenta baixo custo e passivel de reaproveitamento.!
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Parizotto® realizou medidas do grau de fibrilizago da crisotila apés ter sido tratada
com ultra-som, através do método de adsorgio de azul de metileno, utilizando isotermas
linearizadas segundo 0 modelo de Langmuir. O modelo de Langmuir,”* originalmente
deduzido para a adsorglio de gases em sélidos, considera que a superficie do adsorvente é
constituida de sitios de adsorglio homogéneos; e todas as espécies adsorvidas interagem
somente com 0s sitios ativos, desconsiderando as interagdes entre as moléculas adsorvidas,
isto ¢, a adsorgdo ¢ limitada a uma dnica monocamada. A maioria dos sistemas de adsorgio
na superficie de um sélido, a partir de uma solugio liquida, obedecem o modelo de
Langmuir somente a baixas concentragdes de adsorbato. Por esta razéio, a importancia dos
dados obtidos a baixas concentragBes deve ser mais ressaltada ¢

Em nosso grupo de pesquisa, a‘ crisotila foi utilizada na obtenglio de filtros de
profundidade, no estudo da ativaglio de suz superficie e aplicagio na imobilizacho de
biocatalisadores.>"'* Outros estudos referem-se & adsorglio de espécies quirais em
crisotila, interagiio da crisotila com TiO,, adsorgfio nos sitios ativos da crisotila e aplicagdes
na fase estaciondria para HPLC. A crisotila também foi utilizada como suporte para
catalisadores inorganicos ¢ enzimas, e na degradagio de dodecilbenzenosulfonato de sédio
(DBS)."'%1>® As patentes obtidas s#o referentes 2 obtengio de crisotila com alta atividade
superficial ¢ na produgfio de etanol.®'%!!

1.3 — Ativacifio de superficies

Durante o processo de fabricagdo ou beneficiamento, a superficie dos materiais
pode soffer alteragdes que interferem no desempenho de processos futuros. A formacéio de
oxidos sobre superficies metélicas ¢ siliconadas, incorporagio de hidrogénio em metais
depositados por eletrolise, agua e solventes em polimeros, particulas resultantes de
processos abrasivos e micro-fissuras podem diminuir a eficiéncia dos materiais,
principalmente em processos que envolvam reagbes com sitios reativos.”” A fim de
melhorar o desempenho destes materiais, € realizada a ativagio de sua superficie.

A ativaglo da superficie de um material pode ser definida como um processo que
promove um aumento, mesmo que temporério, de sitios ativos na superficie.!® A escolha do
processo de ativagdio, que envolve modificagdes fisicas e/ou quimicas da superficie do
material, depende das caracteristicas que o material devera apresentar durante o processo
no qual serd empregado. Os métodos de modificaclio fisica para tratamento de fibras
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naturais se caracterizam por ativar a superficie sem modifics-la quimicamente; dentre eles,
podemos citar: calandragem, estiramento, tratamento térmico, ultra-som, remogdo de
particulas com solventes.**** Os métodos de modificagio quimica de superficie sdio
geralﬂwnte empregados quando as superficies dos materiais néio apresentam afinidade entre
si. Alguns exemplos s#o: inclus3o de um terceiro material para promover a interag3o entre
elas, mercerizagiio, modificagio da superficie apés tratamento com acido, 22?7

Atualmente, em nosso grupo de pesquisa, o processo de ativaciio da crisotila é
realizado como descrito na Patente BR. 8.903.849, que utiliza ultra-som e solugfio tampdo
de HAc/NaAc."” A aplicagio de ultra-som 2 um sistema agregado por forgas de van der
Waals deve promover a separagio dos componentes agregados. Esta é a principal vantagem
do ultra-som em um grande namero de aplicagdes. Na crisotila, a sonica¢io provoca a
fibrilizacio dos feixes. Este tratamento em solugdio tampdo de HAc/NaAc aumenta a
capacidade de adsorgio na superficie da crisotila, comparado ao realizado em dgua. O
efeito causado pela’ utilizagio de solugio tamp3io pode ser interpretado como uma
“ativagfio”, devido ao aumento da carga superficial e do potencial zeta das fibrilas. Este
aumento deve promover a repulsio entre as fibrilas, aumentando a eficiéncia do
tratamento.®

1.4 — Producéio de etanol

A produgéo de etanol em escala comercial ¢ feita a partir do etileno, derivado do
petréleo, ou por fermentagdo de aglicares ou outros carboidratos. As primeiras indistrias
brasileiras a produzir etanol em larga escala, surgiram vinculadas as usinas agucareiras,
onde o melago, um sub-produto da fabricagfio do agficar, com baixo valor comercial, era
utilizado como substrato fermentativo. No inicio da década de setenta, a crise mundial do
petréleo motivou a produglio de etanol para sua utilizagio como combustivel alternativo,
devido ao alto prego da gasolina no mercado interno e ao risco de desabastecimento. O
primeiro programa para a produc3o de dlcool combustivel a partir da cana-de-agticar, o
Proélcool, surgiu no Brasil em 1975. Nos Estados Unidos em 1978, e mais recentemente no
Canada, foram criados programas para a produgZo de etanol a partir do milho. Embora.
muitos outros paises produzam etanol como combustivel ¢ para outros fins, a produgio de

* http:/fwww.distill. com/berg/
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etanol em larga escala s6 pode ser adotada por paises de agricultura favorivel e
economicamente vidvel. Atualmente, apenas os incentivos fiscais governamentais tornam o
dlcool combustivel comercialmente vidvel, em decomréncia da diminuigio do prego do
barril de petroleo. Além da produgsio de 4lcool combustivel a partir da cana-de-agicar,
dgmasusmaswmuﬁlizadoavinhaqapamaprodugﬁodebiogés,obagago de cana
autolizado para ragfio animal; comercializado leveduras secas, e gerado energia elétrica a
partir da queima do bagago da cana.>***

A fermentagfio em condigSes anaerébicas consiste na metabolizag#io da glicose em
etanol por microrganismos. Essa conversfo pode ser representada estequiometricamente
por: CeH120s — 2C;HsOH + 2CO,. A glicose ¢ degradada pelo microrganismo em 10
etapas, até a producfio de piruvato, que é transformado em CO, e etanol em processo
anaerébico. Glicerol e outros lcoois podem ser produzidos dependendo da linhagem do
microrganismo e condigSes de fermentagsio. O rendimento tedrico de etanol é de 51,1 g,
obtido a partir de 100 g de glicose. Em processos industriais, o rendimento varia entre 80 a
91%. A redugéio no rendimento ¢ atribuida ao substrato empregado no crescimento celular e
a formacfo de subprodutos. Entretanto, o processo de fermentacio depende de parimetros
do meio ambiente, como pH, temperatura, e dos microrganismos utilizados. >

Na década de 80, surgiram as primeiras publicagBes que relacionavam o aumento
nos valores de producio de etanol, por células de Saccharomyces sp, ao meio de
fermentagdo utilizado. A diminui¢3io na produgiio de etanol pelas leveduras estaria
relacionada com o actmulo de etanol durante a fermentagio, que levaria a inibigdo do
metabolismo celular.**® A adiggio de suplementos como extrato de levedura, peptona, fons
calcio e magnésio em meios de fermentagio de glicose, aumentava a tolerdncia a etanol
pelas células, ocasionando aumento de sua produgio.’’ Dombek e Ingram,*® atribuiram o
aumento da toleréincia das células de Saccharomyces sp a0 etanol produzido a presenca de
fons magnésio no meio de fermentaggio. Outros autores também comprovaram que a adigéio
de ions magnésio em meio de fermentagio de glicose, ocasionavam melhora no
crescimento celular, e aumento na produgdo de etanol. 2

O caldo extraido da cana-de-aglcar e o melago apresentam, respectivamente,
valores médios de 15 e 65% (m/V) de agucar redutor total (ART), que apds ajustes dos
niveis de agiicares adequados para a fermentag#o, apresentam quantidades suficientes de
minerais e nutrientes orgdnicos necessarios para a produgdo imediata de etanol por células
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de Saccharomyces cerevisiae. Alguns destes nutrientes s&o: o inositol, 4cido pantoténico,
biotina, magnésio, célcio, zinco, manganés, ferro, cobre, molebidénio, cobalto e boro.
Entretanto, nem todos os constituintes s&o benéficos para o processo, dentre eles podemos
citar: o aluminio, merctrio, chumbo, estanho, sédio, litio, fléor, ouro, prata, cadmio,
paladio, ésmio, cromo, torio, urdnio, vanidio e potéssio em niveis elevados; além da
decantacfio de substéncias que ndo séio fermentéveis.?®

1.5 — Imobilizacfio de células para a produciio de etanol

Imobiliza¢do de células € um termo utilizado quando as células s&o impedidas de se
mover livremente em todas as partes da fase aquosa, por métodos naturais ou artificiais. O
método de imobilizagdio € o tipo de suporte depende das caracteristicas do microrganismo e
das condigBes de uso do sistema. Os principais fatores que afetam esses sistemas s3o pH,
natureza do solvente e da substincia a ser imobilizada, forga iénica e a proporgiio
adsorvente/substincia imobilizada. ***’

Estudos realizados com sistemas de células de microrganismos imobilizados
mostraram-se atrativos ¢ promissores para a produgéo econémica de etanol, uma vez que a
produgio em sistema continuo com células imobilizadas é superior ao processo
convencional que utiliza células livres. O primeiro processo que utilizou o sistema de
células imobilizadas foi para a produgiio de vinagre no inicio do século. Atualmente, as
enzimas e/ou células imobilizadas s#o utilizadas em estudos de produgfio de etanol, acidos
organicos, aminoécidos, antibiéticos, esterdides, entre outros produtos.**>!

As células podem estar imobilizadas pela ligag8o ao suporte (adesdo), onde ocorre a
ligagio direta das células com o suporte a partir de forgas de van der Waals, pontes de
hidrogénio ou ligagSes hidrofébicas, de modo a causar pouca alteragiio a estrutura das
células**** Como suportes, podemos citar: madeira, 4gar, resina anidnica, bagaco de
cana, carvio ativado, celulose, particulas de cerimicas e suportes inertes.**>! No entanto,
estes métodos apresentam grande problema de dessorgdo das células durante os processos
de lavagem e operagdio. Outro método utilizado para imobilizagdio é o de ligagfio cruzada,
onde ocorrem ligagdes intermoleculares entre as proprias células do microrganismo ou das
células ao suporte, ao se adicionar um agente reticulante, como o glutaraldeido, formando
uma rede polimérica insolivel. Em outro método conhecido como aprisionamento, as
células ocupam os intersticios de um gel ou sfio encapsuladas por uma membrana
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semipermedvel, que minimiza a perda de células.>**” Neste caso, a barreira fisica de gel
prejudica a difusdo do substrato para o interior das células. S#o utilizados como suporte:
alginato de célcio, carragena-k, 4gar e poliacrilamida, *5%

A imobilizag8o de células de Saccharomyces cerevisiae em kissiris, um mineral de
composigio semelhante ao granito, foi relatada por Kana e colaboradores.” Kissiris ¢ um
material poroso, que apresenta em sua composicdo: SiO;, AL,Os, TiO», Fe>O3, FeO, MnO,
MgO, Ca0, Na;0, K;0 ¢ P,0s. As células imobilizadas em kissiris produziram etanol em
maior quantidade do que as células livres, a partir de melago e de glicose.

O principal método de imobilizag3io para a produgdo de etanol é por adesio. As
vantagens apresentadas por este método sdo: a imobilizagio pode ser feita em condigdes
brandas; a possibilidade de reutilizagio do suporte e do biocatalisador; maior quantidade de
células pode ser utilizada em suporte com grande drea superficial; produgio em regime
continuo por um longo tempo; aumento da estabilidade enzimatica e da produtividade; a
reaciio pode ser interrompida com a remogdio do suporte e a diminuigio dos riscos de
contaminagdio, 5

A imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae sobre crisotila para a produgdo de
etanol foi estudada em nosso grupo de pesquisa. Os resultados mostraram que as células
imobilizadas apresentaram rendimento 20% superior a produgio de etanol utilizando
células livres. Este sistema ¢ eficiente para a produgéio de etanol em alta concentragio e,
com a otimizagdo das condi¢Ses de fermentacsio pode vir a reduzir os custos de fabricagfio
do produto.!

Prakasham e colaboradores™ observaram que ao adicionar pequena quantidade de
suportes inertes ao meio de fermentagdio, as células de Saccharomyces cerevisiae aceleram
a produgfo de etanol. A adico de suportes em quantidades menores pode fazer com que
grande parte das células niio esteja diretamente aderida ao suporte. Os autores sugerem que
a adic@io de menor quantidade de suporte seria um sistema mais facilmente implementado e
de menor custo, se comparado ao processo de imobilizagio celular,

A interagdio célula/suporte, bem como o aumento da quantidade de células
suportadas, muitas vezes necessita de um pré-tratamento do suporte, a fim de aumentar sua
area superﬁcial € o numero de sitios ativos.
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2-O0OBJETIVOS

A utilizagio dos reatores de batelada com vazdio de gés para a ativacdo da superficie
da crisotila surgiu com a observagfio dos reatores montados para a produgic de etanol
durante Convénio FUNCAMP/SAMA 95.1/96, ¢ da necessidade de substitui¢io do
processo de sonicagio na ativaclio da crisotila. Este novo processo possibilitars sua
montagem em escala de planta piloto, em etapa futura. Nos reatores montados durante a
vigéncia do Convénio em 1998, as células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas
crisotila ativada por ultra-som, foram submetidas a um fluxo ascendente de melago.
Durante o processo de fermentagdo do melago, foi observado o depdsito de material
empacotado no fundo do reator, abaixo da regifo sob fluxo ascendente. O material
empacotado, aparentemente, apresentava baixa quantidade de células aderidas sobre sua
superficie e “parecia se desprender” da crisotila, durante o processo de fermentagdo.

Assim, os objetivos deste trabalho s3o:

— Tratar a crisotila em reatores com 4gua destilada ou solugfio tampdo de
HAc/NaAc utilizando fluxo de gases, para retirar o material empacotado e fibrilar a
crisotila;

— Avaliar a fibrilizag8o da crisotila tratada nos reatores, utilizando o método de
adsorg3o de azul de metileno ¢ 0 modelo de Langmuir;

— Determinar a quantidade de células de Sdccharongzces cerevisiae aderida sobre
as crisotilas tratadas;

— Verificar, durante a fermentagfio de glicose, a atividade fermentativa das células
livres ¢ das células suportadas nas crisotilas tratadas;

— Avaliar a atividade fermentativa das células em sistemas contendo pouca
crisotila, propor¢do de 1:10 crisotila/células, na fermentagiio de melago.
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3 - EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e instrumentos

' Os materiais utilizados foram: HAc 99,7%, HCI 36,5-38,0%, HNO; 65%, Uréia PA-
ACS, MgSO, PA-ACS (Nuclear); H,SO, 95,0-98,0%, NaCl PA-ACS, NaAc PA-ACS,
Azul de metileno PA-ACS, D-glucose PA-ACS (Labsynth); dlcool comercial, melago
proveniente da Usina Ester (Arthur Nogueira-SP), cedido por Mauricio Rigo; papel

indicador de pH Sigma® Chemical Company, nas faixas de 0 a 6 (P-4661) e de 7 a 14 (P-
| 4411), sensibilidade de 0,5; e na faixa de 0 a 7 (P-4786), sensibilidade de 1,0; cilindros
contendo CO, comercial ¢ argénio comercial (White Martins); cubeta de quartzo
SUPRASIL®, caminho éptico de 10 mm (Hellma); garrafas PET, do refrigerante Coca-
Cola® de 600 mL e 2 L; peneira tipo Tyler com tela de ago inoxiddvel de 250 mesh; telas de
ago inoxidével de 250 mesh; “glass filter holder” Millipore e funil de pirex adaptado;
membrana Millipore RA em éster de celulose, 1,2 pm de poro, 47 mm de didmetro.

A cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada é a FEA 01, da Faculdade de
Engenharia de Alimentos — UNICAMP. Foram utilizados os fermentos biolégico seco e
biolégico seco instantfneo provenientes da Produtos Alimenticios Fleschmann e Royal
Ltda.

Os instrumentos utilizados foram: balanga analitica Fisher-Scientific A-250; balanca
semi-analitica Marte AS 2000 C; uitra-som Sonifier B-12 (25 kHz); banho termostatico
tipo Dubnoff Nova Técnica;, incubadora refrigeradora orbital Marconi MA 830;
centrifugador Excelsa Baby Fanem® 204 N; espectrofotdmetro digital Micronal B 342 II;
estufa convecgdo gravidade Fanem® 311 CG; capela de fluxo laminar vertical Veco HLFS
09; reguladores de pressfio Concoa para argdnio e CO; placa agitadora com aquecimento
Corning Brasil PC-320; pipeta automatica de volume varisvel (1-5 mL), SEALPETTE®
[Jencons (Scientific) Ltd] e pipetas automaticas de 10 e 50 pL, Kacil Industria ¢ Comércio
Ltda,
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3.2 - Rota experimental
A Figura 2 mostra um esquema da rota experimental desenvolvida neste trabalho.

‘erisotila B8R

l

| jateameanto —I

I
[ 1 N
| ativacio da superficie | | adesso de células | | atividade fermentativa
adsorgéio de i fermentagiio de mela
\ atividade o
azul de metileno f lgntativa meio néo-es_téri!
com pouca crisotila
{(1:10 e 1:5)

fermentagfio de glicose
meio estéril
células suportadas
(1:0,8)

Figura 2: Esquema da rota experimental desenvolvida neste trabalho. -

3.3 - Crisotila
Foi utilizada a crisotila brasileira proveniente da mina de Cana Brava {Minagu-GO),
cedida pela SAMA Mineragdo de Amianto Ltda. As fibras utilizadas foram do tipo 5,
subgrupo R, classificadas de acordo com o padriio de classificagdo canadense e baseado em
ensaio granulométrico realizado em uma m4quina denominada Quebec Standard Testing
Machine. Neste.ensaio, 16 ongas (1 onga = 28,35 g) de crisotila seca s#o adicionadas a uma
peneira de meia polegada, a qual € sobreposta a outras duas peneiras de 4 e 10 mesh (nesta
ordem) e a um fundo. As fibras s#o classificadas de acordo com a fragdo retida em cada
uma das peneiras, ap6s peneiramento vibratorio por um determinado tempo. No caso da
crisotila 5R ﬁtilizada neste trabalho, sob informagfo do sr. Wilton, do laboratério de
classificagfio da SAMA, a retengfio varia entre 0,95 a 2,0 ongas na peneira de 4 mesh; de 9
a 10 onﬁ;&s na peneira de 10 mesh; e o restante é recolhido no fundo.
_ A crisotila recebida da mina, de coloragiio acinzentada, apresenta pé de rocha e de
fibra em sua superficie, que representa aproximadamente 38% de sua massa bruta.'* Para a
crisotila ser utilizada como suporte, ¢ necessaria a remogio do pé de roéha e de fibra,
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através do processo de jateamento, e ativagiio de sua superficie, através do processo de
ativaggo.”

3.3.1 - Obtencfio de crisotila jateada

Amostras de aproximadamente 5 g de crisotila in natura foram colocadas sobre
peneira Tyler de 250 mesh ¢ lavadas com um jato de 4gua de tomeira por 10 minutos para
eliminagdo de impurezas. As fibras retidas na peneira foram colocadas sobre vidro de
reldgio e secas em estufa em torno de 120°C, por 24 horas. O material foi retirado da estufa
¢ mantido em dessecador até seu resfriamento completo, antes de ser guardado em
embalagens de PVC, para ser utilizada em outros tratamentos e experimentos. A crisotila
obtida neste processo serd denominada crisotila jateada

3.3.2 - Obtencdo de crisotila ativada

A ativaglio da crisotila foi feita de acordo com a Patente BR. 8.903.849 (1989) do
nosso grupo de pesquisa.”> O processo se inicia com a obteng#o de crisotila jateada, como
descrito em 3.3.1. Em seguida, foi preparada uma suspensio de 2 g de crisotila jateada em
400 mL de uma solug#o tampsio de HAc/NaAc 3,3x10”M (equimolar), que foi submetida
ao ultra-som de 25 kHz por 30 minutos. Esta crisotila foi recolhida por filtragem em
peneira Tyler de 250 mesh ¢ lavada com égua destilada para eliminar o excesso de tampiio.
A crisotila retida na peneira foi colocada em vidro de relégio e seca em estufa em tormo de
120°C, por 24 horas. O material foi retirado da estufa ¢ mantido em dessecador até seun
resfriamento completo, antes de ser guardado em embalagens de PVC, para ser utilizada
posteriormente. A crisotila obtida neste tratamento serd denominada crisotila ativada.

3.3.3 - Obtencfio de crisotila tratada com fluxo de gases

Para obter a crisotila tratada com fluxo de gés, foi necesséria a eliminagfio do pé de
rocha e de fibra presentes na crisotila, pelo processo de jateamento. Ao adicionar a crisotila
5R como recebida da mina nos reatores, foi observado que o pd de rocha e de fibra
permaneceram. Suspensos na agua destilada ¢ na solugio tampdo, inviabilizando o
tratamento da crisotila, antes do processo de jateamento.

As crisotilas tratadas com fluxo de gases foram obtidas a partir da crisotila jateada.
Inicialmente, a crisotila foi tratada em reatores montados com garrafas PET de 600 mL,
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contendo dgua destilada ou solugdo tampéio de HAc/NaAc (equimolar) sob fluxo de ar. Em
uma segunda etapa, foram montados reatores de 2 L visando o tratamento de uma
qﬁanﬁdade maior de crisotila, utilizando ar, CO; e argdnio. A montagem dos reatores serd
descrita em 3.4. -

3.4 — Reatores para tratamento de crisotila jateada
3.4.1 - Reatores de 600 mL. com fluxo de ar

Como ensajo preliminar, foram montados quatro reﬁtores de garrafas PET de 600
mL, para o tratamento da crisotila previamente jateada, com fluxo de ar de 2 L/h, contendo
dgua destilada ou solugfio de HAc/NaAc, como mosira 0 esquema de montagem
apresentado na Figura 3.

Zona Fluidizada

h 4
: . Zona Morta

Entrada do Gés

Figura 3: Esquema'dos reatores montados para o tratamento de crisotila jateada, utilizando fluxo de
ar, em 4gua destilada ou solugdo tampdo de HAc/NaAc. Dimens#o aproximada: dyex = 65 mm; dus
= 22 mm; hogge = 67 mm; hygps mors = 30 mum

Para saturar o meio, foi realizada a passagem de gds durante 10 minutos, antes da
~adicBio da crisotila jateada. Esta crisotila foi adicionada ao meio de uma vez e, com o
auxilio de uma bagueta, foi suspensa. As propor¢des de crisotila jateada ¢ de meio
utilizadas em cada reator montado estfio listadas na tabela L.
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Tabela I: Caracteristicas dos reatores de 600 mL montados

Reator Meio Volume do meio( mL ) Massa de crisotila (g)
1 ar/é4gua/ 1h 430 15,0 (3,5% m/V)
2 ar / tampdo / 1h* 430 15,0 ( 3,5% m/V)
3 ar/4gua/ 1h 330 7.5 (2,3% m/V)
4 ar / tampo / 1h° 350 7.5 (2,1% m/V)

*. solugfio tampéio a 3.3x10~ mol/L,
®. solugsio tampo a 1,0x10° mol/L

Foram realizadas medidas de pH dos meios utilizados nos reatores antes da adigéo
de crisotila jateada e ao final do tempo de aeragdio de 1 hora. O pH foi medido com fitas
indicadoras, nas faixas de 0 a 6 ¢ de 0 a 7, com sensibilidade de 0,5 ¢ 1, respectivamente.

A crisotila suspensa no meio foi mantida sob fluxo de ar durante 1 hora. Apds este
periodo, o fluxo foi desligado e o reator foi inclinado sobre uma peneira Tyler de 250 mesh,
para recolher as fibras de crisotila que permaneceram na zona fluidizada e separa-las do
meio, por filtragdo. A crisotila retida sobre a peneira foi lavada com 4dgua destilada ¢
transferida para um vidro de relégio. O material depositado na zona morta foi retirado pela
parte inferior do reator e colocado numa placa de Petri. O material recolhido das zonas
fluidizada ¢ morta foi seco em estufa, em torno de 105°C, por 3 dias, e apds este periodo,
foi mantido em dessecador antes de ser pesado e guardado em embalagens de PVC.

Para fins comparativos, um sistema sem aeragdo foi montado utilizado um béquer
de 600 mL, com 430 mL de 4gua destilada. O pH do meio foi medido antes da adigdo da
crisbtila. Foram adicionados ao meio, 15,0 g de crisotila jateada (3,5% m/V) suspensos com
o auxilio de uma bagueta. Apés 1 hora de contato em repouso, o pH do meio foi medidoe a
crisotila foi recolhida sobre peneira Tyler de 250 mesh. A crisotila recolhida foi colocada
sobre um vidro de relégio ¢ seca em estufa, em torno de 105°C, por 3 dias. Apds este
periodo, foi mantida em dessecador antes de ser pesada ¢ guardada em embalagem de PVC.

3.4.2 - Reatores de 2 L com fluxo de ar, CO; e argdnio

Foram montados 12 reatores com garrafas de PET de 2 L, com volume reacional de
1 L, contendo meio de dgua destilada ou de soluglio tampio HAc/NaAc 10°M e fluxo de
diferentes gases, como listado na tabela II. O esquema de montagem segue o mesmo padrio
apresentado na Figura 1, com as seguintes dimensdes: dpsx = 98 mm; dpin = 22 mm; hegne =
110 mm; heons moria = 40 mm; hyns pidizada = 200 mm.

Para saturar o meio com o gés, foi realizada a passagem de ar, CO; ou argdnio por
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10 minutos, antes da adigéio de 20,0 g de crisotila jateada (2% m/V), como listado na tabela
IL

Tabela II: Caracteristicas dos reatores de 2 L montados para o tratamento de crisotila. Volume do
meio = 1 L, fluxo do gés = 2L / h, crisotila jateada = 20 g.

Reator Meio Gés Tempo (h)
5 dgua destilada ar 1h
6 solugéo tampdo ar th
7 agua destilada ar 5h
8 solucdo tampdo ar 5h
9 dgua destilada CO, 1h
10 solugdo tampio CO; 1h
i1 dgua destilada CO, 5h
12 solucéo tampéo CO,_ Sh
13 dgua destilada argbnio 1h
14 solugéo tampio argbnio 1h
15 agua destilada argbnio 5h
16 solucdo tampdo argbnio 5h

A crisotila jateada adicionada no reator foi suspensa com o auxilio de uma bagueta e
mantida sob fluxo de gis durante 1 ou 5 horas. O fluxo de gis foi desligado e o reator foi
inclinado sobre uma pencira Tyler de 250 mesh, para recolher as fibras da crisotila que
permaneceram na zona fluidizada e separé-las do meio, por filtraglio. A crisotila retida
sobre a peneira foi lavada com 4gua destilada e transferida para um vidro de relégio. O
material presente na zona morta foi retirado pela parte inferior do reator e recolhido sobre
uma placa de Petri. O material recolhido das zonas fluidizada e morta foi seco em estufa em
torno de 105°C, por 24 horas. Ap6s este periodo, foi mantido em dessecador antes de ser
pesado e guardado em embalagens de PVC.

Foram realizadas medidas de pH dos meios utilizados nos reatores, antes da adiggo
de crisotila jateada e ao final do tempo de aeragéio de 1 ou de 5 horas. O pH foi medido com
fitas indicadoras, nas faixas de 0 a 6 ¢ de 0 a 7, com sensibilidade de 0,5 ¢ 1,
Tespectivamente.

3.5 - Isotermas de adsorciio de azul de metileno sobre crisotila _

O método de adsorgdo de azul de metileno foi utilizado para avaliar a ativagdo da
superficie das crisotilas tratadas nos reatores de 600 mL e 2L, retiradas das zonas
fluidizadas. |
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Para o preparo das solugdes de azul de metileno utilizadas neste ensaio, foi
preparada uma solugio estoque de 1L de azul de metileno 1,0 x 10*M, com a dissolugio de
0,0374 g de azul de metileno em dgua destilada. A partir desta solugfio foram preparadas,
por dilui¢lio, solugbes nas seguintes concentragdes listados na tabela I1I.

Tabela III: Solugo estoque, diluigdes e respectivas concentragdes finais usadas nos ensaios de
adsorgfio de azul de metileno sobre crisotila.

Diluicdio - Vy/Vy Concentracfio final de
(mL /mL) azul de metileno ( mol /L)
estoque 1,00 x 10®
200/ 250 8,00x 107
1507250 6,00 x 107
100 /250 400 x 107
50 /250 2,00 x 10%
25 /250 1,00 x 107

3.5.1 - Isotermas de adsorciio de aznl de metileno sobre crisotila jateada e sobre
crisotilas retiradas das zonas fluidizadas dos reatores de 600 mL de 2 L

Em 5 erlenmeyers de 50 mL, foram colocadas amostras de 0,05 g de crisotila
retiradas da zona fluidizada do reator de 600 mL, tratada com dgua destilada (Reator 3) ou
com solugio tampio 10 mol/L (Reator 4). Com uma pipeta volumétrica, 10 mL das
solugdes diluidas de azul de metileno, listadas na tabela I, foram adicionados aos
erlenmeyers, os quais foram agitados manualmente até a suspenso da crisotila. Os
erlenmeyers foram colocados num banho tipo Dubnoff a 25°C, com agitagio mecénica, por
10 horas, tempo minimo para a cinética de adsorg3o de azul de metileno sobre crisotila.®
Apos este periodo, os erlenmeyers foram retirados do banho e de cada um, foi retirada uma
aliquota do sobrenadante que foi transferida para um tubo de ensaio. As aliquotas foram
centrifugadas por 5 minutos a 3500 rpm nominais, e quando necessério, antes de se fazer as
medidas de absorbéncia dos sobrenadantes, as amostras foram diluidas em 4gua destilada,
utilizando uma pipeta automatica de 1 mL, em baldio volumétrico de 10 mL.

Para a construc3o das isotermas de adsorgiio de azul de metileno, utilizando crisotila
Jateada e as crisotilas retiradas da zona fluidizada dos reatores de 2 L, foram empregados
0,50 g de crisotila ¢ 50 mL das solugdes de azul de metileno, listadas na tabela IlI, em
erlenmeyers de 250 mL.
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3.6 - Adesiio de fermento de pio sobre crisotila jateada, ativada e retirada das zonas
fluidizadas dos reatores de 600 mL e de 2L

Para avaliar a utilizagfio da crisotila como suporte de células de Saccharomyces
cerevisiae, foram realizados ensaios de adesio de fermento de pdo sobre as crisotilas
jateada, ativada e tratada nos reatores de 600 mL e de 2 L.

Em banho tipo Dubnoff, a 32°C, foram colocados 5 erlenmeyers de 250 mL
contendo 20 mL de 4gua destilada. Em cada erlenmeyer, foi adicionado 1,0 g de fermento
seco de pdo, com cuidado para nio aderir 4 parede. Apdés 5 minutos, um a um, os
erlenmeyers foram retirados do banho, e 0,10 g de crisotila foi suspenso com movimentos
circulares. A parede interna do erlenmeyer foi lavada com 10 mL de agua destilada,
adicionada por uma pipeta Pasteur, para retirar as fibras de crisotila aderidas a parede. Os
erlenmeyers foram colocados no banho tipo Dubnoff a 32°C, sem agitac@io por 1 ou 2
horas. Apds este periodo, cada mistura de crisotila-4gua-fermento foi filtrada a Vacuo,
utilizando funil de fundo removivel e tela de ago inoxidavel de 250 mesh, que permite a
passagem das c€lulas nfio aderidas 4 crisotila. O material retido sobre a tela foi lavado com
100 mE de 4gua destilada utilizando uma pisseta, para promover a remogo das células nio
aderidas 4 crisotila. A tela contendo o material lavado foi retirada do funil e colocada em
um béquer de 50 mL que, em seguida, foi levado a uma estufa em torno de 100°C, por 24
horas. Antes da pesagem, o material foi mantido em dessecador até seu resfriamento
completo. Este ensaio foi realizado em quintuplicatas.

Este procedimento foi, também, realizado com fermento seco instantineo de péo,
apenas para a ades#o sobre crisotila ativada.

3.7 - Atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae suportadas em crisotila

Este ensaio foi realizado para avaliar a atividade de células de Saccharomyces
cerevisiae 'suportadas na crisotila tratada no reator ar/tampdio/lh. O experimento foi
realizado como descrito por Fregonesi,® em sua Dissertagio de Mestrado, para a crisotila
ativada. Por se tratar de um ensaio realizado em condigdes assépticas, os materiais
utilizados na manipulagdo das células e dos meios de fermentagiio foram esterilizados,
devidamente embalados com papel kraft, presos com fita para autoclave e “rolha” feita com
algoddo. A esterilizagio foi realizada em autoclave em tomo de 120°C e 1 atm, por 10
minutos. Os materiais que nfio puderam ser submetidos a esterilizagio em autoclave, foram
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limpos com uma solugfio de dlcool a 70%, e levados imediatamente & cdmara de fluxo
laminar,

3.7.1 - Preparo das cé€lulas de Saccharomyces cerevisiae

As células de Saccharomyces cerevisiae sio provenientes de uma cepa isolada da
Usina S® Délia, denomina cepa FEA 01, da Faculdade de Engenharia de Alimentos-
UNICAMP. As células utilizadas nos ensaios de atividade fermentativa foram gentilmente

preparadas por Mauricio Rigo.
| O microrganismo foi conservado em meio inclinado, composto por extrato de
levedura (3 g/L) e de malte (3 g/L), peptona (5 g/L), glicose (10 g/L) e 4gar bacto (20 g/L).
O crescimento e preparo das células para a fermentagio foi realizado em dois meios de pré-
fermentacdo.

Meio de pré-fermentaggo I: glicose (50 g/L), KH;PO, (5 g/L), NH,CI (1,5 g/L),
MgS04.7H,0 (0,7 g/L) KCl1 (1,2 g/L) e extrato de levedura (5 g/L). O meio foi esterilizado
em autoclave a 121°C, por 15 minutos, antes da inoculagio de uma alcada do
microrganismo mantido em meio inclinado. O meio inoculado foi mantido numa
encubadora orbital a 150 rpm e 30°C, por 12 horas.

Meio de pré-fermentagdo II: sacarose (150 g/L), KH,PO, (5 g/L), NH,Cl (1,5 g/L),
MgS0,.7H,0 (0,7 g/L) KC1 (1,2 g/L) ¢ extrato de levedura (5 g/L). O meio foi esterilizado
em autoclave a 121°C, por 15 minutos, antes que o material obtido no meio de pré-
fermentagfio I fosse inoculado assepticamente. O meio inoculado foi mantido numa
encubadora orbital a 150 rpm e 30°C, por 12 horas. Apds este periodo, o material foi
filtrado a vacuo e as células recolhidas em papel de filtro.

3.7.2 - Meios de fermentagiio de D-glucose enriquecido
Em éhapa de aquecimento com agitac80o magnética, foram dissolvidos D-glucose,
uréia e sulfato de magnésio em dgua destilada, a aproximadamente 40°C. Esta mistura foi
transferida para um balfio volumétrico de 250 mL, que foi completado com dgua destilada
até a marca do menisco. O pH do meio foi ajustado em 4,5 com H,SO; concentrado, apds a -
Meio de fermenta¢do de D-glucose enriquecido a 250 g/L: D-glucose (250 g/L),
uréia (3 g/L) e MgS0,4.7H,0 (0,5 g/L).
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" Meio de fermentagdo de D-glucose enriquecido a 300 g/L: D-glucose (300 g/L),
uréia (3 g/L) e MgS0,.7H,0 (0,5 g/L).

3.7.3 - Preparo dos discos de crisotila contendo células de Saccharomyces cerevisiae
suportadas

Em 12 erlenmeyers de 250 mL, foram esterilizadas 06 amostras de 1,0 g de crisotila
ativada e outras 06 amostras de 1,0 g de crisotila retirada da zona fluidizada do reator
ar/tampéo/1h. Em cimara de fluxo vertical, sob condicdes assépticas, foram adicionados,
em cada erlenmeyer, 200 mL de dgua destilada para a suspensfio da crisotila, e 0,6 g de
células de Saccharomyces cerevisiae, que haviam permanecido por uma semana em
geladeira a aproximadamente 5°C. Para promover o ‘choque’ das células com a crisotila,
uma agitacio vigorosa foi feita com uma bagueta. Em seguida, os erlenmeyers foram
tampados com algodéo e colocados em banho tipo Dubnoff a 30°C, por 1 hora. Apds este
periodo, os erlenmeyers foram levados a cimara de fluxo laminar. As crisotilas submetidas
a adesfio das células foram recuperadas por filtragéio a vicuo, sobre a tela de ago inox de
250 mesh acoplada a um funil de fundo removivel. Desta maneira, a crisotila forma uma
espécie de disco que ¢ facilmente removivel da tela de ago inox.

3.7.4 - Montagem dos sistemas de batelada para fermentacfio de meio estéril de D-
glucose por cé€lulas suportadas em discos de crisotila

Os 12 discos de crisotila contendo células, que foram recuperados na filtragdo,
foram acomodados no fundo de erlenmeyers de 25 mL com o auxilio de uma pinga. Os
discos foram cobertos por pérolas de vidro, para evitar o entupimento da agulha cinirgica,
utilizada para a saida do CO,, produzido durante a fermentagdo. Outros 6 erlenmeyers
foram preparados como sistemas controles, com a adigdo 0,6 g de células de
Saccharomyces cerevisiae. Os 18 erlenmeyers foram colocados num banho de gelo por 20
minutos, para diminuir o metabolismo das células até a realizagio da primeira pesagem.
Foram adicionados 15 mL de meio estéril de D-glucose enriquecido a 250 g/L em 9
erlénmeyers (3 dos sistemas controles, 3 contendo discos crisotila ativada contendo células
¢ 3 contendo discos de crisotila do reator ar/tampéio/1h contendo células). Nos outros 9
erlenmeyers, foram adicionados 15 mL de meio estéril de D-glucose enriquecido a 300 g/L.
Apos cada adig#o, o sistema foi tampado com um septo de borracha, contendo uma agulha
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~ cirurgica para saida de CO», sendo colocado de volta no banho de gelo. Os sistemas foram

pesados ¢ suas massas iniciais foram anotadas. Em seguida, os sistemas foram colocados |
num banho tipo Dubnoff com agitagio, a 30°C. A tempos regulares, os sistemas foram
retirados do banho para a realizagfio das- pesagens. A massa seca de células foi obtida por
gravimetria, apos a filtragdio de 2 a 5 mL da suspensfio de células em papel de éster de
celulose de 1,2 pm de poro, secos em estufa por 4 horas em torno de 70°C. A Figura 4

mostra um -esquema de montagem do sistema de batelada utilizado nos ensaios de
fermentago alcodlica:

agulha cinirgica

septo de borracha

erlenmeyer
pérolas de vidro (_
disco de crisotila

Figura 4: Esquema de montagem do sistema de batelada utilizado nos ensaios de fermentaglio
alcodlica.

3.75- Mohtagem dos sistemas de batelada para fermentacfio de melago por células de
Saccharomyces cerevisiae suportadas em crisotila nas proporgdes 1:0,6 crisotila/células

Este ensaio preliminar foi realizado para se medir a atividade fermentativa de
Saccharomyces cerevisiae na fermentagio de melago, em condigdes ndo-estéreis. Os
sistemas de batelada foram montados nas proporgdes crisotila/células de 1:0,6.

Em erlenmeyers de 25 mL, foram colocadas 3 amostras de 1,0 g de crisotila ativada
e outras 3 de crisotila jateada, juntamente com uma suspensdo de 0,6 g de células de
Saccharomyces cerevisiae, em 2,0 mL de agua destilada, adicionados com uma pipeta
voiumétrica Em seguida, foi realizada a seguinte seqiiéncia para a preparagfio dos sistemas
de fermentag#io: em cada erlenmeyer contendo crisotila e células, foram adicionados 5,0
mL de meio de melago a 250 g de ART/L. O sistema foi tampado com um septo com uma
agulha cirGrgica, seguindo para a primeira pesagem.. Foi estabelecido o tempo de 1 minuto
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entre a adi¢fo do meio ¢ a pesagem de um sistema para outro. Como controle, foram
montados sistemas contendo uma suspensfio de 0,6 g de células de Saccharomyces

cerevisiae em 2,0 mL de dgua ¢ 5,0 mL de melago a 250 g de ART/L, sem a adigio de
crisotila.

3.8 — Atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae usando crisotila como
acelerador na fermentacfio de melago em sistemas de batelada

Estes ensaios foram realizados como descrito por Mauricio Rigo® nos ensaios
exploratorios de sua Dissertago de Mestrado. Estes ensaios foram realizados para se
avaliar a atividade das células de Saccharomyces cerevisiae durante a fermentagio de
melago, através da perda de massa do sistema devido & produgdo de CO,, utilizando uma
quantidade de crisotila muito menor que a necessdria para a imobilizag#o das células.

Alguns resultados preliminares de fermentag3io de melago nos levaram a acreditar
que a utilizaglio de crisotila como acelerador aumentaria até 55% a velocidade de
produgio de CO; nos primeiros 30 minutos, como mostram os grificos do Anexo I
Durante a realizaglio dos ensaios de fermentagio, foi possivel observar que algumas
praticas de preparacdio sfio fundamentais para garantir a reproducfo dos ensaios. Estas
préticas devem sempre ser ressaltadas ao se realizar ensaios de fermentagéo:

a) a utilizagfo de agitagfio mecénica para suspens&o de células durante a inoculacéo,
para a quantidade de células variar pouco entre a primeira e a Gltima inoculagio;

b) o preparo dos sisteras em 3 séries de 3 erlenmeyers, de modo que cada série
apresentasse uma amostra de cada sistema utilizado;

¢) a inoculagéo e adigdo de melago devem ter 0 mesmo intervalo de tempo em cada
sistema, para garantir os tempos de fermentac&o iguais em cada um dos sistemas.

& Mauricio Rigo estagiou em nosso laboratério durante o Convénic FUNCAMP/SAMA em 1997/1998.
Atualmente, Mauricio é aluno de Mestrado da Facuidade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP, e esta
trabalhando no desenvolvimento de reatores de fluxo continuo para fermentagio alcodlica, por
Saccharomyces cerevisiae (cepa FEA-01) utilizando crisotila. Ao visitar uma usina produtora de agiicar e
‘alcool, Mauricio se deparou com uma doma de fermentag#io de 1 milhiio de litros ¢ imaginou que a adigdo de
uma pequena quantidade de crisotila 4 dorna poderia ser bastante interessante. Enquanto Mauricio realizava
ensaios exploratérios para a determinagio da quantidade de crisotila mais adequada a fermentacio de melago
com 10% de células, tive a oportunidade de conhecer o projeto que estd desenvolvendo. Fiquei bastante
interessada em testar as crisotilas tratadas nos reatores com fluxo de gases, ao constatar que a adigiio de 1% de
crisotila era capaz de aumentar a velocidade produgio de CO; pelas células. Mauricio, além de me conceder
sua metodologia ¢ me acompanbar nos primeiros ensaios, forneces o melago e realizou o crescimento das
células de todos os ensaios que utilizei com a cepa FEA 01.
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3.8.1 - Preparo das células de Saccharomyces cerevisine
As células de Saccharomyces cerevisiae foram preparadas como descrito em 3.7.1,

sem a necessidade da utilizagdio da cdmara de fluxo laminar, por se tratar de ensaios
realizados com meio de melago néo-estéril.

3.8.2 - Meios de fermentaciio de melago

O melago utilizado nos ensaios de fermentagfio alcodlica foi obtido na Usina Ester,
sendo fornecido por Mauricio Rigo.

O meio de fermentagio de melago utilizado nos ensaios de fermentag3o alcodlica
foi preparado de acordo com as concentragdes finais de ART desejada, levando-se em conta
a quantidade de 4gua destilada utilizada na suspensdo de células. A quantidade de ART por
grama de melago foi estimada em 65% em ensaios de determinagfio de ART, realizados por
Mauricio Rigo.

Meio I - melago a 200 g de ART/L: em balanga semi-analitica, foram pesados 115.4
g de melago em béquer de 400 mL. O melago foi transferido, ap6s a adigéio de um pouco de
agua destilada, para um balfio volumétrico de 250 mL com o auxilio de uma bagueta. Antes
de se completar o menisco, o baléo foi sonicado por 5 minutos para a retirada do ar presente
na mistura, permitindo maior precisio. Em seguida, o meio 1 foi transferido para um
béquer de 400mL e seu pH foi ajustado a 4,5; com a adiglio de gotas de HoSO, concentrado.

Meio 2 - melago a 250 g de ART/L: foi preparado como descrito em Meio J,
utilizando 144,2 g de melago.

Meio 3 - melago a 300 g de ART/L: foi preparado como descrito em Meio 1,
utilizando 173,0 g de melago.

3.8.3 - Montagem dos sistemas de batelada para fermentacfio de melago por células de
Saccharomyces cerevisiae, utilizando crisotila como aditivo nas proporgdes 1:10 e 1:5
crisotila/células

' Em erlenmeyers de 25 mL, foram colocadas amostras de crisotila (0,15 e 0,30g)
juntamente com uma suspensdio de 1,5 g de células de Saccharomyces cerevisiae
(aproximadamente 10% em massa do volume final de 15 mL de meio) em 5,0 mL de 4gua

destilada, utilizando um pipeta volumétrica. Aos erlenmeyers do sistema controle, apenas a
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suspensdo de células foi adicionada. Em seguida, foi realizada a seguinte seqliéncia para a
preparagéo dos sistemas de fermentagfo: num sistema, foram adicionados 10 mL de meio
de melago, em concentracdo final de agiicar redutor total por litro (ART/L) entre 200 a 300
g- O sistema foi tampado com um septo com uma agulha cirtrgica e, imediatamente,
submetido a primeira pesagem. A adi¢io do melago ¢ a pesagem dos sistemas seguintes
foram feitos a intervalos de 1 minuto. Para cada ensaio, um sistema controle foi preparado
com a mesma quantidade de células e melago, sem a adicfio de crisotila. Os erlenmeyers
foram colocados numa encubadora orbital a 200 rpm e 32°C. A tempo regulares, os
sisteras foram retirados da encubadora para a pesagem, que foi realizada com intervalos de
1 minuto, para garantir 0 mesmo tempo de fermentagdio em cada um dos sistemas
montados. A atividade celular foi obtida de forma indireta, por gravimetria, a intervalos de
30 minutos durante as primeiras 5 horas de fermentagfio e a intervalos maiores até
completar, aproximadamente, 24 horas.

A Tabela IV mostra a quantidade das crisotilas ¢ de ART/L no melago e as
quantidades de ART/L no melago empregadas nestes ensaios.

A massa seca de células foi obtida por gravimetria, apés centrifugar 10 mL da
suspensdo de células, e secar em estufa por 1 dia em torno de 70°C, apés descartar o
sobrenadante.

N

Tabela IV: Quantidades de crisotila e de ART/L no melago, utilizadas nos ensaios de atividade
fermentativa das células de Saccharomyces cerevisiae (cepa FEA 01) em 15 mL de melago, a 200
1pm e 32°C,

crisotila massa de crisotila (g) quantidade de ART/L
jateada 0,15
ativada 0,15 200
argdnio/dgua/lh 0,15
CO,/agua/lh 0,15 300
jateada 0,15¢0,30
ativada 0,15¢0,30
ar/dgua/lh 0,15¢0,30 250
ar/tampZo/1h 0,15¢0,30
CO,/agua/5h 0,15
argbnio/tampio/1h 0,15 250

COy/tampdo/1h 0,15




3.9 - Micrografias Eletronicas de Varredura _

As micrografias foram realizadas no laboratério de microscopia eletronica do
Instituto de Fisica da USP em S#io Paulo, por Flavia Maria Cassiola. Foram verificadas as
crisotilas apds os tratamentos nos reatores ar/tamplio/lh, COy/égua/lh, CO./égua/Sh e
argbnio/agua/lh, e as células de Saccharomyces cerevisiae da cepa FEA 01 suportadas nas
crisotilas, apés fermentacgfio de melago a 250 € 300 g de ART/L.

A preparag#io das amostras de crisotila foi feita com a deposi¢fio de Au, pelo método
de “Sputtering”, antes de serem levadas ao Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL-
JSM-840A.

As células de Saccharomyces cerevisiae suportadas nas crisotilas tratadas nos
reatores CO»/dgua/lh, CO./4gua/Sh e argdnio/égua/lh, apés a fermentaglio de melago na
propor¢iio 1:10 crisotila/células, foram fixadas soluglio de glutaraldeido 2,5% (viv) ¢
pos fixacio em soluglio de OsO4 1:3 (m/m). A seguir, foi feita desidratagfio usando lcool
etilico a 50, 80, 95 ¢ 100% e a secagem foi feita pelo método do ponto critico.
Posteriormente, foi feita a deposigio de'Au, pelo método de “S_putteﬁng” e levadas ao
Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL-JSM-840A.
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4-RESULTADOS

A apresentagfio dos resultados obtidos neste trabalho foi dividida em trés etapas. A
primeira trata da ativago da superficie da crisotila utilizando os reatores de fluxo de gases e
avaliaco da fibrilaglio da crisotila pelo método de adsorgiio de azul de metileno. A segunda
diz respeito 4 adesfio de células de Saccharomyces cerevisiae 4 crisotila tratada e avaliagio da
atividade celular na presenga de crisotila, através de medidas de perda de massa ( produgdo de
CO»), durante a fermentacio de agucares. A terceira diz respeito a Microscopia Eletrénica de
Varredura de amostras de crisotilas e de células suportadas em crisotila.

4.1 - Ativagiio da superficie da crisotila e avaliacfio da fibrilacfio
4.1.1 — Tratamento da crisotila

A montagem dos reatores foi realizada para o tratamento da crisotila apos o
jateamento, visando eliminar as fibras empacotadas ¢ os fragmentos de rocha presentes na
crisotila, que nfio s8o desejéveis na utilizagio deste material como suporte de células, bem
como ativar sua superficie. Atualmente, este processo é realizado através da sonificagéio da
crisotila jateada em solugdo tamp&o de HAc/NaAc 3,3x102 mol./L.13

4.1.1.1 — Ensaios exploratérios para o tratamento de crisotila jateada em reatores de 600
mL, com fluxo de ar

Para avaliar o tratamento da crisotila jateada utilizando reatores contendo dgua
destilada ou solug3o tampdo de HAc/NaAc 3,3x102 mol./L e fluxo de ar, foram realizados
ensaios exploratérios em reatores de 600 mL.

Apds a adigdio da crisotila jateada no reator de 600 mL contendo agua destilada, foi
observado que parte das fibras empacotadas e dos fragmentos de rocha presentes na crisotila
foram depositados na zona morta do reator, enquanto as fibras mais abertas permaneceram
suspensas na zona fluidizada. Foi observada pequena quantidade de fibras abertas na zona
morta do reator.

| Ao utilizar a solugio tampdo de HAc/NaAc 3,3x10 mol/L, em reator de 600 mL com
crisotila jateada, foi observado aspecto mais denso na zona fluidizada, em relagio ao reator
montado com &gua destilada, provavelmente devido a maior abertura das fibras da crisotila.
Na zona morta, foi observada a presenga de fibras empacotadas e fragmentos de rocha, além
de uma quantidade maior de fibras abertas do que no reator montado com dgua destilada,



Resultados 25

semelhantes as fibras que permaneceram em suspensiio na zona fluidizada.

No reator de 600 mL contendo soluglio tampiio de HAc/NaAc 1,0x10° mol/L
apresentando a proporg#o crisotila/meio em torno de 3,3% (m/V), nfo foi observada a
formagéo das zonas fluidizada e morta. As fibras empacotadas e os fragmentos de rocha nso
foram separados das fibras mais abertas como observado nos demais reatores. Nesta
proporgdo, a crisotila parece “gelificar”, formando um bloco tnico de fibras. Com a adigio de
mais solugdo tampéio ao reator, as fibras empacotas e os fragmentos de rocha foram separados
ao se atingir, aproximadamente, a proporgio crisotila/meio em torno de 2,1% (m/V). As
quantidades de crisotila retirada das zonas fluidizada e morta dos reatores de 600 ml. estdio
relacionadas na tabela V.

Tabela V: Quantidade de crisotila retirada das zonas fluidizada e morta dos reatores de 600 mL com

agua destilada ou solugio tampdo de HAc/NaAc com fluxo de ar, apds processo de tratamento,
filtrag8o e secagem em estufa,

Reator Meio Massa inicial de = Massa da zona Massa da zona
crisotila (g) fluidizada ( g ) morta {( g )
1* ar/agua/ lh 15,0 12,7+ 0,6 (85%) 2,1 +0,6 (14%)
2 ar / tamp#io / 1h° 15,0 13,1 (87%) 1,8 (12%)
3 ar/agua/lh 7.5 6.4 (85%) 0,9 (12%)
4 ar /tampdo / 1h° 7.5 6.7 (89%) 0,7 (9%)

*. experimento realizado em duplicatas
b, solugio tamp#io a 3,3x10° mol/L
°. solug#o tampéo a 1,0x10” mol/L

Os valores apresentados na tabela V mostram que as quantidades de material retirados
das zonas fluidizada e morta dos reatores sfio muito semelhantes, mesmo utilizando meios
diferentes, agua destilada e solugéio tamp#o; ou de massas de crisotila jateada iniciais distintas,
15,0 € 7,5 g. Este processo se mostrou eficiente na separag¢io do po de rocha de fibra.

4.1.1.2 - Tratamento de crisotila jateada em reatores de 2 L com fluxo de ar, CO, e
argonio

Uma vez observada a eficiéncia do tratamento da crisotila com fluxo de gas, foram
' montados reatores de 2 L com agua destilada ou com solug#o a fim de aumentar a quantidade
de crisotila jéteada a ser tratada num dnico ensaio. A influéncia de diferentes gases e tempos
de contato no tratamento da crisotila nos reatores também foi avaliada. O gas CO; foi

escolhido por ser um dos produtos formados durante o processo de fermentagiio de agucares
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por células de Sacchardnwces cerevisiae, e 0 argbnio por ser um gas inerte, que possibilitaria
avaliar alteragles provocadas por possiveis reagdes quimicas entre o CO, ¢ a superficie da
crisotila.

As quantidades de crisotila retiradas das zonas fluidizada e morta dos reatores de 2 L,
apos o tratamento estéio relacionadas na tabela VL

Tabela VE: Quantidade de crisotila retirada das zonas fluidizada ¢ morta dos reatores de 2 L, com

fluxo de ar, argénio ¢ CO,, ap6s processo de tratamento, filtrag#o ¢ secagem em estufa. Massa inicial
de crisotila=20 g.

N2 do reator Reator Massa da zona Massa da zona
fluidizada ( g) morta ( g)
5 ar/4gua/1h 15,1 (76%) 4,2 (21%)
6 ar /tampdo / 1h 15,0 (75%) 4.4 (22%)
7 ar / 4gua / Sh 12,4 (62%) 7.2 (36%)
8 ar / tampéo / 5h 14,5 (73%) 4.9 (25%)
9 CO,/é4gua/ 1h 12,6 (63%) 4,5 (23%)
10 CO, / tamp&o / 1h 13,3 (67%) 6.2 (31%)
11 CO,/ 4gua/5h 10,5 (53%)" 5,8 (29%)
12 CO, / tampéo / 5h 14,3 (72%) 5,0 (25%)
13 argénio / 4gua / 1h 15,0 (75%) 4.5 (23%)
14 argdnio / tampdo / 1h 15,0 (75%) 4,3 (22%)
15 argbnio / 4gua / S5h 13,9 (70%) 5,6 (28%)
16 argﬁnio / tamp3o / 5h 14,4 (72%) 4.9 (25%)
expenmentos Gnicos
. perda de massa

Os valores apresentados na tabela VI mostram que as quantidades de material retirados
das zonas morta e fluidizada dos reatores ndo variam muito, mesmo com o uso de diferentes
gases e tempos de fluxo, exceto para o reator ar/agua/Sh. Quando comparada aos reatores de
600mL, a quantidade de material retirado da zona morta dos reatores de 2L foi maior.

4.1.1.3 - Medidas de pH dos meios utilizados nos reatores de dgua destilada e de solugfio
tampéfio com fluxo de ar, CO; e argbnio e na auséncia de aeraciio

O pH dos meios foi medido para verificar possiveis mudangas de pH durante o
processo de tratamento da crisotila nos diferentes sistemas montados. Estas alteracSes
poderiam acarretar em mudangas das propriedades superficiais da crisotila.

Nas montagens de todos os reatores e do sistema sem aeragfio, descritos em 3.4.1 ¢
3.4.2, o pH inicial da 4gua destilada foi igual a 5.5; e das solugBes tampdio de HAc/NaAc foi
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igual a 4,5.

No reator' de 600 mL com égua destilada e fluxo de ar, o pH final do meio foi igual a
8.3. No sistema sem aerag#o foi igual a 8,6. Nos reatores de 2 L com dgua destilada e tempo
de aeragéio de 1 hora,opHﬁnalfoii_guala?,?;eparaosreatoresdechoméguadestiladae
tempo de aeragéio de 5 horas, o pH final foi igual a 8,0. Em todos os reatores contendo solucfio
tampdo de HAc/NaAc, foi observado pH final igual a 5,0; apés 1 e 5 horas de fluxo.

A utilizagfio de diferentes gases nos reatores nfio acarretou em diferengas nos valores
de pH dos meios, ap6s os tratamentos da crisotila.

4.1.2 — Medida da ativacfio da superficie de crisotila tratada

Para avaliar a fibrilizag8o da crisotila jateada ap6s o tratamento nos reatores com fluxo
de gases, foi utilizado 0 método de adsorgo de azul de metileno e o modelo de Langmuir,
originalmente deduzido para gases, descrito por Parizotto,’ em sua dissertagfio de mestrado. A
partir dos valores de adsorglo dos sobrenadantes, medidos por espectroscopia, a 550 nm,
foram calculados a concentragfio da solugfio de azul de metileno, apds atingido o equilibrio
(Ceq), ¢ o nimero de mols de azul de metileno adsorvido por grama de crisotila. As isotermas
de adsorgéio foram construidas a partir dos valores de Ceq contra o nimero de mols adsorvido.
As isotermas linearizadas segundo o modelo de Langmuir foram feitas a partir dos valores de
Ceq dividido pelo nimero de mols adsorvido contra Ceq. De posse do valor calculado com a
inclinagio da reta das isotermas linearizadas, utilizando apenas os pontos anteriores ao
patamar de adsorcdo, foi possivel calcular o valor do niimero de mols de azul de metileno
adsorvidos por grama de crisotila (V), para a crisotila jateada e para as crisotilas retiradas das
zonas fluidizadas dos reatores de batelada montados.

4.1.2.1 - Isotermas de adsorcfio de azul de metileno sobre crisotila jateada

Para fins comparativos, foi calculado o ndmero de mols de azul de metileno adsorvidos
sobre a superficie da crisotila jateada, empregando o método de adsorciio de azul de metileno e
0 modelo de Langmuir (Figura 5), como descrito em 4.1.2. O valor calculado de V, para a
crisotila jateada, a partir das isotermas 1 e 2, foi de 2,2¢2,1x10% molg, respectivamente. Os
pontos referentes a0 maior valor de Ceq apresentaram valores abaixo do esperado devido a
problemas de dilui¢io durante a preparagio da amostra para leitura no espectrofotdmetro.
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Figura 5: Isotermas de adsor¢dio de azul de metileno sobre crisotila jateada e isotermas linearizadas
segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgfio = 10 h, massa de crisotila=0,50 g, V=50,0mL, T
= 25°C. Experimento realizado em duplicatas.

4.1.2.2 - Isotermas de adsorcfio de azul de metileno sobre crisotila retirada das zonas
fluidizadas dos reatores de 600 mL e2 L

Para avaliar a ativag8o da superficie da crisotila retirada da zona ﬂuldlzada de cada um
dos reatores, foi empregado o método de adsorgio de azul de metileno e o modelo de
Langmuir (Figuras 6 ¢ 7), como descrito em 4.1.2. Os valores de V,,, que foram calculados
apenas com os valores de adsorgio que se encontravam abaixo do patamar da isoterma, estdo
relacionados na tabela VII.

Tabela VII: Nimero de mols de azul de metileno adsorvidos por grama de crisotila (V,,) para as
crisotilas retiradas das zonas fluidizadas dos reatores de 600 ml. Célculo usando o modelo de
Langmuir, a partir dos dados das Figuras 4 ¢ 5.

N2 do reator Reator a(10°g/mol) Vm (10 °mol/g)
3 ar/agua/ ih 52 1,9
4 ar / tampdio / 1" 58 17
7.5 1,3
33 30

". soluglo tamp#o a 1,0x10™ mol/L

Como observado na tabela VII, os valores de Vi, calculados para as crisotilas retiradas
das zonas fluidizadas dos reatores de 600 mL, apresentam valores préximos ao calculado para -
a crisotila jateada. A diferenga no valor de V,, calculado para a crisotila tratada no reator 4, se
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deve a pouca quantidade da crisotila (0,05 g) em relag@o ao volume de solucfio de azul de
metileno utilizado (10,0 mL).
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Figura 6: Isoterma de adsorgdo de azul de metileno sobre crisotila do reator de 600 mL com Agua
destilada e fluxo de ar; e isoterma lincarizada segurdo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgéio = 10
“h, massa de crisotila = 0,50 g, V = 50,0 mL, T = 25°C. Experimento tmico.
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Figura 7: Isotermas de adsorglio de azul de metileno sobre crisotila do reator de 600 mL com solugéio
tampiio e fluxo de ar; e isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgo = 10 -
h, massa de crisotila = 0,05 g, V = 10,0 mL, T = 25°C. Experimento realizado em triplicatas.
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Para avaliar a ativagfio da superficie da crisotila retirada da zona fluidizada de cada um
dos reatores de 2 L, foi novamente empregado o método de adsorgiio de azul de metileno ¢ o
modelo de Langmuir (Figuras 8 a 19), como descrito em 4.1.2. Os valores de V,, calculados
pare as crisotilas dos reatores de 2 L estfio relacionados na tabela VIIL. Alguns pontos
referentes ao maior valor de Ceq apresentaram valores abaixo do esperado devido a problemas
de diluig8o durante a preparagéio da amostra para leitura no espectrofotémetro.

Tabela VIII: Nimero de mols de azul de metileno adsorvidos por grama de crisotila (V) para as
crisotilas retiradas das zonas fluidizadas dos reatores de 2 L. Célculo usando o modelo de Langmuir, a
partir dos dados das Figuras 6 a 17. Duplicatas.

N2 do reator Reator @ (10° g/mol) __ Va (10°° mol/g)

5 ar/agua/1h 4,2 24
4,1 2,5

6 ar / tampéo / 1h 3,9 2,6
42 2.4

7 ar/ dgua / 5h 3,6 2,8
35 29

8 ar / tamp#o / Sh 3,7 2,7
i 4,9 2,0

9 CO,/4gua/ 1h 3,1 32
35 29

10 CO; / tampdio / 1h 3,7 2,7
42 24

11 CO. / 4gua/5h 3,1 3,1
3,2 3,1

12 CO, / tampéo / 5h 3,7 2,7
3,8 2,6

13 argbnio / agua / 1h 3,8 2,7
3,8 2,7

14 argbnio / tampiio / 1h 4,0 25
4,6 2,2

15 argbnio / 4gua / 5h 34 29
3,6 2,8

16 argbnio / tampéo / 5h 42 24
4,0 2,5

Como observado na tabela VIII, em média, todos os valores de Vy, calculados para as
crisotilas retiradas das zonas fluidizadas dos reatores sdo maiores do que o valor calculado
para a crisotila jateada. Isto indica um aumento na 4rea superficial da crisotila jateada apds
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: _' tratamento nos reatores de 2 L com fluxo de ar, CO, e argénio. O maior valor de Vp, foi
observado nas crisotilas retiradas dos reatores CO,/4gua/1h ¢ CO/4gua/Sh
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Figura 8: Isotermas de adsor¢fio de azul de metileno sobre crisotila do reator ar/dgua/lh e isotermas
linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgfio = 10 h, massa de crisotila= 0,50 g, V =
50,0 mL, T =25°C. Experimento realizado em duplicatas. -
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Figura 9: Isotermas de adsorgéio de azul de metileno sobre crisotila do reator ar/tampéio/1h e isotermas
linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsor¢io = 10 h, massa de crisotila=0,50 g, V=
-50,0 mL, T =25°C. Experimento realizado em duplicatas. ;



—- Resultados 32

3.2+ 40
3,04 + 35

= 28 B o q o .

26 30+ +

2 +| =

. 2,41 Ezs- =}

2 22 20-

0'2,0- m E d-

- < 154

1,84 g

161 10- +°
1,44 A

1,24 °] #

E ™ O isoterma od ® O soterma linearizads 1
101 8- + _isolerma 2 ) + _iscterma linearizada 2
0|8 T v T ¥ L] v T M U r L M T ¥ T v -5 T T ¥ T T 1] Al Ll v ¥ v L] ¥ Ll v

C 10 20 30 40 50 60 76 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Ceq (10" mol/L) Ceq {10 *mol/L)

Figura 10: Isoterma de adsorgdo de azul de metileno sobre crisotila do reator ar/dgua/Sh e isotermas
linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgdo = 10 h, massade crisotila=0,50 g, V=
50,0 mL, T =25°C. Experimento realizado em duplicatas.
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Figura 11: Isotermas de adsorgfio de azul de metileno sobre crisotila do reator ar/tamp#o/Sh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorg#io = 10 h, massa de crisotila =
0,50 g, V = 50,0 mL, T = 25°C. Experimento realizado em duplicatas.
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Figura 12: Isotermas de adsor¢do de azul de metileno sobre crisotila do reator COu/édgua/lh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsor¢éio = 10 h, massa de crisotila =

0,50 g, V=50,0 mL, T = 25°C.
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Figura 13: Isotermas de adsorgdio de azul de metileno sobre crisotila do reator COy/tampéo/ih e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgdio = 10 h, massa de crisotila =
0,50 g, V=150,0 mL, T=25°C.
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Figura 14: Isotermas de adsorgdo de azul de metileno sobre crisotila do reator CO./4gua/Sh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgdo = 10 h, massa de crisotila =
0,50 g, V=50,0 mL, T =25°C.
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Figura 15: Isotermas de adsorglio de azul de metileno sobre crisotila do reator COy/tampio/Sh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Ternpo de adsorgdo = 10 h, massa de crisotila = .
0,50 g, V= 50,0 mL, T =25°C.
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Figura 16: Isotermas de adsor¢do de azul de metileno sobre crisotila do reator argdmio/agua/lh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsor¢dio = 10 h, massa de crisotila =

0,50 g, V= 50,0 mL, T = 25°C.
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Figura 17: Isotermas de adsor¢éio de azul de metileno sobre crisotila do reator argdnio/tampio/lh e
1sotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgdo = 10 h, massa de crisotila =

0,50 g, V=50,0mL, T =25°C.
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Figura 18: Isotermas de adsorgdo de azul de metileno sobre crisotila do reator argénio/agua/Sh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsorgiio = 10 h, massa de crisotila =

0,50 g, V=50,0 mL, T = 25°C.
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Figura 19: Isotermas de adsorgdo de azul de metileno sobre crisotila do reator argdnio/tampdo/Sh e
isotermas linearizadas segundo modelo de Langmuir. Tempo de adsor¢do = 10 h, massa de crisotila =

0,50 g, V=350,0mL, T=25°C.
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4.2 — Adesiio de células e avaliagfio da atividade celular na presenca de crisotila
4.2.1 - Adesiio de fermento de piio sobre crisotila

Este experimento foi realizado para se determinar a quantidade de fermento de péo
capaz de aderir sobre as crisotilas. Os imimeros resultados obtidos por este grupo sobre a

adesdo de fermento de péo sobre crisotilas mostram que a quantidade aderida pode variar de
um lote de fermento para outro.

4.2.1.1 - Adesiio de fermento seco de pfio e fermento seco instantdneo de pdo sobre
crisotila jateada e ativada

Este experimento foi realizado para se determinar a quantidade de fermento seco de

pdo e fermento seco instantdneo de pdo capaz de aderir sobre a crisotila jateada e a crisotila
ativada por ultra-som.

Tabela IX: Valores de massa seca de fermento de pdo aderido por grama de crisotila Jjateada e ativada.
Ensaios realizados em quintuplicatas.

Crisotila Valor médio da relagio Tempo de
Mfermento/Merisotita ( g/ ) contato
jateada® 0,33 £0,03 1k
ativada® 0,58 £0,21 1h
ativada® 0,47 10,14 2h
ativada” 0,30 +0,05 2h20min

resultado obtido com a utilizagfio de fermento seco de pdo
®. resultado obtido com a utilizagio de fermento seco instantineo de pio

Os valores apresentados na tabela IX mostram que o fermento seco de pdo adere sobre
crisotila ativada em maior quantidade se comparado a crisotila jateada. Os resultados de
adesdo utilizando fermento seco instantdneo de pdio mostram menor quantidade de fermento
aderido sobre crisotila ativada.

Durante o tempo de contato, grande parte do fermento seco instantineo de pio
permaneceu suspenso em agua. Dados do fabricante indicam a adigdo de um “agente de

dissolucdo™ as células de Saccharomyces cerevisiae, 0 qual pode estar atuando como agente de
disperséio neste sistema.
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4.2.1.2 - Adeséio de fermento de péo sobre as crisotilas retiradas das zonas fluidizadas
dos reatores

Este experimento foi realizado para se determinar a quantidade de fermento seco de
péo aderido sobre as crisotilas retiradas das zonas fluidizadas dos reatores de 600 mL e de 2L,
a fim de comparar aos valores obtidos de adesdio sobre as crisotilas jateada e ativada. As
Tabelas X e XI apresentam os valores de adesdio de fermento de pdo sobre as crisotilas
retiradas das zonas fluidizadas dos reatores de 600 mL e de 2 L, respectivamente.

Tabela X: Massa seca de fermento de pfio aderido por grama de crisotila retirada das zonas fluidizadas
dos reatores de 600 mL. Experimentos realizados em quintuplicatas.

Crisotila utilizada Valor médio da relago Tempo de
Mferrpento/Merisoris (/g) _ contato (h)
ar/agua/lh 0,62 £ 0,07 1
ar / tampdo / 1h" 0,47 +0,08 1
ar/4gua/ 1h 0,49 + 0,09 6
ar / tampéio / 1h' 0,63 £ 0,07 6

", solugio tampdo a 1,0 x 10° mol/L

Os valores apresentados na tabela X mostram que a quantidade de fermento de péo
aderido sobre as crisotilas retiradas das zonas fluidizadas de todos os reatores so maiores do
que a adesdo observada sobre a crisotila jateada. Os maiores valores sdo apresentados pelas
crisotilas retiradas dos reatores montados com agua destilada ¢ 1 hora de contato com as
células e, para as crisotilas retiradas dos reatores montados com solugéio tampio de HAc/NaAc
107 mol/L e 6 horas de contato com as células, onde se observa um aumento de 100% na
quantidade de fermento aderido, em relag8o 4 crisotila jateada.
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Tabela X): Valores de massa seca de fermento de p#o aderido por grama de crisotila retirada dos

reatores de 2L, com 4gua destilada e solugéo
e argbnio. Ensaios realizados em quintuplicatas.

tampéo HAc/NaAc 3,3x10? mol/L com fluxo de ar, CO,

Reator Crisotila Valor médio da relagio ~ Tempo de
Mfermento /Merisotita (Z/ g )  contato (h)
5 ar/ dgua/ 1h 0,44 + 0,05 2
6 ar / tampdo / 1h 0,51+0,08 2
7 ar/ dgua/ Sh 0,56 £0,10 2
8 ar / tampéo / Sh 0,56 + 0,08 1
9 CO,/4gua/ th 0,46 + 0,09 2
10 CO, /tampdo / th 0,39 £ 0,07 2
11 CO,/4agua/ 5h 0,50+£0,17 1
12 CO, / tampdo / 5h 0,51 +0,08 1
13 argbnio / 4gua/ 1h 0,50+0,14 1
14 argonio / tampéo / th 0,45 0,04 i
15 argbnio / agua / 5h 0,58 £0,06 1
16 argbnio / tampéo / Sh 0,46 £ 0,11 1

Os valores apresentados na tabela XI mostram que a quantidade de fermento de péo
aderido por grama de crisotila retirada das zonas fluidizadas de todos os reatores é maior do
que a quantidade aderida sobre a crisotila jateada. Os melhores resultados de adesdo sio
observados nas crisotilas dos reatores 7, 8 e 15, que representam um aumento na quantidade
de fermento aderido de até 75%. Em média, a quantidade de fermento aderido sobre crisotila

aumentou em 50%. O menor valor de adesio ¢ observado sobre a crisotila do reator 10.

4.2.2 - Atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae suportada em crisotila

4.2.2.1 - Atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae suportada em crisotila, na
fermentaciio de D-glucose

Este ensaio foi realizado para avaliar a atividade das células de Saccharomyces
cerevisiae suportadas na crisotila retirada da zona fluidizada do reator ar/tampdo/lh e da
crisotila ativada, durante a fermentago de meio de D-glucose enrigquecido a 250 e 300 g/L,
comparé.da ao sistema controle de células livres, sem adigio de crisotila.

| O processo de fermentagio realizado em condigdes anaerdbias consiste na
metabolizacéo da glicose em etanol, podendo ser representada estequiométricamente por: '

CeH;206 — 2 C;HsOH + 2 CO,
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Com a saida do CO, produzido no sistema, ¢ possivel utilizar 0 método gravimétrico
para avaliar a atividade fermentativa das células durante a fermentagiio da D-glucose pela
diminuigio da massa inicial do sistema. A partir dos valores de diferenca de massa, foi
estimada a quantidade de CO; produzida em fung&o do tempo, durante a fermentagiio.

Para avaliar a fermentaglio alcodlica das células, através da produgiio de CO,,
utilizando a crisotila como suporte, foram construidos gréficos a partir dos valores de massa
de CO; produzida em fung#io do tempo, para os sistemas com células imobilizadas em crisotila
e células livres.

As curvas obtidas nos gréficos apresentados nas Figuras 20 e 21, mostram que ambos
sistemas contendo células imobilizadas em crisotila ativada por ultra-som e tratada no reator
ar/tamp@o/1h, aumentaram a velocidade de fermentagiio quando comparados aos sistemas
controles. Os valores calculados da inclinagio das retas para os sistemas com células
imobilizadas em crisotila foram: 0,06; 0,07 ¢ 0,09 para a fermentagfio de meios de D-glucose a
300, 250 e 150 g/L,, respectivamente. Para os sistemas controles foram: 0,05; 0,06 ¢ 0,07. As
velocidades de fermentagfio em todos os sistemas diminuem com o aumento da concentragfo

de D-glucose do meio.

| Na Figura 20, as curvas obtidas nos graficos mostram que ambos sistemas contendo
células imobilizadas em crisotila, ativada por ultra-som e tratada no reator ar/tampéo/1h,
atingiram a producio méxima de CO; em menor tempo, quando comparado ao sistema
contendo células livres. A maior diferenca observada, cerca de 20%, foi apresentada pelos
sistemas contendo células imobilizadas em crisotila, durante a fermentagio do meio de D-
glucose enriquecido a 300 g/L. A produgio de CO, apresentada pelas células suportadas na
crisotila ativada por ultra-som foi a mesma observada para as células suportadas na crisotila
tratada no reator ar/tampdo/1h.

A massa seca inicial de células foi de 10,6 g/L + 0,8 para os ensaios com meio de D-
glucose a 250 e 300 g/L. A massa seca de células ao final da fermentagfio, para os meios
contendo 250 e 300 g/L, foi de 11,8 g/L + 0,2 e de 11,4 g/L * 0,5; respectivamente. Foi
observada a presenga de células livies no meio dos sistemas montados com células
imobilizadas em crisotila ativada por uitra-som e tratada no reator ar/tampéo/1h ao final no
experimento. A massa seca destas células, ao final da fermentacio, foi da ordem de 3 g/L.
Estes ensaios de massa seca foram feitos com membranas de éster de celulose, em duplicatas.
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- Figura 20: Massas médias de CO, (g) produzidas em fungio do tempo de fermentacfio. Sisternas com
0,6 g de células livres ou imobilizadas em 1,0 g de crisotila. 15 mL de meio de fermentagio de D-
glucose enriquecido em concentragdes de 250 ¢ 300 g/L, uréia 3 g/L. ¢ MgSQ, 0,5 g/L com pH =4,5. T
= 30°C. Média de triplicatas de amostra.
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Durante a preparagdo de um dos ensaios, o meio de fermentagio de D-glucose a 300
g/L foi actdentalmente diluido a 150 g/L. Dado o inicio do ensaio, resolvemos manté-lo, uma
vez que esta é a quantidade de ART utilizada nas domas das usinas. Neste caso, também foi
possivel observar que a produgio maxima &e CO; foi atingida em menor tempo, como mostra
a Figura 21. A massa seca inicial de células foi de 11,4 g/L + 0,4; e a massa seca final foi de

12,0 g/ + 0,6, A massa seca foi determinada em membranas de éster de celulose, em
duplicatas.

~ 1,2 FEA 01 - 150 g/L. de glicose
o i
;S 1,0+
g 4
B 0,84
&
ON 0,6'.
O
g 0.41 o ativada
A
§ 0,2_ arltam[?éol 1h
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E 0,0-
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Figura 21: Massas meédias de CO; (g) produzidas em fimgio do tempo de fermentago. Sistemas com
0,6 g de células livres ou imobilizadas em 1,0 g de crisotila. 15 mL de meio de fermentagio de D-

glucose enriquecido em. concentragdo de 150 g/L, uréia 1,5 g/L e MgSO, 0,25 g/l com pH=14,5. T =
30°C. Média de triplicatas de amostra.

4.2.2.2 - Atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae suportada em crisotila, na
fermentacfo d'_e melaco

Este ensaio foi realizado para avaliar a velocidade de produgfo de CO, por células de
Saccharomyces cerevisiae suportadas na propor¢dio 1:0,6 crisotila/células, utilizando meio de
melago.

Para realizar este ensaio como descrito para a fermentagfio de D-glucose em meio
estéril, seria necessério esterilizar o meio de melago. Entretanto, o processo de esterilizagio
provoca a precipitagio de “impurezas”, que altera sua composicdo inicial. Como ndo
estdvamos interessados em utilizar um meio de melago modificado nos ensaios de atividade
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fermentativa, e ao considerar que um ensaio realizado em condi¢des ndo-estéreis deveria levar
menos de 24 horas para atingir a produgio méxima de CO,, decidimos diminuir o volume de
meio de melago para 10% em relagfio 4 massa de células utilizada. Dessa forma, seria possivel
minimizar o problema de competi¢o de outros microrganismos com a levedura. No entanto,
as curvas obtidas no grafico apresentado na Figura 22, mostram que a velocidade fermentagio

foi 2 mesma nos trés sistemas.

1,0
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fus ]
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3 o6-
e
[=
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3 {

g .
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g A jateada
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0,0 -
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Figura 22: Massas médias de CO, (g) produzidas em fungfio do tempo de fermentagio. Sistemas com
0,6 g de células livres ou imobilizadas em 1,0 g de crisotila, utilizando 7 mL de melago a 250g de
ART/L, pH =4,5. T = 30°C. Média de duplicatas de amostra,

Entretanto, ao analisar os valores de massa de CO, produzida nas 4 primeiras horas de
fermentacfio, foram observados aumentos de 26 ¢ 18% na velocidade de produgdo de CO,,
respectivamente, para as células suportadas na crisotila ativada por ultra-som e na crisotila
jateada, em relagdo as células livres, como mostra a Figura 23.

’ O processo de ativago da superficie da crisotila faz com que as células suportadas em
crisotila ativada por ultra-som produzam mais CO,, quando comparadas as células supo

em crisotila jateada e ao sistema controle, que apresenta células livres.
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Figura 23: Massa de CO; relativa produzida em relag8o ao sistema controle, durante a fermentagéio de
7 mL de melago a 250g de ART/L, utilizando 0,6 g de células em 1,0 g de crisotila ativada e crisotila
jateada, T = 30°C e pH = 4,5. Ensaios realizados em duplicatas.

423 - Atividade fermentativa de Saccharamyées cerevisiae usando crisotila como
acelerador na fermentaciio de melaco

| As proporges de células/crisotila e de melago utilizadas foram preparadas de acordo
com os ensaios exploratorios realizados por Mauricio Rigo em sua Dissertagiio de Mestrado.

Este ensaio foi realizado para se avaliar a velocidade de produgdio de CO; por células
- de Saccharomyces cerevisiae, utilizando a crisotila como aditivo no processo de fermentagéo
de melago, visando a produgfo de etanol em sistema de batelada, em valor superior a utilizada
nas dornas das usinas, entre 150 ¢ 180 g/L. de ART.

4.2.3.1 — Fermentacfio de melaco por células de Saccharomyces cerevisiae, utilizando
crisotila como acelerador nas proporcdes 1:10 e 1:5 crisotila/células

Este ensaio foi realizado para avaliar a atividade fermentativa das células livres de
Saccharomyces cerevisiae, durante a fermentagiio de melago, utilizando as crisotilas retiradas
das zonas fluidizadas dos reatores, comparado-os aos sistemas utilizando crisotila ativada por
ultra-som e ao sistema controle, sem adigdo de crisotila. A utilizaglio de um sistema controle a
cada novo ensaio ¢ fundamental em sistemas que utilizam células. Alteragdes nas condigdes
neceséérias para o crescimento das células, bem como a forma de inoculagiio no meio, podem

ocasionar alterag8es significativas no metabolismo celular.
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- A partir da inclinagio das retas dos sistemas montados em presenga de crisotila € nos
sistemas controles (Figuras 24 ¢ 25), foram calculadas as velocidades iniciais de fermentagiio
de 30 a 120 minutos. Os valores calculados estdo listados na tabela XI1.

Os valores de massa seca inicial de células para cada ensaio foram obtidos a partir de
um volume conhecido da suspensfio de células, apés a secagem em estufa a vdcuo. Estes
valores estfo listados na tabela XII.

(a) {b)
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Figura 24: Massa de CO, produzida por massa de CO, tedrica em porcentagem durante a fermentagéo
de melago dilnido em presenca de crisotila, com 10% (m/Vine) de células de Saccharomyces cerevisiae
(base mida) ¢ 15 mL de melago a 250 g/L.. Agitagio de 200 rpm, T = 32 °C, pH = 4,5, meio ndo
estéril, (a) 1:10 de crisotila tratada em soluglio tamp&o com fluxo de CO; por 1 hora ¢ crisotila ativada,
triplicatas de amostras. (b) 1:10 de crisotila tratada em solugfio tampéo com fluxo de ar e de argbnio
durante 1 hora, duplicatas de amostras.
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Figura 25: Massa de CO, produzida por massa de CO, te6rica em porcentagem durante a fermentagéo
de melago diluido em presenca de crisotila, com 10% (/V5na1) de células de Saccharomyces cerevisiae
(base umida) e 15 mL de melago a 250 g/L. Agitagiio de 200 rpm, T = 32 °C, pH = 4,5, meio nfio
estéril, com 1:5 de crisotila ativada e crisotila tratada em solucfio tampfo com fluxo de ar por 1 hora,
triplicatas de amostras.

Tabela XII; Velocidades iniciais de fermentacgdo, de 30 a 120 minutos, para os sistemas contendo
‘ctisotila e sistemas controle, na fermentagfio de melago a 250 g/L, e massa seca de células iniciais para
cada ensaio.

Crisotila tratada Velocidade inicial de Massa seca inicial
fermentaclio (% de CO, /h)  de células ( g/L)
COy/tampiio/1h (1:10) 16,7 ' '
ativada (1:10) 16,7 273
sistema controle 16,0
_ ar/tampé#io/1h (1:10) 17,9
- argdnio/tamp#o/1h (1:10) 17,8 289
sistema controle 16,7
ativada (1:5) 19.4
ar/tampdo/1h (1:5) 19,3 28,7
sistema controle 18,6

Apesar da adigéio de crisotila, as velocidades iniciais de fermentagiio destes sistemas
apregentam valores préximos dos sistemas controle. Estes resultados diferem do apresentado
por Fr'o::goxslesi:8 aumento da atividade metabdlica ¢ do consumo final de glicose, em meio -
estéril, quando se utiliza células imobilizadas sobre crisotila. E preciso ressaltar que o sistema
montado neste trabalho apresenta grande quantidade de células livres e utiliza meio nfo
esterilizado de melago no processo de fermentacfo.
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Entretanto, ao analisar os valores de massa de CO, produzida, foram observados
aumentos de até 32% na velocidade de produglio de CO, nos primeiros 30 minutos de
fermentac#io em todos os sistemas contendo crisotila (Figuras 26 e 27).
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Figura 26: Massa de CO; relativa produzida em relag3o ao sistema controle durante a fermentacio de
15 mL de melago (250g de ART/L) em presenga de crisotila na proporgic de 1:10 crisotila/células,

‘ntilizando crisotila ativada por ultra-som e crisotilas tratadas em solug#io tamp#o com fluxo de CO,
(triplicatas) ar ¢ argbnio (duplicatas) por 1 hora.

Nativada Cor/tampdio/ 1h

| il
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Figura 27: Massa de CO; relativa produzida em relago ao sistema controle durante a fermentacdo de

15 mL de melago (250g de ART/L) em presenca de crisotila na proporgiio de 1:5 crisotila/células,
uuhzandomsotﬂau'atadaemsolu{;iommpﬁocomﬂuxodecozporlhoraecnsoulaatlvada_ Ensaios -
realizados em triplicatas.
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- Estes resultados mostraram que a adi¢fio de crisotila em quantidade menor do que a
necessdria para a crisotila ser utilizada como suporte de células, também faz com que as
células aumentem a velocidade de produgéio de CO., se comparadas ao sistema controle, sem a
adicio de crisotila. Os resultados obtidos ao se utilizar a crisotila tratada nos reatores
mostraram-se semelhantes ao obtido com a utilizag8o da crisotila ativada por ultra-som.

4.3 — Microscopia Eletrdnica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura foi realizada para observar as alteragdes
provocadas na crisotila 5R recebida da mina ap6s os processos de jateamento e tratamento nos
reatores de gases; bem como verificar a presenga € o acomodamento de células de
Saccharomyces cerevisiae nas crisotilas tratadas nos reatores de gases apds a fermentagéio de
melaco.

4.3.1 ~ Microscopia Eletronica de Varredura das crisotilas SR tal como recebida da mina
¢ apds tratamento

A Figura 28 mostra a crisotila 5R tal como recebida da mina. Na Figura 28a, foi
observada a presenca de grande quantidade de fragmentos (material que denominamos pé) de
diversos tamanhos e formas incorporados as fibras e fibrilas da crisotila. Na Figura 28b, foi
observada uma fibra da crisotila SR parcialmente aberta em maior aumento, recoberta por po.
Apesar da parcial abertura, os feixes e fibrilas da crisotila apresentam-se bem empacotados.

O processo de jateamento da crisotila SR remove o po incorporado as fibras e fibrilas,
como mostra a Figura 29a. Foi observado que os feixes da crisotila jateada apresentam-se
empacotados, com fibrilas um pouco mais abertas, principalmente nas extremidades. A Figura
29b mostra a crisotila tratada no reator CO,/dgua/5h. Foi observada maior quantidade de
fibrilas abertas apds o tratamento da crisotila no reator. Os feixes mostraram-se menos |
empacotados, com fibrilas bem abertas nas extremidades. Isto justifica o aumento de 50% na
adsorg3o de azul de metileno sobre a crisotila tratada no reator CO»/dgua/5h, Vi = 3,0 x 10
mol/g (Tabela VII) ¢ resultado do aumento da 4rea superficial da crisotila apés o tratamento
no reator.

As Figuras 30a e 30b mostram as crisotilas tratadas nos reatores CO.fdgua/lh e
ar/tampdio/1h, respectivamente. Os feixes e fibrilas da crisotila tratada no reator ar/tampéio/1h
apresentam-se um pouco menos fibriladas do que as tmtadas nos reatores CO»/agua/lh e
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CO,/agua/Sh. Este resultado esté de acordo com o obtido para a adsorgfio de azul de metileno,
Vi = 2,6 x 10° mol/g (Tabela VII). Foram observadas a presenca de enovelamentos nas
crisotilas tratadas nos reatores CO./4gua/th ¢ COy/dgua/Sh, ¢ em menor quantidade na
crisotila do reator artampdo/lh. Cassiola™ observou a presenca destes enovelamentos
significativamente nas crisotilas tratadas nos reatores de fluxo de gases e qué a crisotila
ativada por ultra-som nfio apresenta estes enovelamentos. A passagem de CO, por 5 horas
parece nfio aumentar a quantidade de feixes ¢ fibrilas abertas, quando comparadas a crisotila
tratada no reator COy/dgua/lh.

As Figuras 31a, 31b e 3ic mostram as fibrilas das crisotilas tratadas nos reatores
CO./agua/lh, CO,/dgua/5h e ar/tampéio/th em maior aumento. Apesar dos diferentes meios,
gases e tempos de tratamento, as crisotilas dos reatores COu/igua/lh, CO./égua/5h e
ar/tampao/1h apresentam fribrilas muito semelhantes. Foram observadas, fibras com diferentes
graus de fibrilago. Isto pode indicar que a crisotila estd sendo fibrilada da mesma maneira nos
diferentes reatores.

As Figuras 32a ¢ 32b mostram os enovelamentos presentes nas crisotila tratadas nos
~ reatores CO/dgua/1h e CO,/4gua/5h em maior aumento. Os enovelamentos sdo formados por
grande quantidade de fibrilas abertas e enoveladas. A passagem dos gases poderiam estar
formando os enovelamentos mecanicamente, ao enovelar as fibrilas apos a abertura dos feixes;
ou poderiam estar modificando quimicamente a superficie das fibrilas, mantendo-as
enoveladas. Os espectros no infravermelho das fibras de crisotilas tratadas nos reatores que
poderiam indicar modificag8io quimica da superficie das fibrilas foram inconclusivos.

# comunicagdic pessoal
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(b)

Figura 28: Micrografias eletronicas de varredura da crisotila 5R: a) tal como recebida da mina; b) tal
como recebida da mina, em maior aumento.
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Figura 29: Micrografias eletrénicas de varredura da crisotila: a) jateada; b) tratada no reator
CO»/agua/5h.
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Figura 30: Micrografias eletrénicas de varredura da crisotila: a) tratada no reator CO,/agua/1h; b)
tratada no reator ar/tampdo/lh.
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Figura 31: Micrografias eletronicas de varredura da crisotila: a) fratada no reator CO,/4agua/lh; b)
tratada no reator CO,/agua/Sh.
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Figura 31 ¢): Micrografia eletrénica de varredura da crisotila tratada no reator ar/tampao/1h.

§(c)
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(b)

Figura 32: Micrografias eletronicas de varredura da crisotila: a) tratada no reator CO,/agua/lh; b)
tratada no reator CO,/agua/5h.
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4.3.2 ~ Microscopia Eletrénica de Varredura de células de Saccharomyces cerevisiae em
crisotila tratada

Foram observadas amostras de crisotilas tratadas mnos reatores argdnio/dgua/lh,
CO./dgua/Sh e artampdo/1h, utilizadas como suporte de células de Saccharomyces cerevisiae
na fermentacgfio de melago, na proporgdo de 1:10 crisotila/células.

As Figuras 332 e 33b mostram as células nas crisotilas tratadas nos reatores
argénio/dgua/lh e COb/4gua/Sh. O numero de células presentes nestas crisotilas é bastante
semelhante, entretanto, a crisotila tratada no reator ar/tamp#o/1h apresenta células em menor
nimero (as micrografias das células na crisotila tratada no reator artampao/th nio serdo
apresentadas.). Ao considerar o pouco tempo de contato entre as células e a crisotila, cerca de
3 dias e o método de preparagiio da amostra para ser observada por MEV, as células que ndio
se encontravam aderidas a crisotila, foram retiradas, durante as etapas de lavagens nas
solugSes usadas para a fixagfio e desidratago do sistema crisotila/células. A micrografia da
crisotila do reator argbnio/dgua/lh (Figura 33a) apresenta fragmentos que nfio aparecem nas
demais crisotilas; estes fragmentos podem estar relacionados com a maior adicfio de melago
no meio de fermentagéio, para se atingir 300 g de ART/L.

A ades#io das células as crisotilas tratadas nos reatores CO,/4dgua/Sh e argdnio/agua/lh
pode ser observada nas Figuras 34a e 34b. As células apresentam-se aderidas
preferencialmente as fibrilas que estdo recobrindo a superficie da célula. A Figura 34a mostra
células envoltas por fibrilas de crisotila tratada no reator CO»/dgua/5h. O enovelamento nio é
evidente na Figura 34b, que mostra células em crisotila tratada no reator argdnio/dgua/1h. Isto
provavelmente se deve a diferenga no tempo de contato entre as células e o suporte: enquanto
a amostra contendo células e crisotila do CO,/4gua/5h permaneceu por 48 horas em geladeira,
a amostra contendo células e crisotila do argbnio/dgua/lh permaneceu apenas 24 horas.
Cassiola™ observou que o enovelamento depende do tempo de contato necessério para que
ocorra 0 enovelamento das fibrilas de crisotila sobre as células que pode ser de 1 semana a 1
més.

_ Em aspectos gerais, as células de Saccharomyces cerevisiae acomodadas sobre as
fibrilas da crisotila tratada nos reatores de fluxo de gases nfio apresentam diferengas dos
enovelamentos observados entre células de Saccharomyces cerevisiae e fibrilas da crisotila
ativada por ultra-som.®
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Figura 33: Micrografias eletronicas de varredura de células da Cepa FEA 01 imobilizadas em crisotila:
a) tratada no reator argénio/agua/lh, apos fermentagdo de melago a 300 g de ART/L; b) tratada no
reator CO,/agua/5h, apos fermentagdo de melago a 250 g de ART/L.



Resultados P 58

(b)

Figura 34: Micrografias eletronicas de varredura de células da Cepa FEA 01 imobilizadas em crisotila:
a) fratada no reator CO,/agua/5h, apos fermentagdo de melago a 250 g de ART/L; b) tratada no reator
argonio/agua/1h, apos fermentagdo de melago a 300 g de ART/L.
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Homogeneidade da crisotila SR

Os resultados das Tabelas X e XI mostraram que crisotila jateada tratada em
reatores de fluxo de gas apresenta adesdo de fermento de p&o com valores de erro de 18%,
em média. Para a crisotila ativada por ultra-som, a Tabela IX mostra erros entre 17 ¢ 36%,
em experimentos semethantes. Estes erros impedem distinguir entre a crisotila ativada e a
crisotila jateada quanto a capacidade de adeséio de células. Ensaios preliminares, mesmo em
experimentos realizados em quintuplicatas, mostraram erros que variaram entre 20 e 50%.

No jateamento da crisotila SRL, 38% da massa inicial de crisotila passa em peneira
de 250 mesh.'® Este material ¢ constituido por p6 fino, de fibra e de rocha, visto que a
abertura da tela ¢ pequena. Os resultados da Tabela VI mostram que 26% da massa de
crisotila SR jateada, em média, é composta por material empacotado: fragmentos de rocha e
fibras empacotadas, que sdo retirados no tratamento utilizando os reatores. Os tratamentos
de jateamento e fibrilagéo por ultra-som n#o retiram este material.

As fibras empacotadas e os fragmentos de rocha apresentam baixa capacidade de
adesdo. Fregcmesi8 usou crisotila lixiviada, isto €, a silica resultante, em ensaios de adesdo,
observando adesfio de apenas 0,1 g/g (crisotila lixiviada). Por outro lado, todas as
observagdes feitas por microscopia eletronica de varredura mostram que as células aderem

-preferencialmente as fibrilas, e praticamente nunca as fibras empacotadas.

A presenga de material empacotado faz das crisotilas jateada e ativada um suporte
heterogéneo de menor capacidade de adesfio. Os ensaios de ades#io realizados com estas
crisotilas apresentavam valores muito diferentes na quantidade de material suportado, que
impedia a determinacdio da relagBio célula/suporte com maior precisiio. No tratamento da
crisotila jateada nos reatores com fluxo de gis, foi obtido um material mais fibrilado ¢
homogéneo, com maior capacidade de ades#io (cerca de 26% da massa inicial de crisotila
jateada). Os resultados dos ensaios de adesdo foram reprodutiveis, estabelecendo a
proporgéo 0,6 g/g (célula/suporte).
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5.2 - Comparaciio da atividade da crisotila tratada nos reatores com a ativada

As Figuras 20 ¢ 21 mostram que células suportadas em crisotila ativada e tratada no
reator artamp@o/1h aceleram a velocidade de producio de CO,, comparada as células
livres. Uma diferenga de 35% na velocidade inicial de converséio de 150 g/L. de glicose ¢
mostrada na Figura 21. Em meios com 250 e 300 g/L de glicose, foram observados 16% e
27% de aumento (Figura 20). Fregonesi® observou aumento de 25% na velocidade de
produgéio de CO, para o sistema suportado em crisotila ativada de 300 g/L. de D-glucose.
Apesar de todo cuidado na reprodugfio do ensaio, que contou com a ajuda de Fregonesi, a
velocidade de produgdio de CO; ficou abaixo das expectativas. Uma explicacfio para esta
diferenca poderia ser atribuida 4 presenca de células nfio aderidas observadas nos sistemas,
durante os ensaios de adesgo.

A adesdio de células de Saccharomyces cerevisiae em crisotila envolve duas etapas
muito importantes: suspens#o das fibras na presenca das células e a recuperagio do material
suportado por filtragio. Em meio aquoso, as fibras de crisotila entumecem e ficam mais
abertas. Isto ¢ observado, principalmente, na interface crisotila-agua. Agitacio mecénica
aumenta a quantidade de fibras entumecidas; entretanto, por longos periodos, acaba por fia-
las. O choque entre fibras e células ¢ feito com agitagdo vigorosa e pendular com bagueta
de vidro. Células que permanecem em suspensdo n3o aderem a crisotila, que decanta ao
final da agitagdo.

Ensaios posteriores de ades#io da cepa FEA 01 sobre crisotilas ativada por ultra-som
¢ tratada no reator ar/tampdo/1h, realizados apds os ensaios de fermentagfio, mostraram que
80% da massa inicial de células estavam aderidas & crisotila: 0,1956 + 0,0032 g de células
secas (células livres); 0,1493 + 0,0179 g de células secas aderidas em crisotila ativada e
0,1642 + 0,0060 g de células secas aderidas em crisotila do reator ar/tampdo/l1h. Menor
quantidade de células leva a diminui¢io na velocidade de producéio de CO, se comparado a
sistemas com mais células. Mesmo em menor quantidade, o sistema células/crisotila
aumentou a velocidade de produgdio de CO, em relagio as células livres.

- Aretirada do material empacotado da crisotila parece néio modificar a velocidade de
produgéo de CO, nos sistemas de fermentagdo. Isto pode indicar que a quantidade de
células presentes nos sistemas de fermentag@io utilizando crisotila como suporte sdo
semelhantes, durante a etapa de fermentacéo.
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5.3 - Crisotila como aditivo na fermentac#io de melaco

Os resultados apresentados na Tabela XII mostram que, durante a fermentagio de
melago, a velocidade global de fermentagio nfio aumenta com a adi¢do de pequena
quantidade de crisotila em sistemas contendo células livres. Entretanto, ao observar as
Figuras 26 e 27, a velocidade de producdio de CO, aumenta em até 30% nos sisternas
contendo crisotila, quando comparado ao sistema contendo células livres, nos 30 primeiros
minutos de fermentagio.

Dombek ¢ Ingram®® observaram que a adiglio de extrato de levedura, peptona,
MgSO, e MgCl, ao meio de fermentag3o, aumentavam a capacidade fermentativa das
células, enquanto que a adigfio de KH,PO,, (NH,;),SO,, CaCl; e Na,SO, n3o provocava
mudangas em relagdio ao sistema controle. O aumento da capacidade fermentativa das
células com a adigéio das cinzas obtidas na calcinagfio do extrato de levedura e de peptona
ao meio de fermentagfio, indicaram que sais inorginicos eram os responséveis pelo
aumento da atividade das células. A adigfio de 0,5 mM de MgSO, ao meio de fermentagdo
de glicose a 200 g/L, aumentou a velocidade de fermentagio e diminuiu o tempo necessério
para a conversfio de glicose a etanol de 72 para 48 horas, sem perda na produgdo de etanol.
Foi verificado que a massa de células aumentou em 53% apés 18 horas de inoculagéo.

Birch ¢ Walker’® observaram o ntmero de células vidveis de Saccharomyces
cerevisiae 1L-2226, cepa utilizada na produgfio de vinhos, aps a elevagio da temperatura ¢
adicio de etanol durante a fermentagfo. Foram utilizados meios de fermentaciio e de
crescimentos com adi¢io de ions magnésio, em concentracdes de 2 a 20 mM. O etanol ¢
responsavel pelo aumenio da permeabilidade da membrana celular, provocando a perda de
ions do interior da membrana, essenciais aos processos bioquimicos, como 0 magnésio, que
pode resultar na morte das células.”’ Ao dispor de uma quantidade maior de fons magnésio
intra e extra-celular, as células manteriam a integridade estrutural da membrana na presenca
de quantidades de etanol anteriormente no tolerados. Ao se utilizar meio de fermentagfio
com adiglio de 20 mM de MgSQ,, tanto as células crescidas em meio de crescimento
contendo 20 mM de MgSO,, como as células crescidas sem adi¢éio de MgSO, mantiveram
60% de células viaveis apdés 5 horas de fermentaciio (10% de etanol v/v), mantendo este
indice ap6s 24 horas. Ao utilizar meio de fermentagio com adig@io de 2 mM de MgSQO,,
menos de 40% das células permaneceram vidveis apds 5 horas, sendo que nenhuma célula
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vidvel foi encontrada apds 24 horas. Estes resultados podem explicar o aumento de
atividade das células observado por Dombek ¢ Ingram.*®

Ao verificar se a presenga de ions magnésio na superficie da crisotila estaria
relacionado com o aumento da velocidade de produgio de CO; por células de
Saccharomyces cerevisiae suportadas em crisotila, Joekes e colaboradores™ realizaram
ensaios de fermentagfio de glicose para avaliar a atividade das células, substituindo a
crisotila por 4gua de crisotila (4gua que permaneceu contato com crisotila) ¢ por
MgSO,. Foram montados sistemas com células livres em meio de fermentacfio contendo
glicose a 300 g/L, com a adiglio de MgSO;, nas concentragdes 10, 102, 10° M; meio com
glicose e dgua de crisotila; além de sistema controle com células suportadas em crisotila ¢
sistemas com células livres ¢ meio com glicose. A velocidade de produciio de CO; nos
sistemas contendo dgua de crisotila e nos sistemas contendo MgSQO, apresentaram valores
proximos aos do sistema controle com células livres. Os sistemas contendo células
suportadas em crisotila apresentaram maior velocidade de produgio de CO,, quando
comparados aos demais sistemas. Desse modo, o aumento da atividade das células quando
suportadas em crisotila nfio estaria diretamente relacionado & presenca de fons magnésio na
crisotila, que diverge do resultado apresentado por Dombek & Ingram *®

A mesma proporgdo de células/suporte empregada neste presente trabalho foi
utilizada por Prakasham e colaboradores®. Os autores adicionaram 1% do que chamaram
de solidos inertes: areia de rio, serragem, farelo de trigo, TiO,, quitina e quitosana, para a
fermentagdio 100 mL de glucose a 150 g/L, com 10% de células de Saccharomyces
cerevisiae NCIM 3204, em erlenmeyer de 100 mL, sem agitagiio. Apdés 60 horas, a
producfio de etanol foi maior nos sistemas contendo sélidos. Em presenca de 1% de
quitosana, a produgfio de etanol aumentou em 40%. Quitina, areia de rio, farelo de trigo ¢
TiO, apresentaram aumento de 28%. Os autores atribuiram o aumento da produgéo de
etanol as caracteristicas fisicas dos sélidos, tais como: maior quantidade de células aderidas
a superficie do sélido e a flotagfio do sélido durante a fermentagdio, que proporcionava
maior distribuicio das células e agitacio do meio de fermentacfio (efeito observado
principalmente com a utilizacdo de quitosana). Este trabalho mostra que a adigfio de‘
pequenas quantidade de material durante a fermentagio aumenta a produgéo de etanol, sem
a necessidade da maioria das células estarem imobilizadas ao suporte.
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Dessa maneira, o aumento da velocidade de produgéio de CO, em sistemas contendo
10% de células e 1% de crisotila, apresentados nas Figuras 26 e 27, pode ser atribuido 4
presenga de ions magnésio na superficie da crisotila, que poderia estar atuando como
acelerador na produgfio de CO,. Os ions magnésio estio envolvidos numa série de
processos fisiolégicos como: crescimento, divisio celular e atividades enziméticas.®® Os
fons magnésio sfio imprescindiveis durante a via glicolitica (via de Embden-Meyerhof-
Parnas) para o metabolismo de pelo menos nove enzimas no catabolismo anaerébico da
glicose.”% Embora Joekes e colaboradores™ tenham comprovado que a presenca de fons
magnésio nio aumentam a atividade das células durante a fermentacio, € preciso salientar
que as células de Saccharomyces cerevisiae utilizadas eram provenientes de fermento de
pdo. As cepas utilizadas para fermento de pdo seriam menos adequadas & produgéio de
etanol do que as células da cepa FEA 01, utilizadas nos ensaios de atividade celular neste
presente trabalho. Em sistemas que apresentam grande quantidade de células livres em
relagfo ao suporte, a imobilizac#io das células pode nfio ser o fator que mais contribui para
o aumento da atividade fermentativa das células.
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6 - CONCLUSOES

1 — A utilizag8o de reatores de batelada com vazio de gis para tratamento de crisotila
promove a ativagéo da superficie da crisotila jateada, além de separar as fibras empacotadas
e os fragmentos de rochas presentes na crisotila.

2 ~ A média de fibras empacotas e fragmentos de rochas retirados da zona morta dos
reatores foi de aproximadamente 30%. Este valor est4 dentro do esperado, visto que 60% de

* p6 de rocha e de fibras presentes na crisotila SR passam por peneira de 10 mesh e, 38%
passam por peneira de 250 mesh.

3 ~ As crisotilas tratadas nos reatores de 2 L apresentaram, em média, valores de V,, de
adsorgfio de azul de metileno maiores do que o valor calculado para a crisotila jateada
(2,2x10° mol/g), indicando que a 4rea superficial das crisotilas aumentam quando
submetidas aos tratamentos nos reatores. Os maiores valores de Vn de adsorgiio de azul de
metileno, 3,1x10° mol/g, em média, foram apresentados pelas crisotilas tratadas nos
reatores CO,/4gua/1h e CO,/dgua/5h.

4 — As células de Saccharomyces cerevisiae suportadas sobre a crisotila tratada no reator
ar/dgua/lh apresentaram aumento de 14% na velocidade de fermentagdo, se comparado aos
sistemas com células livres. O mesmo aumento de 14% foi apresentado pelas células
suportadas em crisotila ativada por ultrassom. A maior diferenca na velocidade de
fermentagio foi observada durante a fermentagiio do meio de D-glucose a 300 g/L.
Fregonesi, em sua dissertagfio de mestrado, observou aumento de 25% na velocidade de

fermentagio de Saccharomyces cerevisiae suportada em crisotila ativada, superiores aos
valores apresentados neste trabalho.

5 — As células de Saccharomyces cerevisiae suportadas na crisotila tratada no reator
ar/tampio/lh, assim como as células suportadas na crisotila ativada por ultrassom,
atingiram 100% da produgio de CO, em torno de 19 horas apos o inicio da fermentagdo,
enquanto os sistemas contendo células livres levaram 24 horas, durante a fermentagio de
meio de D-glucose enriquecido a 150 g/L.
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6 — A velocidade de produgio de CO; pelas células de Saccharomyces cerevisiae aumentou
em 18% com a utilizacSo da cxiéotila jateada como aditivo (1% m/V), nos primeiros 30
minutos de fermentagfio de melago a 250g de ART/L. As crisotilas tratadas nos reatores,
assim como a crisotila ativada por ultrassom, aumentaram a velocidade de produgfio de
CO, em 30%, indicando que as crisotilas tratadas apresentaram-se melhores para a
utilizagio nos processos de fermentagfio, se comparada a crisotila jateada e ao sistema sem
adigfo de crisotila.

7 — Todas as crisotilas tratadas nos reatores apresentaram aumento na quantidade de
fermento de péio aderido, em média, 50% acima do valor observado para crisotila jateada.
Os melhores resultados foram apresentados pelas crisotilas tratadas nos reatores ar/dgua/Sh,
ar/tampdo/Sh e argbnio/dgua/Sh, com um aumento em torno de 75%, mesmo valor
observado para a adesfio de fermento de péo sobre crisotila ativada.
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8 - ANEXO

8.1 - Fermenta¢io de melago por células de Saccharomyces cerevisiae utilizando
- crisotila como acelerador nas proporcdes 1:10 e 1:5 crisotila/células
Este ensaio foi reaiizado'para avaliar a velocidade de produgdo de CO, por células
livres de Saccharomyces cerevisiae, utilizando as crisotilas retiradas das zonas fluidizadas
dos reatores, durante a fermenta¢do de melago, comparado-0s aos sistemas utilizando
crisotila ativada por ultra-som e jateada, e ao sistema controle, sem adi¢#o de crisotila.
A partir da inclinagdo das retas dos sistemas montados em presenga de crisotila ¢
nos sistemas controle, foram calculadas as velocidades iniciais de fermenta¢3o de 30 a 120
minutos. Os valores calculados estiio listados na tabela I-8.
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Figura 1.8.1: Massa de CO; produzida por massa de CO, teérica em porcentagem durante
a fermentagfio de melago diluido em presenga de crisotila, com 10% (m/Vgna) de células de
Saccharomyces cerevisiae (base umida). Agitagio de 200 rpm, T = 32 °C, pH = 4,5, meio
n#o estéril. (a) 15 mL de melago a 200g de ART/L e 1:10 de crisotila ativada e de crisotila
jateada (triplicatas). (b) 15 mL de melago a 300g de ART/L e 1:10 de crisotila tratada em
dgua com fluxo de argbnio e de CO; durante 1 hora (duplicatas).
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Figura 1.8.2: Massa de CO; produzida por massa de CO, tedrica em porcentagem durante
a fermentagfio de 15 mL de melago (250g de ART/L) em presenga de crisotila, com 10 %
(/Vina) de células de Saccharomyces cerevisiae (base imida). Agitaglio de 200 rpm, T =
32 °C, meio ndo estéril, pH = 4,5. Ensaios realizados em triplicatas. (a) 1:10 de crisotila
tratada em 4gua, com fluxo de CO; e ar durante 5 e 1 hora; (b) 1:10 e 1.5 de crisotila
" ativada.

Tabela I-8: Velocidades iniciais de fermentagio, de 30 a 120 minutos, para os sistemas
contendo crisotila e sistemas controle.

crisotila tratada® quantidade inicial de velocidade inicial de
ART nomelago(g/L) fermentacfio (% /h)

ativada 28,0

~ jateada 200 278
sistema controle 26,3
ativada 20,0
ativada (1:5) 250 19,9
sistema controle 18.4
COy/4gua/lh 20,6
ar/agua/lh 250 20,4
sistema controle 19,1
argbnio/dgua/l1h 26,1
CO./4gua/lh 300 26,1
sistema controle 25,6

* proporg3o 1:10 crisotila/células
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Apesar da adigiio de crisotila, as velocidades iniciais de fermentagdo destes sistemas
apresentam valores préximos dos sistemas controles. Estes resultados diferem do
apresentado por Fregonesi:® aumento da atividade metabdlica ¢ do consumo final de
glicose, em meio estéril, quando se utlhza células imobilizadas sobre crisotila. E preciso
ressaltar que o sistema montado neste trabalho, apresenta grande quantidade de células
livres e utiliza meio nfio esterilizado de melago no processo de fermentag#io. Nos sistemas
contendo 250g de ART/L inicial, as velocidades iniciais de fermentag#o nos sistemas com
adi¢io de crisotila tratada em 4gua por fluxo de ar e CO, apresentam valores semelhantes
aos sistemas com adi¢fio de 1:10 e 1:5 de crisotila ativada. No sistema contendo 300g de
ART/L, foi observada que a quantidade méxima de ART consumido ests em torno de 65%
ao final de 25 horas. Nos sistemas contendo 250g de ART/L, a convers3io de ART ¢ de
quase 100%, ap6s 10 horas do inicio da fermentac3o.

Entretanto, ao analisar os valores de massa de CO; produzida, foram observados
aumentos de até 55% na velocidade de produgfio de CO, nos primeiros 30 minutos de
fermentagio em todos os sistemas contendo crisotila. A quantidade de massa de CO,
produzida varia de acordo com a quantidade de ART presente no meio ¢ com a quantidade
e o tipo de crisotila utilizada no sistema.
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Figura 1.8.3: Massa de CO, relativa produzida em relagfio ao sistema controle, durante a
fermentagdio de 15 mL de melago em presenca de crisotila. (a) 200g de ART/L, 1:10 de
crisotilas jateada e ativada (triplicatas); (b) 300g de ART/L, 1:10 de crisotilas tratadas em
agua destilada com fluxo de argénio e CO, por 1 hora (duplicatas).
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Figura 1.8.4: Massa de CO; relativa produzida em relagfio ao sistema controle durante a
fermentacio de 15 mL de melago (250g de ART/L) em presenga de crisotila. (a) 1:10 de
crisotilas tratadas em 4dgua destilada com fluxo CO; ¢ ar por 5 e 1 hora. (b) 1:5 e 1:10 de
crisotila ativada. Ensaios realizados em triplicatas.



