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RESUMO

Objetivou—se, com o presente trabalho, desenvol ver uma
sistemitica de preparacio de indcule celular de concentracic
adequada, estudar a influéncia das condicdes de preparacio de um
Biocatalisador no comportamento do processe de oxidacio do setanol
a &oido acético & testar o seu desempenho na fermentacio continua.

Dentro deste contexio, rezlizou-se experimsntos  envel vendo
cdlulas do género dcetcbacier livres o imobilizadas am géis

-

hidrofilicos 3 base de k-carragena, alginato de =28die & pectina
citrica. Os experimentos foram conduzidos em frascos agitados e em
biorreator de leito fluidizado trifisico nio convencional, de
geometria cilindrico-cdnica.

A eztrutura porosa dos suportes fol caracterizada através da
permeabilidade de leitos constituidos por particulas de gel.

Concluiu-se gue tanto a natureza como a preparacido da matriz
do s=suporte sic muilto imparﬁantes na atividade e desempenhc do
biocatalisador. As variidveiz envelvidas na imckilizacl3o influem
conjuntamente no sucesso da fermentaclic acética, através de
fatores fizsicos, guimicos e biclégicos. Um compromisso entre elas
resultard na otimizaclo do bioccataliszador, cujas condicdes devem
ser seleciocnadas em funglo da bactéria (muito pequena e pouco
resistente & salinidade), asracio (muiteo intensal, produte (muite
dcidod e substrato volitil CetanolDd.

Os experimentos am biorreator demonstiraram uma boa
sztablilidade do biocatalisador e a necessidade do controle

eficiente da evaporacioc do etancl, devido aos elevadeos niveis de

agracico do processo.
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ABSTRACT

In this work, the eifects of biocatalysts preparation
conditions on the behavior of ethanol oxidation process Lo acelic
actid were studied and & cellular inoculum preparation method was
devel oped.

Experimants involwving free and immobilized Adceicbacter cells
in hydrophilic gels containing k-carragesnan, sodium alginate or
citric pectin on their compesition were carried out in shaking
flasks amnd Iin a non-conventional three-phazse fluldized bed
reactor.

The  porous structure of gels wWas evaluatsd by  ithe
permeabllity of beds composed of gel particles,

The kind of support and the matlrix preparation conditions
affect the blocatalyst activity and stability. Due to physicsl,
chemical and biological factors, the wvariables involved in the
immobilization process simultaneocusly affect the succesz of Lthe
acetic fermentation.

The cholce of the immobilization conditions should take into
acecount the bacteria ( being toc small and having low salinity
resistance 2, the aeration demanded ( Ltooe large D, the reaction
product ¢ too acid 3 and the veolatile substrate ¢ sthanocl 2.

The Ltests carried ocut on the bioreactor showed a good
mechanical =atability of biocatalyst and need of an  slthanol
evaporation efficient contrel, due to high aeration levels in the

system.
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- NOMENCLATURA

L — Area da secic transversal do leito

B ~ constante

C - constante

Cr =~ concentraci3o inicial de etanol no meio de cultura, C(mol~lo

<
. f oo : ; -3
Cop -~ concentracio de oxigénio dissolvido, Ckmol ¥ m "D

D -~ conzstante

dp - didmestro da particulza de gel

E - constante

F - constante

G - constante

H - conztante

I - constante

J - conztante

¥ — permeabilidade do leitoc

kLa -~ coeficiente voluméirico de transferéncia de oxigénio

L~ zcomprimento do leito

MF - massa e Acido acético formada por litro de melo de cultura,
CgrlD

mP -~ massa de Gcido acético produzida durante a fermentacio, (g

Na — nUmero de moles de dcido acético

NAO - nimero de moles iniciais de &cido acético

NAP - nimero de meles produzidos de Acido acético

HeE - nimero de moles de etanol

NEQ - nimero de moles iniciais de etanol

n, nimero Ltotal de cdlulas

P - concentragio de &cido acético, (gsll

PMP - peso moelecular do dcido acético

Po - concentracio inicial de icido acético, (g-sld

g — varifo de escoamento do fluido

Qo, — taxa de respiracio especifica, Ckmolxkg ‘células secas¥s D
Tamb - temperatura ambiente

Te - temperatura de extruzio, b

Tg - temperatura de gelificacio, o)

tg - tempo de gelificagic



L

YuI ~ volume de melo de cultura, €12

X = concentracido celular, (g-12

xg - fracio convertida de stanol

Yp/x ~ rendinmenito glcobal de cido acdtico, (g de adc. acéticosufed

Letras CGregas

a — constante

AGS - energia livre d% Gibbs em um estado de referdéncia, (kI molD
AP — gueda de pressio

£z = fraclo do volume do total do reator ocupado pelas particulas
g - taxa de crescimento especificeo, Ch™

B, T taxa especifica de produclo de &dcide acétice, (¢ g ac.

acético % mg ' células secas % ht D
£ — taxa de formacio de produto especifica, (g 4c. acélico =
g ' células »* h™%

& - wviscosidade do fluido
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CAPITULO 1

INTRODUCAQ

Desde oz primdrdiog &a Histdria, o Homem tem utilizado
diverscs matertais como cztalisadores de multas reacbes, O empregs
de pProcessos cataliticos homogéneos ou neterogén=zos,
possibilitande rotas cindticas mais vantajosas que as térmicas,
permite operacdes industriazis mals réipldas, mals seletivas & mais
econdmicas.

Ausim, o estudo doz catalizadores ¢ de seu mecanisme de aclo,
bem como da cinélica das reacdes cataliticas e do projesto de
reatores especificos, & fundamental para o degsenvolvimenio
tecnoldgico da industiria gquimica.

Tendo em vista estes aspectos, pode-se observar gue uma das
notiveis caracteristicas da matéria viva € a sua capacidade no
controle eficiente da cindtica das reacdes gue ocorrem ne interior
de suas células. Este conitrole eficiente ¢ preciso €& devido 2 agio
catalitica de algumas proteinas denominadas enzimas.

Desta forma, o Empr ego de microrganismos Como
biocatalisadores para a obtencio de determinadas substinclias &
bastante visade, uma vezr gue estes seres t&m grande poder de
multiplicagloc e sdo adapliveis a variadas situacdes nutricionais,
modificando seu metabolismo de acorde com o suprimento ou a
caréncia de nutrientes no meio, o que permite uma  ampla
flexibilidade em sua utilizac3o.

Com o objetivo de se reunir as wvantagens do emprege de
células como biocatalisadores, e a facilidade de separacio dos
catalisadores inorganicos utilizados em reactes heterogéneas,
tem-se esltudade meios de se dispor tais microrganismos em uma
forma insoldvel zo substrato, ou seja, imebllizados em um suporte
sélide. Desta maneira, pode-se obter catalisadores de elevada
especificidade aco subsirato e que, ao final do processo reative,
podem ser facilmente separados do produto, simplificando as etapas
de purificagio, com conseglientes vantagens econdmicas.

O Acido acético & de grande imporiincia como insumo na
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indistria guimica, sendo ubtilizado na fabricaclco de varios
produtos de interese comercial, tals como © acetaleo de vinila,
acetate de celulose, anidride acébtico, anldride tereftilico,

dimetiltereftalato, acetato de amdnio & outros. Dele provém os

intermedidrios para a fabricacio de plaésticos, detergentes,
tintas, borrachas, gl ventes, fibras téxtels =3 produtos
farmacéull cos. Além disto, o  Acido acético tem importantes
aplicacSes na inddstria alimenticia, O acidul ante, ) &

conzervacio de alimentos.

A produgdo de Zcido acético a partir de etancl pode ser feita
por via quimica ou bioguimica. No primeiro caso, O pProcessos Sao
cataliticos e podem ser conduzidos em fase liguida ou vapor, sendo
qgue na fase liquida“ estic envolvidas duas etapas basicas, &
producio de acetaldelido e sua posterior oxidacieo a acido acético.
Se conduzida em fase vapor, a producdo de dcido acélico emprega
catalisadores de caridter altamente oxidante, como platina e
palidic, além de temperaturas supsriores a 150°¢C e, apezar das
elevadas conversdes obtidas por passe no reator, hi desvantagens
como perdas por oxidachlo total, presenca de acetaldeido e acetato
de etila como subprodutos, além do elevado custe dos materiails
cataliticos [11.

A rota bioquimica, em comparagioc com a gquimica, oferece
condicdes de operaclo bem mais brandas, como temperaturas em torno
de 30 C, além da rota direta e da elevada seletividade da resacio,
embora os niveis de conversio de etancl por passe no reator sejam
mais baixos e exicsta a necessidade de separacio do acido acético
do melio de fermentacio.

O processos de produclo de Acido acdtico a partir de
liguidos aleccodlicos, por via kiogquimica, =20 conhecidos hi cerca
de dez mil anos. Romanos e Jgregos produziam vinagre a partir de
vinho exposto ao ar. Alé a Idade Média, © wvinagre era produzido
apenas para consume local, passando entio a ser manufaturade
industrialmente em dornas horizontais abertas. Tals processos eram
lentos e caracterizavam-se pelo desenvolvimento de wum filme
bacterianc, que flutuava na superficie do vinho, Ho século XIX,
foram desenvol vidas fermentacdes mais rapldas. Em 1923,

destacou-se © processo que utilizava os chamados geradores. Em
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1949, surgiram oS processos submersos, aperfel coados pela
companhia alemd de H. Frings gue, assim como agqueles envolvendo os
antigos geradores, s3o utilizados até os dias de hoje, devido ao
sabor do produte final [21.

Durante os Oltimos anos, as  vanlagens da uvlilizaclo de
biorreatores contendo oélulas imobilizadas vidvels t1ém  sido
reconhecidas, originandoe uma vasta gama de publicacdes. Diferentes
téecnicas tém sido empregadas para a imobilizacio celular e o uso
de polissacaridess para o envolvimento de microrganismos em géis
nidrofilicos, como o k-carragena, o zazlginato de sbddio e a pectina
citrica, € bastante atrativo, devide 3 simplicidade & rapldez do
métode, bem come a0 balxo custo dos reagentes de imoblilizacio,
favorecendoe sua aplicagcico em larga escala. Em particular para o
delide  acético, ainda sBo poucns os trabalhos  com  células
imobilizadas, o©s gquais tratam da wverificacdc da influé&ncia de
varidveis operacionals em processos continucs & de estudos de
transferéncia e demanda de oxigénio pelas células imobilizadas.

Ezte trabalho insere-se em uma linha de pesquisa voltada para
o estudoe da produclc de &dcido acético a partir de etanol, por
processos fermentativos, utilizando células do género Acetobgactier.
Heste conbtextie, o objetivo geral deste trabalho & estudar a
influéneia de variavels envolwvidas na preparacio do biocatalisador
na produclio de &dcide acédtico, e verificar o seu desempenho na
fermentacioc continua. O t.rabalho envol veu a reazliracio de
experimentos com células do género Acetoboacter nas formas livre e
imobilizada em géis hidrofilicos.

Inicialmente, fol desenveolvida e padronizada uma metodologia
para a preparacico de inbdcule ativo de elevada densidade celular,
que se mostrou fundamental para a imoblilizacBo de células vidvels
e para a repreodutibllidade dos resultados.

Nos experimentos adel c&lul as livres, verificou-se o
comportamente da fermentacl3s acética em batelada com quatro
linhagens de microrganismos, entre as guals selecionou-se a de
mel hores caracteristicas cinéticas. Para esta linhagem,
determinou~se oz efeitos inibidores do etanol e do dcido acético,
estabelecendo—se concentracdes adequadas destes compostos noe melo

de cultura. Em etapas posteriores, foram realizados experimentos
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para verificar os efeitos do cloreto de polissico e do cloreto de
caleclio, utilizados como agentes gelificantes na imobilizacdo das
celul as.

Hos experimentos com célulzs imobllizadas, foram utilizados
suportes a base de k-carragena, alginato de sddio e pecltina
citrica, com duas condicles de conceniracioc inicial de células e
meic de gelificacio. 0 melhores resultados foram cobltidos com o
gel de carragena, com o gual estudou-se a influéncia deo tempo de
gelificagido e das concentracdes de gelificante & de polimero na
matriz do gel. A estrutura porosa dos suporites fol caracterizada
através da permeabilidade de leitos de gé&izs, obtida através do
acompanhamento da varié¢5o da queda de pressio ac longo do tempo,
durante o sscoaments de uma soluclio agquosz de sacarose a 1,58 %,

FPara a realizaclo dos experimentos em biorreator, fol montada
uma instalacio em escala de bancada. As  fermentagdes foram
conduzidas em batelada e em continuo, com células livres e
imobilizadas, verificando-se o desempenho do biocatalisador quanto
4 convers3o do etanol e & estabilidade no processo.

A metodologia ytilizada =3 ol resul tados obtidos =30

apresentados nos capitulos subseglientes.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

Lo longo dos Ultimos anos, multas pesguisas té&m side
desenvol vidas wvisando ao estudo da producio das mals variadas
substincias airavés da utilirzracic de microrganismoes imobilizados
em inUmeros suportes. Entre o trabalhos publicados, selecicnou-se
alguns de forma gque se pudesse abordar os seguintes tépicos @ 1D
aspectos microbiocldgicos & biogquimicos da fermentacio acética; 1id
conceitos bisicos sobre célulaszs  imobilizadas; 11i> fatores
passivels de influenciar o comporitamento de sistemas gue empregam
células acéticas imobilizadas em g&is hidrefilicos; ivD) reatores

para cé&lulas imobilizadas.

&.1. Aspecios Microbioldgicos e Bioguimicoz das Fermentacio

Acélica
2.1.1. GCeneralidades sobre as bactérias acdéticas

A transformacio do etancl a Acido acético através de
bactérias fol inicialmente verificada por Louls Pasteur, sendo
ent%c denominada "fermentacfio acética", e considerada como
caracteristica destes microrganismos [3].

Embora existam muitas bactérias produtoras de acido acético,
apenasz a3 pertencentes aoc grupoe designado de "bactériaz acéticas"
z3o enmpregadas comercialmente.

Zegundo diversos autcres [2, 3, 41, a3 bactérias acéticas
podem ser classificadas nos géneros Gluconcbacter e Acetobacter,
zendo gque o primelirce grupo oxida o etanol somente a delido acédtico,
e © =Zogundo & capaz de, inicialmente, oxidar o etanol a Acido
acético e, posteriormente, em determinadas condicdes, pode oxidar
o &cido acético a diédxide de carbono & Agua.

Estes microrganismos s3o polimorfos, podendo ter forma de
bastdes ou elipses, de dimensfes wvariande de .6 a 0,2 um por 1,0

a 4,C um, no caszo de celulas de Adcetobacter, e de 0,5 a 0.8 um por
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.8 a 4,2 um, no caso de Gluconobaoter, sendo bastante ou
ltevemente curves. Podem ocorrer isolsdamente, em pares ou em
cadeias. Tém motilidade ocu ndo, sendo que os membros do género
Gluconobacter podem ou n3o possuir flagelos polares, enquanto gue
os do génerc dcelobacter podem possuir flagelos peritricos. Estes
microrganismos sioc Gramnegativoes ou Gram-varibdveis, estritamente
aerdblcos e Ltolerantes a dcidos [473.

Segundo Crueger e Crueger [21, az linhagens enpregadas
comercialmente na produclo de dcido scético peritsncem ke espécies
A, wocesil, A pasteurianus, 4. peroxidans & G, oxydans, além de
zuas subsspécies, sendo gque, durante o procssso fermentative, &
comum o desenvolvimento de culturas mistas, particularmente no

caso de processos de superficile.

2.1.2. A bigssintese do dcido acdticoe

A sintese do Adcideo acélico ocorre devido a2 2 oxidacio
incompleta do etanol contido em solucdes aguosas diluidas, em
presenca de oxigénio, de acorde com a egquacio basica que se segus

[4, B1.

C,H OH + O ——s CH _COOH + H_O ¢ AG® = — 4855 KJ/mol D 1>
5

Esta reaclc ocorre em duss etapas. No primneiro passoc, o
etancl & transformado em acetaldsido atraveés da @nzima
dleool ~desidrogenase, ligada ao NAD Cnicotinamida adenina

dinuclectidesd ou ac HNHADP (nicotinamida adenina dinucleotideo
fozforiladod. Tanto o HNAD guanto o HNADP agem como aceplores
intermedl &rios de hidrogénio, sendo formados durante o processo de
respiracio, o© que torna indispensiavel a vwviabilidade celular
durante o processo fermentative. O acetaldeldo formade &, entio,
hidratado e sofre uma nova oxddacio, pela acido da enzima
acetaldeldo—desi drogenase ligada ao NaDP, gue leva & formacio do

dcido acétice. Este mecanismo pode s=ser melhor visualizado na

Figura 1.
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Z ® 3 ATP + HZO

I
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CH CH OH CH COH g s CH CHCOHD T o CH COOH
3z 8 a z 3
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Lretal deldo Aoético
Figura 1 - Mecanismo da oxidacdo do etanol a dcido acético [237.

Azssim, durante a fermentacico acética, uma outra fonte de
carbone, além do etancl, & também oxidada, normalmente a glicose,
e o produtos desta oxidacio 530 energia, diéxido de carbono e
dgua [81,

Ebner e Follmann [8)] observaram gue & owidaclio do elancl a
dcideo acético nic € inteiramente dependente da multiplicacdo
celular e gque, mesmo depolis de cessado o crescimento microbilano,
apds se& alcancar elevadas concentracdes de acido acético no meio
fermentativo, as célulazs =30 ainda capazes de promover esta
oxidacio por um certo pericdo de tempo, ao final do qual ocorre a
morte acelerada dos microrganizmos e o término do  processo
oxidativo., Oz autores sugerem também que a formacio do Acido
acético segue a cinéitica do crescimento celular até conceniracdes
deste dcido no meio fermentativo de cerca de 30 g1, enguanto que
o modelo de cindtica mista € aplicavel na faixa de 30 a 70 g-1.,
onde sua formaclo depende tanto da taxa de crescimento microbiano
coms da concentracio momentines de células.

Diversos model oz matemiticos tém sido propostos para
descrever o crescimento celular e a produgds de Acido acéiico
durante o processo fermentativo.

Mori e Terui [7] avaliaram a cindética da produclo acética,
empregando células de Acetobacter rancens, em cultura submersa, e
sugerem a seguinte expressio para o ajuste dos dades

experimentais, sob a influéncia da inibic¢ic pelo preduto
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&
o= can
1 +BC Pa +CX + DX >*
onde
g — Lawa de crescimento ezpecifico, cn 'o.
@, B, C e D - constantes do sistems, de valores malorez gus a
unidade.
Fo - concentracido inicial de 4dcido acético, (grll.
¥ - concentracdc celular, (gl

Os mesmos aultores sugerem que o efelito da concentrzcio do
Gcido acétice sobre a itaxa de crescimento especificeo obedece a

segulnte relacio

3
—— =F + 6P gcy
I
onde
F e © - constantes do sistemz, de valores maiores gues a unddade.
P ~ concentracio de Acido acético, (g-13.

Estes pesquisadores observaram também qﬁe graficando—se dados
de taxa de crezscimento especifico contra taxa de formagdo cde
produtc especifica, (g3, obiém-se curvas parabdlicas, as quais
podem sSser descritas pela ssguinte equacio, independente da

ocorréncia de inibicic pelo substrato :

o= Hu - J pz 4>
onde H & J sio constantes do sistema, maiores gue a unidade.

Zun = Furusaki [B] observaram que a reacio catalisada por
células livres de Acetocbacter oceti obedece & cindtica de
Michaellis-Menten para rea¢des com um Unico subsirato e, baseados
na relacdo estequiomdirica existente entre a producio do Aclido

acético e o consumo de oxigénio, os aulores sugerem a seguinte

egquacio, para concentracdes de scido acdtico menores gque =23 g-rl

0,028 Cop
Qo_ = ¢85
G,0178 + Cop
onde
Qoz - taxa de respiragic especifica, Ckmcl*kg_icel-geca *z 1D,

Cop = conceniracico de oxigénico dissclvido, Ckmol¥m ).



Caﬁitulo = Revisde da Literatwa — O

Além disteo, sugerem também qgue a relacic entre a taxa de
crescimentc especifico e a concentracSc de subsirato pode ser
expressa na forma de Monod, para concentracdes de 4Acldo acético
menores que 14 g-1.

0,424 Cop

H o= 652
0, 0337 + Caoab

Fara conceniragcdes de Acido acético supsricores a este valor,

oz autores propfSem a seguinte sguacio

0,424 Cob i

0,0357 + Cop 1 + 0. 013 C P - 14 D

Poucos sio os trabalheosz apresentados na literatura gue buscam
a modelagem de sistemas que smpregam cflulas imobilizadas do
género Acetobacter [5, B, &, 10, i11. Embora os mnodelos
matemiticos empregados por estes autores sejam essencialmente os
mesmes  sugeridos para  células  livres, caeritos fatores, COMD
mudancas fisioldgicas causadas pelo preocesso de imobilizacg3o,
podem alterar significativamente oz +valores dos parmelros

inerentes as equacdes.

2.1.3. Condicdes nutricicnais para o crescimentc celular e

para a producdo de acido acético

Um aspecte importante na microbiclogia da fermentacio acélica
¢ a determinacio doz principais reguerimentos nutricionais, A
partir da. utilizagic e fermentactes submersas, foram
desenvol vidas di versas formul acdes de meios fermentatives,
empregands as mals variadas fontes nuitricionzais, visande ao
aumento da producio de scido acético.

En um meio sintético, 2 utilizaglio de sais de amdnio pelas

bactérias acéticas depende do tipo de fonte de carbono assimilada

e, no caso de algumas espéclies, da presenca de determinados

fatores de crescimento [3].

Algumas fontes de carbone recomendadas para o crescimento



Capltule 2 7 Revisde do Literatura — 10

deztes microrganismos sio a glicoze, arabinose, manitol &
sorbitol. O etanol, o piruvalo e o lactat. s3o também utilizados
na presenca de certos fatores relacionados ao extrato de levedura,
triptona e caseina hidrolisada, além de determinadas fontes de
nitrogénio [3].

Certas espdeles de Aceicbacter. incapazes de Crescer =m mel os
contendo etanol adwlrilel Unicsa fonte des carbono, Cr &5 Eem
satisfatoriamente mediante a2 adicio de pequenas guantidaedes de
levedura autoclisada, peptons ou sextrate de figadeo, o gqus sugere
gue a atividade promotora e cresciments destas  substinecias
deve-se a alguns aclcares redutores nelas contidos., Algumss
bactérias acéticas, gue apresentaram crescimento em melos contendo
etanol e glicose, em presengs de 63214CHZGH, tiveram o e do
atano]l incorporadeo aos materials celulares [3],

Al gumas linhagens de dcetobacter nic necessitam da presenca
de vitaminas gquandeo o melo fermentativeo contém glicose [B]).

Crueger e Crusger [2] observaram gue, para © crescimento
Stimo de células de Aceiocbacter, o suprimento de etanol deve estar
na faixa de 0,2 a 5 % Cv/vD.

Segundo Asal [3], a concentracdo mixima de etancl no melo
fermentativo que possibilita a produclo de scido acético varia de
5 a 1l % em volume, dependendc da espécie.

Ghommidh e colaboradores [8) utilizaram, para o cultive de
dcelobagoter acet?, um caldo Termentative tamponado conlendo stanol
na concentracio de 40 g-sl, aldm de diversos sals inorganicos =
extrato de levedura, verificando que as limitacdes no crescimento
celular e na producdo do acido acético foram devidas 3 inibigcio
pelo produto e pelo esgotaments do oxigénio,

Osuga e colaboradorez (9], em fermentacdes continuaz com
células de Acsicbacter aceili imobilizadas em gel de k-—carragena,
utiiizaram um melo de incubagio contendo glicose, bacto-peplona,
extiato de levedura e acido acético, nas concentracdes de 10 g de
cada substincia por litro de Agua destilada, além de 40 ml de

etanocl, visando ao crescimento das células na matriz do gel. Os

mesmos  autores propuseram  também a  utilizacic de um meio

semel hante, contendo apenas 2 gl de glicose, 2 g-1 de extrato de
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levedura e £ g1 de bacto-pepiona, além de etancl e Acido acédtico
naz proporgdes anterioresn, de forma a limitar o crescimento
celular & permitir a produclc de Acido acético.

Sun e Furusaki {101, em fermentacdes continuas com 4. coeti
imobilizada em alginatce de sédio, empregaram um meico de incubacio
zimilar ac¢ proposto por Osuga = colaboradores (931, adicionando
apenas 85 g/l de 4cido acdtice = acrescentandc 0,8 g-l1  de
CaClZ%EHZO.

Ationu e colaboradores [12] utilizaram um meio fsrmentative
tamponado, contaende glicose, exirato de levedura e stancl, além de
diversos sals inorginicos, para o crescimento de células de

Acstobactier & producBco de Acido acéilico.

2.2, Concelios Bisicos Schre C£lulas Imcbilizadas

A utilizac3oc de células imobilizadas em processos de larga
egcala € baztante remota e, embora nic fossem conhecidos, os
principios da imobilizacl3o Jji& eram anplamente empregados na
producio de Acido acético desde os primérdios do século XIX. HNestie
periocde, o wvinagre era produzide em tangues preenchidos por
cavacos de madeira, cermica ou carvio, entre outros materials,
sobre os quals eram gotejadas solucbes aguosas contendo etanol,
propiciando o desenvolvimento de bactérias acéticas na superficie
dos suportes [13]1.

O conceito de cflulas iIimobilizadas refere-se, entio, a
microrganismes fisicamente confinades ou localizados em uma reglio
definida do espaco, de tal forma gue suas caracleristicas sejam
retidas, peossibilitande sua utilizacZo repetida e continua

(14, 151].
Z.2.1. Métodos de imohilizaclio

Zegundo Hartimeier [18), hi seis mélodos de imobilizacio de
celulas vidveis ou nio, enzimas ou organelas. o©s quals poden
ser combinados entre si, originande novas técnicas. A Figura 2

ilustra estes mélodos.
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Figura & - Métodos de imobilizacio, adaptados de Hartmeier [186].
13 Adsorcio; 2> lLigacie I&nica; 3> Ligac3c Covalente
com e gem Espacamento; 43 Ligacieo Cruzada; =2

Confinamento em Membrana; B) Envolvimento Fisico.
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# Método de Adsorcio

Neste caszo, a espécie que se deseja imcobilizar & ligada &
superficie do suporte por forcas fisicég » come forcas de Van der
Waals, e por outros tipoz de interacde=s, comc ligacdes idnicas,
pentes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas. Apesar de simples
& rapida, esta técnica apresenta desvantagens devido 2 relativa
fragilidade das forgas de adsorcio, as guals podem ser rompldas
por flutuacdes na ‘Ltemperatura., neo pH e na composicdo do meio
fermentativo.

W Método gg Ligagio Idnica

0 método de ligacio iénica € baseado na atraglo eletroztitica
entre grupos de cargas opostas, presentes no suporte & na espécie
que se deseja imobilizar. Eszte processc & bastante sinples,
ocorrendo em condicdes amenas, bastando, normalmente, gque se agite
as particulas de suporte por um pericde de tempoe na solucdc ou
suspensio que contém o material & ser imobilizado. Outra maneira,
& promover o fluxo destas solucdezs ou suspensdes sobre as
particulas de suporte conticdas em um recipiente.

Embora este método de ligacdo seja mals estivel que a pura
adsorc3o fizica, ele & susceptivel a interferéncias, especialmentie
i presengca de ifons. Para evitar o desligamentec do material
imobilizado do suporte, deve-se manter a forca idnica e o pH
adequados.

¥ Método gﬁaLigacéo Covalente

Na ligagio covalente, os &Glomos s8c ligsdos através do
compartilhamento de pares zletrénicos, o gue pode ser utilizado
para se obter fortes ligacdes entre as espécies de interesse, Ezte
processo & bastante aplicado na imobilizaclo de enzimas, s=ndo
pouce utilizado para células. Uma desvantagem deste método € a
tensdo A gual se sujeita a enzima, pela intensidade da ligacio, o©
que pode levar a variacthes considerdvels na conformacio
enzim&tica, resultando em perda de parte da atividade catalitica.

2 M&todo éi‘LigaCEQ Cruzada

Nezte processo, unidades isoladas de células, enzimas ou
organelas s3o ligadas umas ks outras através de agentes bi ou

multifuncionais, formando, geralmente, agregados insoldGvelis de
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glevado pesco molecular. Este néitodo € relativamenie simples. tendo
no entanto, algumas desvantagens. Geralmente, as particulas
oblidas por este mélods sic gelatinosas & pouco resistentes.
Quando =e emprega subsiratos de peso molecular elevade e &n
concentracbes reduzidas, © acesso dos mesnes aocz sitiocs ativos &
limitado pelas condi¢des desfavoravels b difusico. Como este método
geralmente enveolwve ligactes do tipo covalenle, pode ocorrer
variacio na conformacio do matarial imobllizado, com conseglente
perda de ativadads catalitics.

& MeEtodo de Confinamento em Membrana

Ezte mdtodo tem por objetivo delimiitar o espaco ne gual o
biocatallsador exerce sua atlvidade, alravés da utilizacio de umz
meEnbrana  semlpermeivel gque permite s difusio de =zubsiratos e
produtos, retendo a espécie imoblilizada em zeu interior. As
vantagens deste métode consistem na boa estabilidade mecinica e
guimica do sistema, além da pozssibilidade de controle da reaclo
através da difusdo seletiva de zubsirates & produtos.

# M&todo de Envol vimento

Consiste no aprisionamento de células no interior de uma
matriz polimérica, gerzlmente um carboldrate, proteina ou produte
zintétice, orgdnico ou inorginico. Esta técnica €& uma das mais
utilizadas entre os méiodos de imobllizacio de células microbianas
viadvels, por ser bastante amena. 03 poros da matriz formada 250 de
menores dimensfes gque oz microrganismos, que permanecem, entdo, no
interior de sua eztrutura, onde se difundem substratos e produtos.

Em alguns casos, apgnas o mecanismo do envolvimento &
respongsavel pela inclusio das células. Quando se emprega a pectina
U o carragens, além do envolvimento fisico, ocorrem ligaches

covalentes parciais entre o zuporte ¢ as células [17].
Z.2.2 Matrizes de suporltes para a imobillizacdo de células

A literatura cita a utilizacdc dogs mals variados materiais na
imobilizacio celular &, de forma geral, pode-se classificid-los em
supertes organicos cou inerganicos. Na Tabela 1, adaptada de Kolot

1471, s3c mosirados os mals comumente utilizados.
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Tabsla 1 - Tipos de suportes mals utilizados na 1mobllizsclho de
microrganismes, adaptaedos de Kolot [17].
Compostos Orgénicos Composlos Cutros
A E C Inorginicos Materiais
Alginato Col 2genc Rezinas Fe- Al umina Serragem
k—Carragena Gelatina nédlicas Zilica Celite
Pectina Poliestireno Ceramica Bagaco
Agar Poliacrila- Vidro Fragmentos

Celulose

mida

Cloreto de
Folivinila
Resinas de

Troca Idnica

Zircdénia
Aco Inoxida-

vel

de Madelira
Palha

A

Polissacarideos

B : Proteinas

C : Polimeroz

Sintéticeos
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Segundo  diversos autores, a selecldc do suporite a Ser
enpregado na imobilizacio de cél ulas viavels envol ve a
consideracido de alguns critérios basicos, =ntre esles
- sloxidade;

— nHo exesrcer influéncia negativae no metabolismo celular;

- elevada capaclidade de re=slencio microbiana, de forma gus ze
conzliga altas concentracfes de oélul as no reator,

- indérciaz quimica e bicguimica, para gues nREo occorra o atague do
microrganisms imobilizsdo ocu do melo onde o biocatalilisador ssta
imerso;

~ eztabllidade na Lemperatursa e pH de coperacio;

- alta difusividade de reagentes s produtos;

- resisténeia mecinica adeguads as necessidades do processo;

~ facilidade de conformacidsc em tamanhos & formas especificas;

- possihkilidade de regenesracio;

- custo nioc muito elevado.

Varios autores estudaram a imoblilizacle de células acéticas
em wvariados suportes.

Ationu e colaboraderes {121 observaram o desempenho de
bactérias acéticaz imobilizadzs em diversos suportes , durante
fermentacdes conduzidas descontinuamente, =m reatores Com
alimentacldo goliejantie, com recicleo do meics fermentativeo, contendo,
inicialmente, 40 g de etanol por litro. Oz resultados obtidos
nestes testes foram avaliados apds se aleancar uma popul acio
celular estivel, podendo ser obzervados na Tabela 2. Fermentacdes
continuas realizadas pelos mesmos autores levaram a um aumento
significative na produtividade do adcido acético.

Ouitros suportes utilizados na imobilizacio de células vidvelis
de d4dcetobocter sic o dxddo de titinio hidratade [18), cerfmica
monolitica (s, 1117, fibraz de polipropilenoc [193] e gfis
hidrofilices (8, 10). © suprimento de owxigénio para as células foi
considerado, em todos os casos, como o fator limitante do proceszo
fermentativo,

Segundoe Phillips e  Poon [133, uma das técnicas de
imebilizaclo de células viadvels mails utilizadas atualmente é a do

envolvimenio fisico, sendo dois oS polissacarideos mais
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Tabela 2 -~ Dados de desenmpenho obiidos em realores com alimsentzacio

gotejante, adapiados de Ationu e colaboradores [12].

Tipe de Tempo de Fer-— Rendimento em Produtividade de
Suporte mentacic (h> lAcido Acético (%D Az, Acético (grihd
Triangulos 55 -~ B0 76,7 - 85,3 0,73 - 0,75
de (Ceriamica
Redes de 70 - 75 80,5 - 89,1 0,80 ~ 0,62
Hylon
Redss de
Aco 52 - 60 52,0 - 70,0 G, 561 - 0,69
Inoxidivel
Bagaco =0 - B0 THB,T7 - BO,5 G, 47 — 0,580
Serragem 90 - 95 f21.,8 - 87,2 0,472 ~ 0,474

Discos de

- a0 - OB 7vB,7 - 7e.,.5 O, 42 ~ 0,468
Ceramica

Particulas
Irregulares o4 - OB 57,8 - 88,1 .32 - 0,36

de Ceramica

Espuma de
FPoliéter

Palha 120 ~ 144 4G,3 ~ 44,1 C,16 ~ C,18

105 - 1280 38,3 - 47,0 0,17 - 0,23
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freglientemente emnpregados : celulose e seus derivados, e
substancias formadoras de géis hidrofilicos, geralmente extraidas
de algas marinhas, como o agar, © alginato e o carragena, ou de
frutos citricos, gue & o caso da pectina. & Tormacio de gel
hidrofilico ocorre gquande solugfesz asquosas diluidas destes
polimeros sdo resfriadas cou submetidas b presenca de determinados
{iong, gue promovem © processo de gelificacio.

Pradella [15%], em enzaloz realizados para a seleclo da melhor
matriz de imobilizaciko de células de Saccharomyces cerevisiaes,
caracterizou e comportamento & & manipul aclo de al guns
carboidratos segunde diversos critérios, como pode ser avalizdo na
Tabela 3,

A utilizagcho de géis hidrefilicos apresenta-—-se, entio,
baztante promisszora, pols poliszacarideoss comoe o dgar, © alginato
e o carragena apresentam a caracteristica peculiar de manter, no
interior ds matriz, um ambiente fisico similar ao encontrado em
uma célula mierobiana, conferindo, entdo, estabilidade a células e
enzimas [13]. Além desta wvantagem, tanto o© carragena como o
alginato & a pectina s3o considerados como praticamente inertes,
sendo utilizados na indéstriz alimenticia como espessantes.

# Carragena

O carragena, cuja estrutura pode ser observada na Figura 3, &
um polissacarides extraide de zlgas marinhas vermelhas, como as
dos géneros Chrondrus, Gigartina & Eucheunma, 0O carragenas, de
modo geral, SAD constituidos de uni dades al ternadas de
3-D—gal actose e de 3,3-anidro-a—galactose, sendo conhecldos varios
tipos, dependende da guantidade de sulfate contidoe ne polimero
[131.

o k-carragena, contendo aApeEnas um sulfateo para cada
diszacarideo, forma géis rigido=s, o i(=-carragena, mals sulfatado,
forma matrizes flexivels & o A—carragena ndo se gelifica. A fraclo
k—~carragena, em concentragdes da ordem de ,3 % (nmd, forma
hidrogel Lermicamente reversivel em prezenca de sais de potissio,
aménia, rubidic e césio. A fragdo (—carragena forma gel em contato
com cétions bivalentes, como caleio e magnésie [131.

A base tedrica para o fendmeno de gelificacio dos carragenas
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Tapela 3 - Observacdes verificadas por Pradella [18] em

ensal o

realizados parz a seleclo da matriz de imocbilizacio.

Matriz
Lgar Alginato Carragena Pectina
Critério

1 facll, =& facil, a razoivel , féacil, a
40°C 255 a 46°C 258°C

= moderadas brandas moder adasg brandas

3 rompida rcmp;m?n?o intacta intacta

superficial
4 alta Dbalxe razociavesl rarzodvel

Critérios

&

1 — Manipulacie do gel, no preparo.
2 — Condigdes fisicas & guimicas necezsidrias a4 preparacio do gel,
face & manutengdco da viabllidade microbiana.
2 -~ Aspecto fisico das particulas de gel, depois de ocorrida
fermentacio.
4 - Produtividade de etancol.
/" i -;“:3_.’— ““'wg ‘\
R T |
- |
.z R —
N m

Figura 3 - Estrutura idealizada dos carragenas.
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fol sugerida por Glicksman [(20] como sendo devida 2 formscio de
uma estrutura em duplz hélice, provocada pela interligaclo das
cadeias poliméricas, come pode ser verificado na Figura 4.

A tempesraturas maiores gue o ponto de fuslce do gel, as
cadel as de CArragena &m solucio apresentam-se smaranhadas
alsatoriamente. Quando sujeitas a um resfriamento, {ormam uma reds
polimérica tridimensional, onde hélices duplas formam os chamados
pontos de JjungcZo nas cadelas (gel I2. Um resfriamento sdicional
leva -3 agregacio destes pontos de Jjuncio, por atracdes
cooperativas, formande um gel de estrutura tridimesnzional (gel
II>2. © papel desempenhado por cations come o potiassio, durante o
processo de gelificagio ndc fol ainda determinado.

0 k-carragena & considerado por muitos avtores comoc wuma
eficiente matriz de imebilizacies [18B, 17, 21, 228, =23, 2417,

Osuga e colaboradores [(8} avaliaram o desempenho de océlulasx
acéticas imobilizadas &m R=—carragena, obhaser vando um bom
desenvolvimentc das mesmas no interior da matriz & uma taxs maxima
de produgldo de Acido acédtico de 40 mg-Cml.hd, durante fermentacdes
conduzidas continuamente.

Kolot [171 observou Jque - as células imobilizadas em
k—carragena exibem grande atividade metabdlica, pols este gel
promove um efeito estabilizador que se deve, provavelasenie, &
presenca dos Ions metilicos utilizados na gelificacZo, os guais
280 passivels de sofrer reacdes de oxd-reducdo, podends ativar as
proteinas contidas na membrana celular, responsiavels pela excrecio
de produtos.

Tosa e colaboradores [21] avazliaram diferentes condicdes de
gelificaclc de k-carragena, utilizando fons metilicos, aminas,
derivados de amincicidos & solventes orginicos miscivels em agua
coms  indutores para a gelificacdo, concluindoe gque Lanto a
atividade como o rendimento das enzimas e microrganismos testados
apresentaram—sg mnalis elevados gquando se empregou o cloreto de
potissic como agente gelificante.

A literatura fornece diversos dados relalivos hs condicfBes
que propliciam a oblencdc de bioccatalisadores contendo a espécie

ativa imobilizada em géis de carragena, os guais podem ser
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Eesfriamento‘ Resfriamento

“Aquecimento

Fe
LAquecimento

WWMQ/D

Polimero em
solucio

Figura 4 - Mecanismo de gelificacio proposto para os carragenas,

segundoe Glicksman [20].
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observados na Tabela 4.

Certas propriedades fisicas do gel de k-carragena, como
coeficlientes de difusio de nulrientes & coeflicientes de particio
de algumas substincias, foram medidas por diversos autores.

Nguven & Luong [28] avaliaram as caracteristicas da 4ifuzio
da glicose em ssferas de gel de  kR-Ccarragena. s dados
experinentals indicaram uma relagio inversa entre a difusividade
da glicose & a concentracio da suspensdc polimérica wutilizada na
preparacido do gel. Para géls contende 2 % (msvl de k—carragsna, o
coeficiente de difusio teve seu valor diminuido de 4,8%10—6 para
3,$%10~d cm?/s an =S elevar a concenhtracie ihnicizl da solucio de
glicose de 65,5 para B9 g1, a 30°C.

Wada e colaboradores [24] avaliaram o3 cosficientes de
particlie de glicose & etanol, a 30°C, em géis contends 4 % de
k—carragena, obltendo valores de 0,86 & 0,857, respectivamente.

Come regra geral, os géls de k-carragena apresentam baixa
rezsisténcia mecinica, especialmente k& abrasio, © gue pods ser
contornado pela uwutilizacio de agentes bifuncicnails, come o
glutaraldeido & a hexametilenodiamina, apds a interrupcloc da etapa
de gelificacic em soluches contends clorets de potéssio. Este
tratamento adicional confere aoc gel maior rigidez, refor¢cando a
estrutura da matriz atraves de ligacdes cruzadas [13, 21, 2B]. No
entanto, diversosz autores {8, 21, 22, 27] operaram sistemas
fermentativos continuamente, sem empr egar a técnica de
enrigecimente adicicnal, com eslevada estabilidade mecinica do gel
de carragena por periodos de até 3 meses.

# Alginato

O alginato & um polissacarfideo sncontrado em multas ezspdecies
de algas marronz, entre elas a Moacrocoystis pyrtifera, nas quais &
importante constituinte da parede celular, E formado por um
copolimere linear de unidades de 4cido £F-D-01-+42 manopirano
silurdnico (Mand e Adcido a-L-(1+43 gulopirano silurdnice (Guld. Os
monémeros sS3o0o arranjadeos a0 longo da cadeia polimérica como
segmentos alternados de Man, Gul e copolimeros de Man e Gul [135].

Este polissacarides forma sais hidrossolidvels com cétiens

monovalentes e aminas de baixo peso molecular [15].



Capf tulo &

Keviado oa Literalwr-as — 23

Tabela 4 -~ Condic¢des de preparacis do gel de carragena, ssgundo
diversos autores.
Eazpécie Cone. de Carra-j Cono, de Informactes Refl .
Imobllizadajgena (2% movD KCYL (Mo Adicionals
A, acetl 3,0 0,2BB2 Te = 35 C o
Tg = 20 C
Te =40 C
Sacch. Tg = Tamb.
cersvisiae 3,5 ©. 2682 tg = 15 a 18 h 15
em geladeira
Célul as 0,08 a 20 1210 ¢ Te = 37 a 80°C 17
& Enzimas
Células 3.4 0,10 Te = 40°C =1
e Enzimas
Sacch. 4,41 O, 2682 Te = 37 C 23,24
cerevisiae Tg = 20 C
Tg = 4°C
Ltg = 12 h
— 2,0 0,2882 Praesenca de 25
CaClz durante
a gelificacio.
Sacch. 3,92 C. 2682 Te = 37 C 27
cerevisias Tg = 20 C
Strep. cla- 2,0 1,00 Te = 35 C 28
vul i gerus tg = 10 nin
Coryn. 2,0 a 5,0 0,30 Te = 45 C 20
glutamicum tg =1 h
Te : Temperatura de extrusio

Tg : Temperatura de gelificacio

tg @ Temp

o de gelificacio

Tamb. : Temperatura ambiente
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A gelificacico deste polimero, cujo  principio pode S
obzervade na Figura 9, occorrse guzndo uma s=solucdo de seu sal
hidrossolivel, normalmente o alginato de sbddio, & tratada com
cédliong bivalentes como o Ca++, processando-gse o desl ocarento do
Ha+ relo Ca++, o que provoca o surgimento de ligag¢des cruzadas
entre as estruluras linesres alinhadas do alginato. Assim, as
moléculas do polizzacarides formam uma rede polimdrica gus
precipita  como  ums matriz gelatinosa rigida & termecestiavel,
contendo cerca de B0 % de &gua sm zeu interior. a gual pode ser
observada na Figura 6§ [13, 1351.

Como azs caraciteristicas estruturals do gel formado dependem
da ac¢lc do cé&lecio, substincias que possam formar complexos
extivels com este ion tendem a enfraguecer a matriz, como agentes
gquel antes, destacando—se os fosfzatos, normalmente pregsentes no
meic fermentative [13, 14, 28, 30]. A prevencio deste tipo de
problema pode ser felta utilizando-sze sais de barie & estrdncio
como  agentes gelificantes [1i3], ou pela adicic de pegquenas
quantidades do ion cilcic aoc meio fermentative [10, 14, 29, 30,
31}, o gue pode acarretar em um efeito negativo no metabollisnmo
celular.

Cghbonna e colaboradores [31] observaram gue os fatores gue
mais afetam a2 estabilidade mecinica do gel de alginato durante um
processe fermentative s3oc a concentiracio inicial de células na
matriz, a duracioc do pericdo de gelificacdo em uma solugio
contende cloreto de calclio & a concentracido de alginato de sddio
utilizads na imobilizacio.

Pode-se obzervar na Tabela 5 diversas condicdes de
imobilizacdsc de célulazs em matrizes de alginato de sédio,
sugeridas pela literatursa.

Tanaka e colaboradores [3Z2] sugerem um mdtodo de imoblilizacio
que previne a liberagic de células de Sgecharomyces sp no melo
fermentative, através do envolvimenio dos microrganismos em fibras
de alginato contendo duas camadas consecutivas do gel, de maneira
gque as células restrinjam—se & camada interna. Nio fol observado o
desprendimento celular no meioc fermentativo mezmoe apds 300 horas

de fermentacio.
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Tabela 85 - Condigdes de imokhilizacio de células em alginato de

z5dl o, segundo di versos autorss.

Microrga- Conc. de Conc. de Informacdes Pef
nismo aiginate (43 Cal - T2 Adicionals s
AC@zobgcter 2.0 o.2 _ 10
acetll
. Tg = 30°C
2.0 ,10 tg = 2 h =0
Sacch. o
Tg = 30 C
UV UWR 1,0 o,08 tg = 2 h 29
Tg = 20°¢C
1,0 0,10 tg = 25 min 29
Zymon. 1,67 0,36 tg = 30 min 30
mobilis
Sacch. 0.5 a 2,0 0,10 Tg f Tamb 32
BD. tg =1 h
o
sacch. 1,8 a 2,0 0,48 tg = 8 h a3
cerevistas

Te : Temperatura de extrusio
Tg : Temperatura de gelificagio
tg : Tempo de gelificacioc

Tamb. : Temperatura ambiente
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Cheetham e celaboradores (2281 avaliaram a resisténcia
mecinica e a difusio de sacarose emn particulas de alginato de
calcic contidas em uma coluna, constatando gue o gel £ baztante
resistente & compressio e b abrasio. A tawa de difusdo da sacarose
para o interior das pariticulas apresentou-se mals elevada para
concentiracdes de alginato & de {ons Ca++ reduzi das.

Sun e Furusaki [10] imebilizaram células de Acstobacter acell
em alginato de calcio e operaram continuaments um bliorreator a
30°C por até 230 horas, observando o surgimento de océlulas

suspensas apds cerca de 30 horas de fermentacis,

# Pectina

A pectina & um coldide natural encontrado em guantidades
varidveis em todas az frutas e em algumas raizes, itubérculos e
outros vegetais, principalmente em itecidos pouco rijos, come no
albedo das frutas citricas. Come o BErasil & um dos maiores
produteores mundials de peciina, a utilizaci3o deste polissacarideo
como matriz de imobilizaclio & bhastante atrativa.

A pectina € composta principalmente por cadeias de Acidoe
poligalacturdnice de pesos moleculares variados., Alguns dos grupos
carboxi 3o esterificados com Alcool metiliceo, alguns s3ao0
neutralizados com citions =2 zalguns =30 Acidos livres, A
distribuicico dos grupos é&steres ao longs da cadelia & tLambém
variével. Pequenas gquantidades de acetatos ou cutos grupos podem
estar ligadoes 5 molécula [341].

Az pectinas podem ser classificadas de acorde com o seu grau
de esterificacics [34]. Assim, aguelas gque tLém em sua composicio
quantidades supericres a 7 % em grupos metdx reguerem a presenca
de aclUcares e acidos para que ocorra o processo de gelificacio. As
pectinas com baixo grau de esterificacio, por =ua veZz, reguerem a
prewsenca de certos citions, onde o cdlecio € um dos mais
fregiientemente utilizados.

Os mecanismos de gelificaclBo das pectinas de alte e baiwo
grau de esterificacioc podem ser observados ha Figura 7.

Para as pectinas de altio grau de esterificacio, a gelificacio
é causada pela formac3o de pontes de hidrogénioc entre um grupo

carboxila livre e um grupo hidroxila de ouitra molécula, Desta
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Figura 7 — Mecanismos de gelificacic da pectina. A Gel de pectina
de alto grau de esterificacio; BY Gel de pectina de

baixo grau de esterificacio.
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forma, o agucar atua como um agente desidratante, e a preszenca do
Gdeldo reduz o pH, favorecendo a gelificacio.

O mecanismo de gelificacﬁo de pectinas de balxoe grau de
esterificacia envolve a interligacic de noldéculas por cétions
bivalentes, formands uma rede de estrutura tridimensional,. através
da formacic de sals com os grupos carboxila., Tanto o mecanismo de
gelificagio comc a estrutura do gel de pectina s8c bastante
gimilares acs observados no gel de alginato da cilcio.

Fulitane [14]1 avalicu 2 utilizacice de pectina citrica como
agente de imobllizacio de Scccharomyces cerevisias, considerando-a
eficiente, smbora o seu enprego possa ser limitade pela elevada

++ . ‘
exigéneia de iong Ca no melo fermentativo.
2.8.3. Vantagens da utilizag3o de células imobilizadas

i versos autores mencionam as vantagens do emprego de célu’as
imobilizadas em contraszte com sistemas gque envelvem células livres
'YQ, 10, 13, 14, 186, 17, 26, 3T, 38].

Un critéric wvital em processos industriais &€ o alto
rendimento por unidade de espacc e de tLempo, expresso por
produtividades volumétricas elevadas, além do fato de se poder
conduzir ag fermentacdes de maneira continua [18, 363 . Fa
imobilizagido possibilita gue se alcance & mantenha grande
atividade bicocatalitica em wum volume reduzido, o gue leva ao
abrandamente das condicdes s gquais ©s substratos e produtos se
zsubmetem, através da reducio do tempo de exposicio dos mesnos &0
meic fermentative [16].

A utilizacie de células imobilizadas favorece o emprego de
volumes reativos mencores e de vazdes nalis elevadas, sem que ocorra
o arraste total dos microrganismos para fora do reator, pois a
densidade celular € mais alta gue no caszo de fermentacdes com
células livres, o que conduz a plantas industriais mais reduzidas,
com sensivel economia de investimentos (13, 14, 17, 35].

Trabal hando-se com vazdes malores que a taxa de crescimento
de certos microrganismos contaminantes, pode~se contornar os

problemas de infecglo [14, 281.



Capltuls 2 Revisdo da Literature - 30

Cutra vantagem bastante =significativa € que nd3c hi a
necessidade de remocio ou reciclo de células (13, 14].

Muitos sistemas que empregam células imobllizadas podem ser
descritos através dos  tratamentos hidrodindmicos = @ tedricog
relativos &2 catélise heterogéﬁ@a, Ffavorecendo o projeto industrial

e o controle do proceszso (13, 36].

£.32. Fatores Passzsivels de Influenciar o Comportamsnto  de

Sistemas gue Empregam C&lulas Acédticas Imobllizadas em

GEis Hidrofilicos

Cz fatores que afstam a atividade de =sistemas gue empregam
células imobilizadas podem ser classificades em trés grupos
hisicos : transferéncia de massa, fisiclogia celular e materiais e
m&todos whilizados na imocbilizac@o. Tals fatores podem afetar a
atividade direta ou indirstamenie, de maneira isolada ou conjunta,
estando, na maicria das vezes, interligadeos. Na Figura 8, séo

mostradas esguematicamente estas interligacdes.

Transferéncia +| Figiologia
de Mazsa ¢ Celular
N Ar
) P —

Atividade das
Células Imobilizadas

I

Materials e Métodos
de Imocbilizacio

Figura 8 -~ Fatores que afelam a atlividade de sistemas que empregam

células imobilizadas [37].
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Z.2.1. Efeitc da concentracio inicial de células

Segundo Vieth e Venkatsubramanian [ 28], a atividade
catalitica mixima das células €& retida apds & imobilizacio,
quando as meszmas estio no estado fisiolégico propicie. Isto
corresponde & una Stima indugio da atividade enzimitica
relacionada &3 seglifncia reacional desejsda, a gqual, por sua vesz,
correzponds & méxima taxa de szintesze do produte durante a
fermentacio.

Una vez imoblilizadas, a2 células devem ser mantidas em um
estado vidvel, sem gque haja excesziva reproducds, favorecendo a
transformacic do substrato no produto desejado & ndo em massa
celular adicional, o gue evita a liberaclo de microrganismos hno
meic fermentative e previnme a integridade meclnica do suporte
(387, '

Osuga e colaboraderes (9] utilizaram k-carragena para

imobilizar Acetcbacter aceti, obtendo particulas que continham

cerca de 10° células em um mililitro de gel.

2.3.2. Influéncia da conceniracio de pelimere na mairiz de

imobilizacao

Scott & colaboradores [28] testaram o efeito de diferentes
concentracdes de carragena na demanda de oxigénioco no meio
fermentativeo, em presenga de células livres e imobilirzradas de
Streptomyces clavuligerus, observands a diminuicdso da taxa de
demanda com o aumsento da fracdo de carragena.

Cheetham e colaboradores (2], utilizande células de
Sacharomyces woearwk, variaram a concentracdo de alginato de sddio
na matriz de imobilizac3o, de 0,8 a 2,8 % (movd, observando que o
aumenio do percentual deste carboidrato leva 32 diminuiclico da taxa

de desprendimento celular.

Cgbonna e colaboradores (311 ocbhgervaram a estabilidade
mecinica de particulas de alginate de sédio de diferentes
concentracdes, onde foram imobhilizadas c¢é&lulas de Saccharomyces

cersvisiae, O0s geéis contendo 0,5 % (m vd apresentaram-se muite
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frageis, enguante gue oulros, contendo de 1 a £ % em =sua
compeosicio, apresentaram—se bastante integros.

Kim e Evu [38]) observaram gque s difusividades efetivas de
glicoze & de oxigénio diminuem significativamente com o aumento da
concentracio de k-—carragena no gel de imcobilizagido, enquanto que a
resisténcla mecinica apresenta ums tendénela a aumentar com a
elevacio do percentual ds pol imero.

Furui e Yamashita [32] ohservaram ogue o cosficlentes de
difus8eo efetivos de diversos compostos em gélis de carragena sio
menores que em solugdes aguosas, dimlnuindo exponencialmente com o

aumento da concentracio de polimero na matriz.
Z.32.3. Efeito do processo de gelificacio

Nesta etapa, oz fatores gue mais afetam a estabilidade
mecinica e a atividade do bicocataliszadoer 3o a concentracio da
solucido gelificante e o tempo durante o gqual a matriz de
imobilizaclc & exposta a =3ta solugio.

Seott e colaboradores [281 avaliaram o tempo de exposicio de
células de Streptomyeces clavuligerus, imobllizadas em gel de
k—carragena, a solucdes 1,0 M em KU1 e observaram gue, apds BO
minutos, o CoOnNsSumo de oxigénio diminuiu substancialmente,
aproximando-sé& de zero.

Cheetham e colaboradores (293, imobilizando células em géis
de alginato de s&dio, observaram gue o aumento da concentraclo da
solugdo de CaClz provoca a diminuicio da taxa de desprendimento
celular da matriz.

Ogbonna & col aboradores £Ez11] estudaram o] efeito da
concentracido da solucidc de CaClz na resisténclia mecinica de
esferasz de alginato de séddio, ocbservands um aumento na fragilidade
do gel com a diminuic3o da concentrac3o do referido sal, embora a

relacio exvizstente entre estas variavelis nio fosse linear.
2.2. 4, Crescimento celular na matriz

Segunde Lima e colaboradorez [40], na construclo de wum
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grafico global do crescimenio microbiano em meio liguide, em
cultura descontinua, pode-se obhservar gque a curva rspresentativa
deste crescimento apresenta varlas fazses, as quais estio
repressntadas na Figura 9.

O crescimentic celular em um suporte segus, normalmenie, o©

et

mezms padrio  wverilicado em c¢é&lulas  livres. Em fermentacdes
continuas, o crescimento exponenaial pode ser prolongade
consideravelmente, engquanitio gue & fase eztacionéria pode =ser

indurida pela limitacio de um dado nutriente [13].

Uzuga e colaboradores [9] imobilizaram células de Acetobooter
ceeiti em particulas de gel de k-carragena & observaram Jque o
crescimento microbianc ocorre maiz  intensamente nas  regldes
préximas & superficie do gel, originando colédnias similares &as
observadas em melios contendo adgar, em placas de Petri, enguanto
que, na parte central, n3c foram encontradas colénias, uma vez e
as cé&lulas permaneceram na mesma condigio verificada imediatamente

apds a imobilizacio.

“\\\\d

Log { Concentracho Celular )

Tempo

Figura @ =~ Fases da curva de crescimento microblano : ad> fase de
laténcia; bd fase de crescimento exponencial; ¢ fase

estacionaria; d2 fase de declinio.
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Varios autoeres [B, 10, 23, 27, 31} constataram maior
crescimentc  celular em camadas préximas 2 superficie das
particulas, ao realizarem & imcobilizaclo de microrganismos vidveis

em géls de carragena e alginato de séddio.
2. 3.8 Efgito da conceniracio e do didmelro das particulas

O didmetro da particula £ nmuito imporitante quando hd 4
necessidade de suzpensdc do blocatalisador enm determinados
reatores, além de influenclar a gqueda de pressic em leitos Tixos e
afetar o seu desempenho em uma dada condic2o experimental.

Osuga = col aboradores (2, imobilizando cé&lulas de
Avetobacter acetti &m gl de ~carragena, obtiveram taxas de
producic de Acido acético mals elevadas ao empregarem mehores
concentracdes de particulas de gel no reator. Tal resuliado foi
atribuido & maior limitacio do transporte de oxigénio quando se
emprega altas fracbes de sdlidos.

Sun e Furusaki [10}, utilizando células de Adcetobacier acett
imobilizadas em esferas de alginato de sddio, estudaram
experimentalmente e através de simulacdes numéricas o efeito da
concentracio e do difmetro das particulas, e propuseram uma
correlacio para o coeficiente wvolumétirico de transferéncia de

oxigénlio, kLa. dada pela seguinte egquacioc :

" o,44 _ ‘
kLa = I dp eXD [ i,1 & . ) 8o

onde

I — constante do sistema.

dp - didmetro da particula de gel.

£~ fragic do volume tolal do reator occupado pelaz particulas.

Os dadoz experimentais e o5 claiculos tedricos indicaram que
tanto as células imobilizadas como as células livres, que se
desprenderam do gel, contribuiram para a producdo do Acido
acético. As cédlulas suspensas apresentaram um desempenho relevante

quando se utilizava particulas de maiocres dimensfes ou baixa
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fracio volumdtrica de sdlidos, enquanto que as célul as
imobilizadas destacaram—-se quande se empregou  particulas  de

pequenco diiZmetro & slevadas fracdes de sdlidos.
Z.2.8., Influéncia da temperatura

C=uga = colaboradores =3 estudaram a influéncia da
temperatura no crescimento de 4. aceti K 10068 ¢ na producio de
dcidoe acélico em processos continucos, observando gue as taxas de
crescimentc microbianc a 30°C e a 34 C apresentaram—se baslante
préximas, assim como as concentragcles celulares maéximas cbtidas. A

producio de Adcido acédtico, no entanto, fol mais ripida e alcancou

e]
0

niveis mals elevados a 34
£.3.7. Efeitc do pH

Yasui e colaboradores [41] investigaram o efeitoc do pH na
taxa de respiracic especifica de células de Adcetokacter aceti K
1001, observando que os microrganismos submersos apresentaram

malor atividade respiratéria em valores de pH préximos de 7.
2.3.8. Influéneia do tempo de residéncia do melo fermentative

Osuga e colaboradores [@) avaliaram a influéneia do tempo de
residénecia na tawa de produgic de acido acético por 4. aceti IP
B865 imobllizadas em k-—carragena. Os auitcores conecluiram gue
variacdes de 2 a 4,5 horas praticamente n3oc alteraram as taxas de
CoOnVersio.

A operacdo contfinua de um blorreator smpregando bactérias
acéticas livres e imekbilizadas em alginato de s=hdio,
simul tansamente, mostrou que, apesar do acentuado decréscimo na
produtividade de 4dcido acético verificade a taxas de diluicioc
supericres a ©,85 nt para ecélulaszs livres, a produtividade das

células imobilizadas fol pouco afetada pela taxa de diluiclo [10].
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Z.3.2. Efeito da concentraclo de oxigénio

As célulaz acéticas =B0 estritamente azerdbicas. Assim, a
demanda de oxigénio & ligada as atividades metabdlicas, envolvendo
¢ crescimente & a manulencio celular, aldém dos processos de
biozsintese.

Ghommidh e Navarro [B) observaram gue, em reatores de leitio
fixo contendos cdélulas de Acetobactier @oettl imobilizadas e Th

o parcial de oxigénio de 0,118 a

o

ceridmica, o aumentoe da press
1,0 atm resultou na elevacdo da produtividade de &Gcido acéticeo, de
2,7 para 10,4 g-C1 hd,

Osuga e colaboradores [8) avaliaram a influgncisz da pressio
parcial de oxigénio no crescimentc celular e na produclio de adcido
acético, utilizando células livres e imobilizadas em k-carragena.
Oz autores utilizaram'razées de suprimento de oxigénico puro de
0,833 vwvm e de 0,87 vvm para o ar, observande gus a efetividade do
oxigénio no crescimento celular € mais importante guando se
envolve células imobilizadaz, ¢ que zsua influénecia na produclo de
dcido acético € consideravelmenie malor gquando da pressnca de
células livres no meic fermentativo.

Yasul e colaboradores [411 observaram © efeitoc da pressio
parcial de oxigénio, de 0.0 a 0,21 atm, na taxa de respiragibo
especifica de células de Acetobacter aceti livres e submersas. Os
autores sugerem gque esta taxa atinge um méximo no valor de press30
parcial de oxigénio de 0,04 atm, & partir do gual permanece
praticamente constante.

Park e celaboradoeres [42] testaram o efelitoc da concentracio
de osxigénio dissoclvido na producdo de dcido acético por células de
Acetobacter cceti. Os autores observaram Jque a concentracio de
oxigénio dissolvido &tima para oz processes de respiragldo celular
e de oxidacdo do etanol enconira-se na faixa de 3 a 7 ppm. guando
ndo ha acido acético no meic fermentative. Quando na presenca de
4% a 65 g-1 de &cide acético, a concentraclo &tima de oxigénio
disseclvido localiza-se em torno de 1 ppm, sendo que, acima destas
concentracbes de acido acélico, o efeito inibitéric do oxigénio

digszcolvido & bastante acentuado.
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2.2.10. Influéncia da concentracio de slancol

Diversos autores observaram a influéncia da concentracifo Se
etancl no crescimente celular ¢ na producdo de Scido acdtico por
bactérias.

Park e . slaboradores  (42) avaliaram a influéneia desta
varidvel ma taxa de oxidacido do etanol por células de Acsichacter
creti, observando um pegueno efesito inibitéric para concentragcdes
inferiores a 40 g~-l. Acima desltle valor, no entantc, na iLtaxwa de
oxidacioc do etancl decal linsarmente com sus concentracio no melo
fermentativo.

Ghommidh = Navarre [1131, por outro 1lado, sugerem Jue
concentracdes de etancl de O a 54 g~ tém pouce «feitc no
crescimentoe celular.

Nanba e colaboradores [43] observaram gue variando-se a
concentracio de etano! de .8 a & gl no meio fermentativo, ccorre
um aumento na taxa de crescimento especifico de células de
Acetobacter =p., a gual =ze mantém constante até concentraces de
etanol de 30 g?l. Entretants, os autores verificaram gque ni3o
ororre orescimento celular gquando s3o empregadas concentracdes de
etancl superiores a2 40 g-rsl. A fase de laténecia de crescimento
também & afetada pela concentracdco injiecial de etanol no meio
fermentativo, sendo prolongada de acordo com o aumento desta.

Mori e Terui [£4] avaliaram a inibicio por stanol em culturas
de dcetobacter roancens, na presenca de diversas concentracdes de
extrato de levedura. Os autores constataram que o valor maximo da
taxa de corescimento especifico fol observade com concenbtracdes de
etancl na faixa de © a 10 mi-l, enguanto gue a taxa especifica
méxima de producio de Acido acético Ffol obtida em concentragdes de
etancl na faixa de 20 a 30 ml-sl. Oz autores observaram também que
¢ aumentc da concentracio de extrato de levedura conduziu a
maiocres rendimentos celulares para concentracdes iniciails de

estanol no melo de culiura mais elevadas.

Z2.3.11. Efeito da conceniracio de acido acético
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2
Sun e Furusaki [10] estudaram ¢ efeito da concentracio de
Acido acético nas taxas especificas de crescimento e de respiracio
de células de dcetcboacter aceti livres no melo fermentativo,
obhservande a inibicio destes processzsos a concentracdes de dcido
acélico superiocres & 14 g1 & 18 g-l, respectivamente.

Ghommi dh e Mavarro f111 constataram, &m ferment actes
continuas com células de Jdestoboactler oaceti imobilirzadas em
cerAmica, gque ocorre um decréscimo na taxa de producio de Acido
acético a concentracdes superiores a 34 g1 desta substincia. A
taxa de crescimento continuc de células livres fol também bastante
aft'etada por sua pressnga.

Park e colaboradores faz} observaram Jue elevaedes na
concentracio de Scido acéltico dimirwvem significantemente a taxa de
cyldacldo do etanol, sendo constatadas inibicdes de cerca de 70 %
ac ze utilizar 50'g/l de acido acélico no melio fermentative.

Nanba e colaboradores [42] sugerem que concentracbes de aié
10 gl de dcido acético podem acelerar as taxas de crescimento de
microrganismos Acetobacter, reduzindo a faze de laténeia. No
entanto, concentracdes de acido acético entre 30 & B0 gl inibem
significantemente o© crescimentoc celular, © gual & praticamente
nulo no extreme superior desta faixa.

Mori e colaboradores [45] avaliaram a inibigcio pelo produto
em fermentacdes aceticas submersas com Acetobacter rancerns. Foram
observadas fases logaritmicas relativamente longas, em ensaios
onde & concentracio inicial de etansl variou de 1,23 a 33 g-s1. Um
repentine aumsnico no valor da taxa especifica de crescimento foil
obgservade em culturas onde s3e adicionou inicialmente mals que
17,8 gl de Adcido acético. Para concentracdes iniciais de acido
aceético na faixa de 17,8 a 33,2 grl, oz autores observaram uma
divis8c da faszse logaritmica em duas, Este aumento na taxa
especifica de crescimentc foli considerade como © resultado da
adaptacio das células ao acido acético, depoiz de expostas aoc
proedutoe por um longo tempo, enquanto se degsenvolviam a  uma
velocidade constante, durante a primeira fase de crescimento. Os
autores observaram também dque a presenca de extraito de levedura

diminuiu a inibiclo pelo produto, além do fato de que o
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crescimento celular apressntou-se malis sensivel ac Acido acélico

que a respliracio.

Z. 4., Realores para Células Imobilizadas

O projeto de reatores para células imobilizadas & anidlogo ao
utilizado na catélise gquimica heterogénea, com & diferenca de que
s emnprega a cinélica bloguimica [1317.

A zelecdc da configuragic geométrica e do modelo de operacio
(continue ocu descontinued de um bliorreaster & uma tarefa diffeil,
devido ao fato de gus multos fatores particulares do processo, os
quals normalmente s8c interdependentes, estic envolvidos nesta
escolha, como o tipo de supcorte ulilizado na imobilizaclo & a
demanda de oxdgénio [37].

Nesta seg Ao, s3o descritos alguns Diorreatores cujas
geometrias sio mals freglientemente utilizadas., as gquais podem ser
obhservadas na Figura 10,

Além das geometrias descritas nas segdes seguintes, a
literatura cita diversas outras formas de reatores utilizados para
reacdes com células imobilizadas, as gquais podem tambéem ser

obtidas pela combinaglio de varios tipoz enire si,
2.4.1. Reatores de tangques agitades

Os reatores de tanques agitados descontinuns sd3o, geralmente,
oz mals utilizados com células livres em solucdo, onde o substrato
£ intrcoduzido ne reator juntamente com as cocélulas. A descarga
occorre quande se alcanca o grau de conversio dessjiado,

A concepclo de um reator descontinuo agitado £ bastante
simples, consistinde de um tanque e de um agitador mecinico, o gue
faveorece Uma boa mistura e o facil controle das condices
operacionais [463.

No entanto, parte dos processos gue envolvem oélulasg
imobilizadas s3c operados continuamente. 5Se comparade ac processo
em batelada., o continuc é& mais adequado, pois facilita a operac3o

automitica e favorece o controle de gualidade do produte obtido.



Capitulo 2 Revisdo da Literatura — 40

1 - Regtorez Descontlnuos de Tongques Apgitados
f %
E i i Fare Lspicle | i ? Foroe Espfoe
: { M T
( | _ 1 ] ...... L - '
¢ ! 3 Ativo Soldvel y;;g;ifjjjé athso Imobilizado
! ! : | SR S
i i o
i VT Tk
2 -~ Regtores Continucs
l;; i 1
A ¢ Tangus AQitods | | Tangue Agitads com
e ; e
p —
o FERO T E ! a EE("E‘/CiE =anitdy]
: { |
Sola s Imckiizade nas Pés
- |
T H

Ezotor de Lelto

Reator de
ato Fixo Fluidizodo
e
/f *
T
¥ {.’ “i H
Moo Tor § | reator
J Tipo i !T Aretor
T N S
- - Y P : !
3
s
L
LT P
“J‘.L" ¢ T I?
L
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Zanin [ 48],
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O reator continuo agitado consiste de um tanque provido de
entrada de substrate e salda de produto, sendo que =]
biocatalisador permanece retido em seu interior. © grau de
conversdo pode ser controlado por varidvels come volume do reator,
Ltempo de resldéncia do subsirato e conceniracdco do biocatalisador,

entre outras [45].

Contudo, o empregoe de células imobllizadas em reatores
agitados niZo € muiteo recomendado, principalmente devido ao

desgaste mecinico a gue se sujeita o suporie, causado pelo atrito
com o agltador, o gue se agrava no case da utilizacio de géis

nidrofilicos [37].
Z.4.2. RBealores de lzito fixe

OUs reatores de leito fixo consistem de uma coluna pr@@néhida
pc; particulas de bioccatalisador que ndo se movimentam, sendo
utilizados, na majoria dos casos, em processos continuos.

Tais reatores s3c adequados para reagdhes com cingdtica de
Michaelis—Menten, devido iz elevadas concentracd®es celulares por
unidade de volums, se comparadas iS5 oblidas em tangques agitados
continuos. No entanto, sua utilizacloc depende de diversos fatores,
como tipo de suporie empregado na imobilizaclo. Segundeo Fonseca e
colaboradores [37), no caso de reatores recheados com particulas
de gs=l, a compressico destas, causada pela prépria altura do leito
e pela pressio originada pelo esceoamento do fluids, & um
inconveniente severo que diminui o espagoe intersticial entre as
particulas, com consegiente aumentc na queda de pressico ao longo
do leite. A compactacdo do leito pode também reduzir drasticamente
a atividade das células imcobhbilirzadas, devide b diminuicl3e da Area
superficial especifica das particulas.

Estes reatores podem também apresentar desvantagens gquando
operaches trifisicas estic envolvidas, poiz o contate gas-liquido
& restritoc e a liberacio de gis & lenta, levando 3 sua estagnaglo

ac longo do leito e dificultande a distribuicdoc do liquide, com

conseqliente diminuiclo da taxas de reacgio [37].
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2.4.3. Fealores de lelto fluidizade

Em contraste com os reatores de lelito fixo, o8 reatores de
leito fluidizade s3o0  apenas parcialmente preenchidos pelas
particulas de biocatalisador. 0 melo de fluldizacio pode ser
composto por uma fase liguida, por uma fase gasosa, ou ambas,
ascoando de mangira veritical e ascendente, o© que provoca a
separacio & movimentacZ2c das particulazs,. levando, normalmente, i
expansdo longitudinal do leito [461.

Estes reatores proporcionam boas proprisdades de mistura e de
transferéncia de massa. Mz operacio trifisica, ol contato
gas-liguido e a remocidco de gas s30 facilitados, ndo ocorrendo os
problemas de obstrucio e elevadas quedas de press3o no leito,
comuns nos reatores de leito fixo gque, por oubtre lado, podem
apresentar maior densidade celular. ‘

A diferenca de densidade sntre o ligquide e o =sdlide (para
particulas de mesmo tamanhol & um dos fatores determinantes no
desempenho destes reatores, polis com o seu aumento, a facilidade
da fluidizaclo decresce. Uma maileor diferencaz entre as denzidades
do sdélido e do liguido permite a utilizacio de maiores velocldades
de fluidizaclo, sem gque haja o arraste das particulas, © gue
permite o processaments de maior volume de subsirato em menor
tempo [4653.

Embora a imobilizacio de células vidvelis em gé&lis hidrofilicos
zeja uma das técnicas mais comuns & os custos de bombeamento do
liguido sejam diminuides, a diferenca entre a densidade do melo
fermentative e a particula de gel &, geralmente, muito pequena, o
que resulta em mencres taxas de Lransferéncia de massa. Além
disto, a estabilidade operacional & prejudicada, devido 3 pequena
diferenca entre a velocidade minima de fluidizaclio e a velocidade
terminal das particulas [37].

ZEun e Furusaki [10) sugerem a utilizacd8o de um reator de
leite fluidizado trifiasiceo para a producle continua de Acido
acético, empregando cé&lulas de Acetobacter aceti imobilizadas em
gel de alginate., O reator. felto de policarbonatoe transparente,

apresenta 44 mm de didmetre internc e Z00 ml de volume efetivo de
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reacdo. sendo utilizado um filtro de vidro esférico de 15 mm de
didmetroe como dispersor de gas. O reator era mantido em um banho
termostatico, para gue a Ltemperatura se mantivesse constante =m
a0 . Maiores detalhes do reator podem szer observados na
Figura 11. Experimentalmsnte, o= autores observaram que o eztado

gstacionirico phde ser mantidoe durante mais de 30 dias.
Z.4.4. Reatores de leito circulante

Meste case, © contelds do reator movimenta-se dentro de um
circuites fechado., © gue & obtideo airavés da instalacio de um
condutor, gus dirige o fluxos, o gqual, por sua vez, pode ser
produziaoe por propul sores mecinicoz, pela injecBo de gasses ou de
liquides. Cutra maneira de se conseguir este tipo de movimentaclo
& através da construc3o do biorreator em geomeirla anelar. Tais
reatores proporcionam boa mistura e aeracgio. As diversas
designagdes destes reatores, como "airlift", indicam o meio pelo
qual a circulacie é obtida [18]. Ma maioriaz das vezes, as células
imobilizadas circulam pelo reator juntamente com o substrato.

A utilizacdoco destes reatores € bastante adequada para
Biocatalisadores imebilizados em particulas de gel, uma vez gqus as
mesmas sdc facilmente movimentadas pelo fluxeo de ligquido, devido a
sua balxa densidade [471].

Indusirialmente, ©os reatores de leito circulante 530 bastante
empregados, pois sio de construglo e operacdo simples, envolvendo
baixo consumo de poténecia [37],

Osuga e colaboradores [9) utilizaram um reator de leito
circulante, de capacidade teotal de 250 ml & de 150 ml de volume de
trabalhe, para a incubacic e producio continuazs de &cido acédtico,
enmpregandoe células de Aceiobuacter aceti! imobilizadas em gel de
k—carragena. Um diagrama esquematico deste rezator pode ser

observade na Figura 12Z.



Capitule 2

Fevisdo da Literatura — 44

ML —e

Figura 11 - Instalacio experimental ulilizada por Sun e Furusaki
110137, 13 Feator; 20 Bomba peristialtica; 30
Reservatédério de meio de cultiura; 4> ERotimetro; B2

Unmidificador; B2 Filtro de algodle; 73 Cilindro de
oxigénioc e ou compressor de ar; 8) Dispersor de gis;
B) Saida de meio fermentads; 102 Condensador; 11D

Entrada de meio de cultura; 12> FPoco para eletrode de

oxigénio,
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Figura 12 - Esquema

(@), 1>
gé.s; 4>
do meio

do reator empregado por Osuga & 2 colaboradores
Alimentacio de meio; 3 Filtro; 38> Entrada de
Safda de gas; B Agua termostatizada; 8> Saida

fermentade; 7> Esfera de vidro zsinterizado

para a distribuicio de gis; 8 Particulas de gel.
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cariTULO 2

MATERIAIS E METODOS

Heste capitulo, serfo apressentados os principais materiai= e
gquipamentos, e a descrigio da meltodologlia experimental utilizada

no desenvolvimento deste trabalho.

3.1. Microrganismos

Utilizou-se qualtro cepas distintas de microrganismos durante
0% experimentos.

As linhagens foram mantidas liofilizadas e em estogue na
Colecio de Culturas Tropical, da Fundacl3o Tropical de Pesgquizas e
Tecnologia "“André Tosello", com o objetivo de se iniciar cada
experiments com um indculo de caracteristicas semelhantes. Este
fato n3oc seria possivel com culturas estoque de Aceiobacter
mantidas através de repligues tradicionai=, devido & alta
toxicidade do Acldo acético produzideo pelas préprias células,
modificando suas caracteristicas microbioldgicas e fisieldgicas
com o decorrer das itransferéncias, dificultande a obltencico de
resultados reprodutiveis.

Assim, as culturas foram mantidas em lotes de ampolas da
colecfo de servicos, CCT, contendo elevado volume de suzpesnsio
celular de alta densidade, & em ampolas da cole¢lio de szservigos,
FTFT, contendo menor nimero de célulazs que a anterior.

As linhagens dos microrgani=smos liofilizados & seus
respectivos cédigos de identificacio e equivaléncia em outras
colectes podem ser encontrados na Tabela 5.

A cepa Acetobacter sp., CCT 2013, fol isclada de cagui em
decomposicio, pela Fundag¢3c Tropical de Pezguisas e Tecnologia

“Aandré Tozello'.
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Tabela & — Linhagens e cddigos de identificacic dos microrganismos

utilizados.

Hicrorganismo Cédigos de Identificacio
Acetobacter coatl CCT 1724, DEM 2002, NCIB 5554
dcetobactier aceti CCT O1o0, CIP B2 B8
Acetobacter pasteurianus CCT 1706, NCIME 8249
Acetobacter sp. CCT 2013

DEM : Deutsche Sammlug von HMikroorganismen und Zelkuturen OGmbH
CAl emanhad

NCIE : Natiocnal Collection of Industrial Bacteria (Reino Unidod
NCIB : HNational Collection of Industrial and Marine Bacteria

CReino Unidod

CIP : Collection of the Institut Pasteur (Francad

3. 2. Meios gﬁ Cultura

05 melos de cultiura utilizados tém suas composicdes descritas

como sSe sSegue.

3.2.1. Calde manititol

Extrato de levedura ¢ Difco 2 .0 g
Bacto-peptona ¢ Difco D 2,0 g
D-manitel € Difco 2 25,0 g
Agar bacterioldgico € Difco 2 15,0 g
Aguz destilada 1600,0 ml

2.2.2. Meio de manutencio

Extrato de levedura ¢ Difco 2 10,0 g
Bacto-peptona ¢ Difco 2 10,0 g
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Glicose ( Reagen 2 10,0 g
Agar baclterioclégico ¢ Difco D 20,0 g
Etanol & 95 % ¢ Ecibra o5 30,0 ml
Aoido acédtico a 99,8 % ¢ Merck D 10,0 ml

Agua destilada 1000,0 ml

3.2. 3. Helo de pré-indculo

Esxtrato de levedura € Difco D 10,6 g
Peptona bacteriolégica ¢ Difco O 16,0 g
Glicose ( Reagen D 10.,.C g
Etanol a 85 % ¢ Ecibra 20,0 mt
Acido acélico a ©9.8 % ( Merck D 10,0 ml
Agua destilada 1000,0 ml

3. 2.4, Meio de incubacio

Extrato de levedura ¢ Difeco 2 16,0 g
Peptona bacteriocldgica ¢ Difeco 2 10,0 g
Glicose ( Reagen D 10,0 g
Etanol a 8% 2% ¢ Ecibra 2 40,0 ml
bArido acdético a 89,8 % ¢ Merck O 10,0 mi
Agua destilada 1000,0 ml

3.3, Polissacarideos para a Imobilizaclio Celular

Os polissacarideos u£ilizad0$ come suportes na imobilizacgdo
das células foram
13 k-carragena : tipo I, cédigo G: 12880, feornecido pela Hércules do
Brazil Produtos Quimicos Lida.
2> Alginato de s&dioc : lote AWK 3847, produzido pela Wakeo Pure
Chemical Ind. Ltd.
3> Pectina ciirica : tipo LMP 8002, cdédigo 5628, fornecida pela

Braspectina S7A.
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2.4, Esis Gelificantes

Om zals gelificantes foram ezspecificos para o5
poelissacaridecs utilizados
12 Cloretc de potiédzszico CKClD, de marca Ecibra, para a gelificagio
do k-carragensa,
22 Cloreto de cidlcio bi-hidratado CCaleE%gO}, de marca Synth,

para a gelificacio do alginatce de séddio e da pectina citrica.

3.8, Egulpamentos

0s principais equipamesnteos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho foram :
# espsctrofotémetro modelo Spectronic 70, Bausch & Lomb.
# cromatdgralfo modele 37-D, com detector de icnizacdco de chama, da
Instrumenteos Cientificos C.G. Ltida.
# coluna cromatogriafica PAC 2B26, da Instrumentos Clentificos C. G.
Lida.
integrador processador modelo CG200, da Instrumentos Cientificos
.G, Lida,
autoclave horizontal, marca Sociedade Fabbe Lida.
mesa rotatdria com controle de temperatura, de marca Superchn.
cimara de fluxo laminar, modelo VLFS-18-M, marca Veco.

halanca analitica, marca Sauter.

o owq O oW N R

balanca semi-analitica modelo BECOO, Micronal.
transformador wvariador de veltagem tipo ATV-215-M, da Zocisdade

L

Técnica Paulista Lida.

# banho-maria uliratermostitico, modele 111, da Fanem Ltda.

# circulador de ‘temperatura constante modelo 8000, marca
Poly Science.

# medidor de pH nmodelo 1500, Ingold.

# compressor de ar modelo Schulz Dentalcompressor, da Metaldrgica
Schulz S A

# estufa para B.0.D.., da Fanem.

# bomba peristiltica Masterflex, com variacgioc de velocidade de S a
S00 rpm e vazico de 0,3 a 2,28 1l /min, para mangueiras de 0,9 cm de
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dif&metro interno.

# medidor de oxigénio disseolvido modelo B3, da Yellow Springs
Inztrument Co.

# registradeor modelo RBLIOZ, da ECE Eguipamsntoz Clientificoz do
Bra=il.

# biorrsator cilindrico-cdénico de Qidro Pyrex, de capacidade
maxima igual a 280 ml.

#Z ecoluna de wvidro cilindrica, de capacidade m&xima 1gual a

1540 ml.

3.8. Instalactes Experimesntails

Az instalagdexs experimentals constam bazicamente do sistema
aqueclido para a imobilizaglo celular, do sistemsa de caracterizacio
indireta das matrizes de imobilizaglo e do sistema de fermentaclo
em reator de leito circulante, cujas montagens s8¢0 descritas a

Segulir.
3.8.1. Sistema agquecido para a imobilizaclo celular

Na etapa de confeccio daz particulas de gel contendo células
imocbilizadas, utilizando-se seringa hipodérmica, freqlientemente
ccorrem entupimesntos, aldm daz dificuldades relativas b extrusldo.
Este fato ocorre principalmente quandoe a matriz de carragena esté
envolvida, devideo h elevada viscosidade da suspensio polimérica a
temperaturas mencres que 40°¢.

Com o intuito de facilitar € acelerar o processo de extruzlo,
desenveolveu-se um sistema que permitiu o aguecimento da seringa
durante a confecgdoc dazs particulas, possibkbilitande gque se
realizasse esta etapa em intervalos de tempo de cerca de 10
minutos.,

¢ sistema em questic consta de wuma seringa cirdrgica de
vidro, de 50 ml de capacidade, envolvida por uma fita aquecedora
de amianto. Sobre a fita, dispds~-se um tecido de gazZe para o
isclamento térmico e uma prote¢io pléastica.

A fita aquecedora, ligou-se um tranformador-—variador de
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voltagem, o gue permitiu que se mantivesse a temperatura de cerca

de 38 C no interior da seringa.

3.6.2. Zistema de caracterizacio da estrutura porosa das

matrizes de imcebilizecis

A caracterizagio da estrutura porosa das matrizes de gel
utilizadas na imobilizacls foi feita indiretamente, através da
permeabllidade dos seus leitos.

A montagem exparimental em escala de bancada estd
esquematizada na Figura 13, sendo constituida de uma coluna de
vidro, com aliura de 40 cm & didmetro interno igual a 7 cm, & qual
ze acoplou uma bomba peristdltica de vazZo constante e um
mandmetro de tubo em “UY, utilizande como fluido manométrico
merctrio.

O leito de particulas fol mantido fixo através de duas placas
poroesas de sustentaglo, constituidas de esferas de vidro de cerca

de 1,5 mm de difimetro artificialmente consolidadas com 8 % em peso

de cola Araldite. Uma solugcdc de sacarose, de concentracio
conhecida, era alimentada continuamente na parte inferior da
coluna.

Através deste sistema, foi possivel obter-se dados de

variacio de queda de pressio desenvolvida ac longo do tempo.
3.6.3. Zistema de fermentacio em biorresator

Na Figura 14, pode-se observar um diagrama esguemitico do
aparato experimental utilizado noz tlestes de fermentagio em
biorreator.

A montagem consta de um biorreator de geomstiria
cilindrico-cénica, o qual pode ser visualizadeo em detalhes na
Figura 185, O projete deste reator fol baseado no eguipamento
utilizade por Osuga e colaboradores [8], ao qual foram adiclonadas

algumas modificacdes, como a abertura de um poco para termbmetro.
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Figura 13 - Representaclo esquemitica do sisztema de medida de

variacido de queda de pressidc ac longo do tempo para
leitos constituidos por particulas de gel.
1> Mandémetro de tubo em "U%; 2> Coluna de wvidro
parcialmente preenchida por particulas de gel; 3
FPlaca distribuidera; 40 Bomba peristiltica de wvazio

constante; B5) Reservatdrio da soclucdoc de sacarose.
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Figura 14 - Representacio ssquemitica do sistema de fermentacio

em biorreator. 10 Reservatdéric de meio de cultura;

2> Bomba peristiltica; 3) Biorreator; 45 Banho
termostiatico; 55 Condensador; 62 Capilar indicador da
vazdo de gas; V2 Valvula reguladora de pressio;
8> Vilvula reguladora de vazio; 90 Torpedo de oxigénio

ou compressor odontolégico.
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Figura 1% =~ Esguema detalhado do biorreator utilizado,
1> Alimentacd3c de meic de cultura; &) Filliro;
3> Entrada de gis; 42 Saida de gas; 5 Agua
termostatizada; 8> Saida do meio fermentado,;
7> Placa de vidro porosa para a distribuiclo de gas;

8) Particulas de gel; 90 Poco para tLermdmetro.
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2.7, Métodezs Analiticos
3.7.1. Determinacioc da concenlracio de elanocl

A concentracio de etanol fol determinads por cromatografia
gasosa. Az amostras  foram previamente preparadas segundo  a
descricio que se seguese : a 0,8 ml de amostra., adicionou-se 0,5 ml
de uma solucdco agquosa a 0,08 % (vvD em 4cido cloridrico e 4,0 ml
de Agua destilada. As condicdes de anédlise foram as seguintes
Temperatura do detector : 175°¢
Tenmperatura da coluna : 148°¢C
Tenmperatura do vaporizador i80°¢c
Yazdo de ar : 300 ml-min
Vazido de nitrogénioc :. 30 ml/min

Vazido de hidrogénic : 34 mi-min

2.7.2. Determinacido da concentracd3o de acido acético

A analise do &cido acdtico fol feita por cromatografia
gasosa e por titulacido com uma scolucfo agquosa de hidréxido de
sddio a 0,10 N, utilizando-se também fenolftaleina como indicador.
&5 determinacdes cromatogréficas foram feitas nas mesmas condicdes

empregadas para a anilise do etanol.
2.7.3. Determinacio da concentracio de glicose

A glicose presente no meic de cultura fol determinada como
aglcares redutores totais, através deo método espectrofotoméirico

adaptado de Somogyi [15], descrite no Anesxo A
3.7.4. DeterminacBoc da concentracio celular

A determinacio da concentracgio celular foi realizada por dois
métodos distintoes : contagem de colbnias em placas de Petri e
medida da absorbincia de solucdes [401. No primeire caso,

semeava-se uma aligquota de 0,1 ml de amostra, convenientemente
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diluida, na superficie de meic de manulencio contideo em placas de
Petri. Apds incubaclc por 78 a OB horas em estufa a 30°C,
contava—se as coldniazs crescidas com o auxilio de uma lupa. Oz
resultados eram oblidos em termeos de unidades formadoras de
coldniaz por mililitro de solugdc, ufo-ml, conziderando-se gque
cada cflula vidvel originava uma coldnia.

Ho cazo de célulaz contidas em meio liguido, as dilulgedes
foram feitazs em scluclc estéril de Nall a 0,28 % { m-v 2. 0Os géis
de carragensa contendo células imobilizadas passavam por uma stapa
de soclubilizacdo preliminar, para que ©f nicrorganismos fossem
liberados em solucio, Para tal, procedia~sze 3 diluic3o de cerca de
0.2 g de ezferas de gel em um tubo de ensaic contendo 10,0 ml de
solucdo estéril de HaCl a 1 % < msvy D). Subsegiientemente, tal
suspensio era submetida, por 7 minutos, 3 temperatura de 45°C, en
um banho termostatico. Apds  este periodo, a suspensio era
homogeneizaaa em aglitador de tubos, cbtendo-se wuma solucio
bastante viscosa, a qual era, entio, convenientemente diluida em
solucio estéril de Nall a 0,28 % 0 mv 2 e inoculada em placas de
Pelri contendo meio de manutencgio.

A determinaglo da concentrac3c celular pela medida da
abzorbincia das solucdes fol feita diluindo-se a amostra de B a 10
veres em Agua destilada, de maneira a se trabalhar na faixa linear
aplicével aoc método. A absorbincia foi lida em espectrofotémetro,
a um comprimento de onda de 800 nm. Oz wvalcores foram convertidos
em biomassa através de uma curva que correlacionava massa celular
seca c¢om a absorbancia das respectivas solucdes microbianas. No
Anexo B, sncontra-se= a desericlo detalhada do méiodo de obtencio

da massa celular seca,.
2.7.5. Determinacic do pH

Q pH das amostiras foli medido diretamente pelo uso de wum

pHmetro.

3. 8. Procedimentos Experimentais
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3.8.1. Preparo dos meios de cultura

Os reagentes sdlidos dos meloz de cultura ¢ D-manitol,
extrato de levedura, peptona, glicose & Agar D foram scolubilizados
em Aagua destilada, nas proporcedes citadas no item 3.2 deste
capitulo, apds o que foram tratadas termicamente em autoclave a
izt por 15 minutes, € estansl ol adiclionado aoz melios de
cultura apds a esterilizacio dos mezmoz, depols gue estes tivessen
alcangado a temperatura ambiente. O mesmo procedimento fol adotado
para a adicldc do dcido acético.

No preparo do meic de incubaclo para o3z Lestes referentes
2 wverificacidc do efeite isclado do clorete de potiéassio e do
cloreto de cllcio na fermentacio com edlulas livres, adicionou-ze
estes sals de modo que s atinglsse concentracdes finals de até
0,08 M dos mesmos no meio fermentativoe. A esterilizagdo foil

feita nas mesmas condicdes citadas anteriormente.
3. 8.8, Preparo do pré-indculc

Com o objetivo de obier suspensdes microbianas de densidade
celular elevada, 1indispenzivel na fase de imobilizac3io, foram
desenvol vidos diversos procedimentos, os quals estio descritos a
seguir. Nestes experimentos, partia-se sSempre da cultura

liofilizada para garantir a reprodutibilidade dos resultados.

# Procedimento A _

1> Reativa¢d3c da cultura liofilizada contida em ampola tipo FTPT,
em tubo de ensalo contendo 5,0 ml de caldo manitel, em estufa a
30°C, por 48 horas.

2> Repicagem da cultura reativada em tubo de enszaio inclinado,
contends melo de manutencio, £ incubaclo em esztufa a 30°C, por 24
horas.

3> Inoculagdo de uma algada da cultura em tubo de ensaloc contendo
10,0 ml de meio de pré-indculo e incubaclo em estufa a 30°C por OB

horas.

4> Trasferéncia de +todo o volume da cultura crescida para



Capitule 2 Hotericls e Métodos - B

erlenmeyer de 250 ml de capacidade, contendo 50 ml de melo de
incubacio. Incubac3o em mesa rotativa a 30°C e 100 rpm, por 40

horas.

# Procedimento B 7
13 Reativagio da cultura liofilizada contida em ampola tipo FTPT,
em tubo de ensaioc contendo S,0 ml de caldo manitiol, em estufa a
zo0°C, por 72 horas.

22> Repicagem da cultura reativada em 70 ml de meio de manutencio
inclinade, contide em frasco de diluicd3o para andlise de leite de
170 ml de capacidade. Incubagic em eztufa a EOQC, por 72 horas.

2> Raspagem da cultura crescida em superficle & suspensio das
cé&lulas em VO ml de meloc de incubacd3oc. Transferénciz do material
para erlenmeyer de 2850 ml de capacidade e incubaclio em nmesa
rotativa a 30°C e 150 rpm, por 48 horas. 4

4> Adic3o de 50 ml de meio de incubacio. Incubacioc em mesa

rotativa a 30°C e 150 rpm, por 24 horas.

# Procedimento C

1> Reativacio da cultura liofilizada contida em ampola tipo FTPT,
em tubo de ensaic contendo B,0 mi de caldo manitol, em estufa a
30°C, por 72 horas. HNo caso de utilizac3o de ampola tipo CCT, a
reativacdoc é conduzida empregando-se 10 ml de calde manitol,
distribuidos em dois tubos de ensalo.

22> Replcagem em 30 placas de Petri contende meio de manutencio,
Incubacic em estufa a 30°C, por 72 horas.

3> Raspagem das ceoldnias crescidas em superficie e suspenzio das
mesmas em S0 ml de meio de incubacioc. Transferéncia deste material
para erlenmeyer de 280 ml de capacidade e jincubaclo em meza

rotativa a 30°C e 180 rpm, por 36 horas.

# Procedimento D

12 Reativaclo da cultura liofilizrada contida em ampola tipo FIPT,
em tubo de ensalo contendo 5,0 ml de caldo manitol. Incubacio em
mesa rotativa a 30°C e 180 rpm por 48 a B0 horas. No casoc da

utilizaclo de cultura contida em ampola tipo CCT, a reativacio &
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conduzida empregando-ze 10,0 ml de calde manitol, distribuidcs em
dois tubos de snsaio.

22 Repicagem em 50 placas de Peitri contendo meio de manutengcio.
Incubacioc em estufa a 30°C, por VZ horas.

33 Raspagem das colénias crescidas em superficie e suspensio das
mesmas em 50 ml de meio de incubacio. Transferé&ncia deste material
para erlenmeyer de 280 ml de capacidade & incubacic em nesa

rotativa a 30°C e 180 rpm, por 27 horas,

# Procedimento E

Ho caso da utilizaglo de slevados volumes de pré-indculo, oz
aumsntos de volume foram obltidoz através da adigl3eo diadria de
100 ml de meio de incubacico fresco i cultura cbhescida em
erlenmeyer de 250 ml de capacidade, obtida através do procedimento
D, e da distribuiclico desta suspensico celular em doisz novos
frascos, o quals eram mantidoz em mesa rotativa a 30°C e 180 rpm
por 24 horas, quando ze adicionava novamente o meic de incubac3o
fresco, repetindo-se esta operacio até que © volume de suspensio

celul ar necezzsario fosse alcancado.

2.8.3. Preparoc das particulas de gel contendo células

imobilizadas

o] proce © de imocbilizaclo de células de Acetobacler acetl
CCT 1724 env veu trés etapaz bisicasz : a obtencio da suspensio
poliméricaz a ser misturada aeo pré-indculeo, extruzloco da suspens3o
resultante desta mistura em soluclo contendo sal gelificante e
gelificacico das particulas.

Na primeira etapa, pesava-se uma determinada massa de
polissacarideo, de 0,51 a 1,13 g, & qual se adicionavam 18 ml de
fgua destilada estéril. Mediante agitacl3oc e adquecimento até 80°C,
ebtinha-se wuma suspensic homogénea. A temperatura da suspensio
polimérica era reduzida a 40°C, no caso de géls de carragena, a
35°C para a zsuspensdo de alginato e a 30°C para os géls de
pectina. Paralelamente, o pré-inéculo era termestatizade a 35°C.

Migturava-se, entio, & ml de pré-indculo i suspensio polimérica, e
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homogenel zava—se com bastio de vidro.

Na stapa subsegliente, procedia—-se & confecclo das particulas,
gotejando-se a suspensic obltida através de uma seringa hipodérmica
de S0 ml de capacidade, munida de uma zgulha de 1 mm de diZmestro
interno, =m 200 ml de uma solucZo aquosa e3léril contendo o sal
gelificante, sendo este cloresto de poléssic para a mairiz de
carragena, nas concentracées de 0,10, 6,50 & 1,00 M, ou de cloreto
de cilcio, a2 1,00 M, no caso de s utilizar pectina ou alginato de
sédio.

Com este procedimento, obktinha-se particulas aproximadamenie
esféricas de cerca de 3 mm de difmeitro, as quals eram mantidas
imersas em solugclio de gelificante por periodos de tempo de
10 minutos a 20 horas, a 10°C, em geladelra.

Imediatamente antes de sua utilizaclo, as particulas eram
separadas da solucic onde estavam imersas.ﬁpor filtraclio, sendo em
seguida lavadazs com 200 ml de Aagua destilada a 10°¢, para a
remocio do excesso de gelificante.

Todas ag etapas eram realizadag asseplicamente.
2.8.4. Testes para a selecioc da cepa

A determinacio da produtividade das cepas de CCT 01890, COT
1708, CCT 1724 e CCT 2013, ac longo do tempo, fol feita de acordo
com a descri¢lo que se segue. Para cada cepa testada, partindo-se
de um inéculo celular obtido segundo o procedimentc B descrito
neste capituleo, inoculou-se um frasco tipo fernbach de 2,8 1 de
capacidade, contendo 400 ml de meio de incubacio, com 100 ml de
suspensiio microbiana, com ¢ intuito de ze obler uma boa aeracio
durante o cultive., Cada frasco fol devidamente Ltampade <com um
rodilhio de algodioc estéril. Os experimentos foram conduzidos em
mesa rotativa a 30°C e 150 rpm, por 185 horas, onde se acompanhou
as variactes de concentracldo celular, por leitura da absorbiancia,
e de Acido acético, por titulaclo potencioméirica,

O critérioc de selecio da cepa fol baseado nas curvas obtidas
ac se graficar a taxa de produclo especifica de Acide acético

versus o tempo de fermentaclo, considerando-se que a linhagem que
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se apresentazse, por malor tempo, produzinde Scide acéiico a taxas

especificas razoavelmente elevadas, seria a mals adequada.

3.8.8. Método de obltencio da curva de variagcldo da taxs
especifica de producldo de Acido acético com o tempo de

fermentacio

A taxa especifica de producdo de dcideo acético, pp, para cada
cepa testada fol obtida calculando-se o valor da derivada da curva
de sintesze de produtoe, em pontos discretos, & de sua subsegiente
divisZc pelo valer da concentracde celular correspondente a sste
ponto, obtido da curva itracada para o crescimentoe celular.
Repetindo-se este procedi mento para diversos tempos de
fermentacio, obiém-se a curva de variaclo da taxa especifica ds

producic de Acido acético com o tempo.

3. 8.8, Testes para a avaliacioc do efeito das concentragdes de
cloreto de potéssio, cloreto de cilcecio, etanol & acido

acético no processo fermentativo

Os ensalos para a determinacio do efeito isolado da presenca
destes compostos sobre a produclo de &cido acético por células de
Acetobacter aceti: CCT 1724 foram conduzidos em erlenmeyers de
250 ml de capacidade, contendo 45 ml de meio fermentative
inoculados com © ml de suspensdo celular, obtida segundo o
procedimento D, descrito neste capitule.

0s meios fermentativos apresentavam a composicdo basica do
melo de ifncubagdo, ao qual se adicionou ou subtraiu os compostos
citades, variando-se suas concentragcdes, em cada frasco, de acordo
com as Tabelas 7 a 10.

Todos os ensaios foram condurzidos em mesa rotativa a 200 rpm
e 30 C, sendo interrompides apds 72 horas. Antes e apdsz as
fermentacdes, retirou-se amostras para  a determinacic das

concentragdes de scido acético.
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Tabela 7 - Composicio ez mel o fermentativo. Varlacio
concentragcio de cloretoc de potéssico no meio

incu cio.

Tabela 8 - Compozicio do nmelo fermentativo. Variaci3o

concentracio de selanol no melio de incubacio.

Ensaic Cone. de Etanol {(g-13
1 2,58
2 1C,4
3 18,3
4 z6,.28
5 34,1
& 42,0
v 49,9
B8 57,8
9 85,7

i0 21,5

da
de

da
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Tapela 3 - Compozigio do melo fermentativo. Variacio da

concenliracio de clorete de cldlceic no meio de incubacio.

Ensajio 1 2 3 4 LS &
Conc. de CaClz CmMO§ O,0 10 =0 30 40 50
Tabela 10 - Compesicio do meio fermentativo. Variacio da

concentragclio de sdcido acéditico no melo de incubacio.

Ensaio Conc. de Ac. Acético (gr1d
1 3,z
2 8,3
3 12,7
4 17,7
<] 22,8
& =7,9
7 32,4
8 42,8
9 83,5

10 83,3




Capitule =2 Moteriois o Métodos - B4

2.8.7. Testes para a verificagio da influéncia do polimero e

do meio de gelifilcacio na atividade do biocatalisador

Taiz experimentos foram realizados utilizando-se massas de
1,02 g de carragena ou pecitina citrica, e de 0,51 g de alginato de
zodio, © gue corraesponde a 4,858 X e 2,13 % (n'vDd, respectivamente.
A confeccBo das parlticulas de gel fol feita segundo o procedimento
descrito no item 3. 8.3 deste capitulo. Para os Lestes de avaliag3o
da atividade dos biocatalisadores, inoculou-se frascos erlenmeyers
de 250 ml de capacidade, contendo 80 ml de meio de incubacio, com
18 ml de particulas de gel. As fermentacdes foram conduzidas em
meza rotativa s 180 rpm e 30°C, por 212 horas. HNo decorrer das
fermentagdes, avaliou-se as concentracdes de Scido acéditico,
Paralelamente, foi conduzrida uma fermentacdo com bactérias livres
em soluclo, com a mesma concentragio celular inicial que os

ensalos envolvendo géis.

32.8.8. Testes para a avaliacio do desempenho do
biocatallisador, utilizando—-se carragena como suporie

de imoblilizacico

Us ensalos subsegiientes, onde foram utilizados géis de
carragena, foram conduzidos em erlenmeyers de 2850 ml de
capacidade, contendo 40 ml de meio de incubacio inoculados com 10
ml de particulas de biocatalisador. Az fermentacgdes foram

reazlizadas em mesa rotativa a 200 rpm e 30°C.

2.8.9. Testes para a avaliacdo dos efeltos das wvarifvels da

imokbilizac3c na estrutura final do suporte

Estes ensajios foram conduzidos utilizando—se a montagem
experimental descrita no item 3.86.2 deste capitulo, tendo-se como
base o fato de que © escoamento de solucdes aquosas de sacarose
através de leitos de géis fragiliza as particulas pelo acesso
deste ag¢Ucar ao interior das mesmas, fragilizande suas estruturas

e tornando-as mals susceptivelis 3 deformagcio. Assim, leitos
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constituidos de particulas de géis podem ser caracterizados
através das permeabilidades atingidas em estado estaciondric, uma
ez que o inverso da permeabilidade representa a resisténclia aoc
escoamnento no melo poroso,

Os gé&is Lestados foram oblidos segundo a metodologia descrita
no item 3.8.3 deste capituleo, utilizando-se células de Acetobacter
geeti CCOT 1724 niEoc visdvels.

C  empacotamento do leito de particulas submetidas Y
caraclterizacio fol feito colocando-se um volume adeguade C S0 ml D
de pellets de gel, de composicBo definida, no interior da coluna.
A solugido de sacarose, a 1,8 % (mv), era alimentada continuamente
na parte inferior da coluna com uma vazlo inicial muito baixa, a
gual era mantida até gue a coluna estivesse completamente cheia.
Ezste procedimentio inicial minimizava a formagdo de boalhas de ar no
interior do leito. Em seguida, a vazl8o era regulada para
186,13 ml- s e os dados de gqueda de pressic eram coletados aoc longo
do tempo, por cerca de 150 minutos.

A determinacio da permeabilidade do leito era obtida apds a
establilizaclco da deformacico, aplicando-se a lel de Darcy. 4 queda
de press3o relativa ao sistema sem particulas de gel era
descontada do valor total. Para o escoamento a vazio constante, a

queda de pressic & uma funcio da permeabilidade do leito

&P . % g
L k A cen

onde
&? : gqueda de prezssio
# : viscosidade do fluide
q vazl3o de escoamento do fluido
L comprimento do leito
k permeabilidade do leito

area da seccgdo transversal do leito

B

3.8.10. Testes para a avaliaclo do efeito da imobilizaci3c na

respiragio celular

As taxas de respiragio celular foram medidas a 30°c,
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utilizando-se um eletrodo polarografico para a determinacio do
consune de oxigénio, segundo a técnica desenvolvida por Paz [48]1.

Az amostras, contendo células livres ou imobilizadas, foram
adicionadas as solucdHes-teste previamente aeradas &
termostatizadas contidas na cubsta de medida. As taxas de consumo
de oxigénio foram medidas em cubsta fechada, imsdiatamente apds a
imobilizacio celular, incluindo-se a etapa de gelificacioc, de modo
gque © c¢rescimento microbianc fosse dezprezivel neste intervalo de
tempo.

O cdlculo da taxa especifica méxima de respiracio celular foi
feito tomando-se © valor méximo da derivada da curva de decréscimo
percentual de concentracio de oxigénio dissolvide em solucio ao
longe do tempo. Este valor foi obtide através da inclinaglo do
trecho linear da curva citada, sendo dividido pela massa total de
células presentes em soluslfc. Na Figura 18, s3o apresentadas as
curvas tipicas de consumo de oxigénio obtidas para células livres

e imobilizadas.

to0 -
A B
Concentracio
de Oxigénio 50
(% de saturaciod \\
o ~ -
T 14 o 10 20
Tempo Cmind
Figura 43 - Curvas tipicas de consume de oxigénio por células
livres { A2 & imobilizadas em carragena ¢ B 2, a

30°C.
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2.8.11. Método de cllculo da converszsio de etanol e da

producio de acido acélico

A fracio convertida, XE, de etanol , &t simplesmente
conversdo, fol definida como a fraglo de reagente convertida em
dcicdo acédtico. Como a oxidasio de um mol de etanol origina um mol

de Acide acético [5], tem-=ze que

Na = HE - Hg Cion
P o
ondes
NAP - ndmero de moles produzidozs de idcido acético.
NEG — ntimero de moles iniclais de =tanocl.
Ne -~ nimero de moles de etanol, em um determinado tempo.
Assim, '
Na
w = P
£ NE C11>
©
ou
Na - NAa
X, = — 120
NE
o
onde
Ha - nimsro de moles de acido acdiico, em um determinade tempo.
NAO - nUnmero de moles inlcials de Acido acético.

Para se obter a convers3o percentual de etancol, basta gue se

mul tiplique X por 100 %.
2.8 12, Cilculo do rendimento global

o] fendim@nto global, YP/x' foi definido como a razido entre a
masza de scido acético formado, m, &0 nimero de células totais,
entre livres e imobilizadas, n,,» presentes no sistema composto por
40 ml de meio de incubacloc e 10 ml de particulas de gel, ou por
50 ml de meio de incubaclo inoculado, no caso de fermentacdes com

cé&lulas livres.
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- Calculo da massa de Acido acéticeo formado
A massza de acido acético formade por litro de meio de

incubagcic, MP, pode ser calcoulada pela seguinte relacio

MP = % ¢ CEO »® PMP C13D
onde
xE - fracic de stancl converiido.
Cgo - concentracio inicial de etancl no meio de culitura Cmol 1D,
PMP -~ peso molecular do Acido acético.

Corrigindo-se o© wvalor calculade para o volume de meio

presente durante a fermentacio, oblém-se

m, o= Vumr #® MP €143
com
Var = 40*10ﬁ31, para sistemas com ¢é&lulas imobilizadas,
ou
Vmx = 50*10431, para sistemas apenas com células livres.

- Calculo do ntimero total de células presentes no sistema
Como a densidade dos géis obtidos &€ bastante préxima da
unidade, n3c sofrends variacdes significativas durante os ensaiocs,
¢ numerc total de células em sistemas com microrgani smos

imobilizados € dado por

n, = Ci » 10 g gel + Cs % 40 ml c1so

onde
C1 — concentracio de células imobllizadas (ufcrsg geld.
Cs — concentracio de células suspensas no meio de cultura

Cufc/mlD.

FPara ensaioz envolvendo apenas célulaz livres =m solugio

nx = Cg ¥ 50 mi Ci652

3.8.13. Testez do sisitema de fermentacio em biorreator

C sistema de fermentac3oc em bicorreator foli testado nas
condicdes experimentais descritas como se segue. Nestes ensaios,
foi adicionado o antliespumante industrial FG10, para evitar perdas

do meio de cultura pela produg3o de espuma.
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2.8.13.1. Fermentacdes com cé&lulas livres

Para a2 avaliacio do efeito da.presséo parcial de oxigénio no
processo fermentativo, inoculou-se bilorreatores de geomeiria
descrita neste capituleo, contendo 140 ml de meio de incubacio, com
1C ml de suspensio de dcetobacter acetiy CUT 1724, A concentracio
inieial de células nos biorreatores foi de 3%10° ufesml. Um dos
reatores foi alimentado com oxigénio puro, outro  com ar
comprimida. Em ambos o= casos, a vazio dos gases fol mantida em
Z30 mlosmin, & a tempesratura de reacio, em %4°C. Paralelamente foi
conduzida uma fermentacfo em mesa rotativa a2 180 rpm e 34°C, e
erlenmeyer de 250 ml de capacidade, contendo a mesma quantidade de

melo inocul ado.
2.8.13. 2. FermentacHes com células imoblilizradas

Em uma etapa preliminar, foram conduzidos alguns ensaios em
biorreator wutilizando-se uma rotina experimental =semelhante &
adotada por Osuga = colaboradores [8]), para os microrganismos A,
areti CCT 0190, A. pasteuwrianus CCT 1708 e 4. aceti CLCT 1724,
cujos indéculos foram obtidos =segundo o procedimento A descrito
neste capitulo, da ordem de 10° ufesml. A imoblilizacls celular
envolveu matrizes contendo 3,0 % (m-v2 de k-carragena, de marca
Sigma, tipo III-C1283, gelificadas em solucic de KCQI a 2,0 X%
Cmsvd, a 10°C por 20 horas. Subzeqglientemente & stapa de
imobilizagdo, inoculou-se © biorreator, contendo 137 ml de meio de
incubacio, com 13 ml de particulas de gel. Az fermentacd®ez foram
conduzidas nas seguintes condigdes
~ Vazio de alimentacio de oxigénio = 220 ml- min.

- Vazio de alimentacioc de meio de incubaclio = 137 mi.h.
~ Temperaturas de reaclo = 30 e 34°C, para cada cepa.

Estas condi¢des foram mantidas por 72 horasg, e a partir deste
periodeo, © meioc de incubaclc fol substituide por um meio de
produclc, & vazdo de B4 ml-h, contendo 0.2 % (m/v) de gliceose,
0,2 % (m/v) de peplona e 0,2 % (m/vd de extrato de levedura, além
de 1,0 % (vr/vD de adcido acético e de 4,0 % (v-/vd de etancl a 85 %4,
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Em testes subsegientes, imobilizou-se células de Adcetobacter
acetl CCT 1724 (Cindculo de 8,8*10? ufe/mly em matrizes contendo
4,3 % (m-/v2 de k—carragena de marca Hércules do Brasil,
gelificadas em solugdo aguosa de KCI a 1,0 M, por 10 minutes. O
biorreator, contendc 137 ml de meio de incubacio fol inoculado com
12 ml de particulaz de gel. A fermentacdc fol conduzida em
descontinuo, com vazdo de alimentacio de oxigénic de 230 mlomin e
temperatura de 30 C, até gue se observasse o desprendimento de
células da matrlz, detectado através da turvacB3co do meio de
ecultivo, segundo a indicaclo de Sun e Furusaki (10}, A partir
deste momsnto, alimentou-se o sisztema com © meio de producdo cuja
composicio fol deserita anteriormente, a uma vazio de 58 ml-h, por
B0 horas, mantendo-se as outras condicdes constantes,

Em um ensaic adicional, inoculou-se o biorreator, contendo
180 ml de mzic de incubacdo, com 20 ml de particulas de gel de
k—carragena, de marca Hércules do  Brasil, a 3,8 % (m v,
preparadas a partir de um indcule de 3%10° ufesml. A matriz foi
gelificada em solucdo aquosa de KC1 a 1,0 M, a 10°¢c, por 10
minutos. Paral el amente a este ensaio, foi conduzida uma
fermentacic em biorreator idéntico, com células livres, na mesma
concentracfo micreobiana gque o experimentc envolvendo células
imobilizadas. As condigdes experimentais destas fermentacbes
descontinuas 8o descritas como se segue
-~ Vaz3o de alimentaclo de oxigénio = 307 ml-min.

- Temperatura de reaclo = 30°C.

He decorrer deste experimento, acompanhou-se a variacio de

concentracio de c¢élulas livres em ambos o3 reatores, bem comd as

variacdes de concentragio de glicose, etanol e &cido acético.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Desenvolvimento e Padronizacio de Melodologia para a

Obtengio do Indculo Celular

Uma das etapas de malor dificuldade durante o desenvelvimento
do itrabalho experimental fol a cobtencio de um indculo microbiano
que apresentasse concentracio celular adeguada aos ensaios gue se
pretendia realizar.

Em experimentos preliminares, utilizou-se o procedimento A,
descrito no item 3.8.2 do capitule “Materiais e Métodos" deste
trabalho, para a obtencdo do indculo celular. Tal procedimento foi
baseado no trabalho de Osuga e colaboradores (9 e, através dele,
chteve—-se, neste trabalho, inéculos com concentracdes celulares da
ordem de 10* a J,'C)5 ufc-ml, gque se mostraram insatisfatdrios tanto
aos processos de imobllizagioc como aocs de fermentacdo, por
conduzirem a fases adapltativas "lag" excessivamente longas. Desta
forma, tornou~se primordial a obtencio de indculos mais
concentrados e gque conduzissema fases "lag"” mels curtas.

Com o objetive de =se preparar suspensdes celulares mais
denzsas, Sem a necessidade de centrifugacio, e de acelerar a =tapa
de preparacio do indcule, foram intreduzidas as modificacdes
descritas come procedimentos B, C e D, no capitulec 2 destes
trabalho. Tais alteracdes, constando princlipalmente de repiques
daz culturas na superficie do meioc de manutencio, conduziram a
indculos mals concentrados, pois a guantidade de oxigénio
diSponive_l para o crescimento microbiano € bastante grande para
cultivos em superficie, favorecendo a reproduclo de células

aerdblcas, como as de Acetobacter. Os resultados obtidos com as
metodologias citadas podem ser observados na Tabela 11. Os limites
inferiores e superiocres das concentracdes celulares obtidas
referem-se a indculos resultantes de ampolas tLipo FTPT e CCT,

respectivamente.
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Tabela 14 - Concentracdes celulares e tempos dispendidos na
preparacio do indculos, segunde oz procedimentos A,

B, ¢, De E.

Procedimento Tempo Ch Concentracio Celular Cufc- ml>

4 L

& =203 da ordem de 10 - 10

B 216 da ordem de 10ﬁ

C 180 da ordem de 10"~ 10°
7 o

D 147 da ordem de 10 - 10

E 171 da ordem de 106

WMilizando~-se o©s procedimentos B e E para a obtengio de
indculeo, cobservou-se uma sensivel reducioc na fazse de adaptacio
microbiana durante as fermentagsdes, se comparada &s alcangadas com
as outras metodologias. Tal fateo deve-se, provavelmente, &s
sucessivas adicdes de meio de culitive as suspensdes microbianas,
provocando uma exposicio gradativa e mais prolongada das mesmas a
elevadas concentragcdHes de Acido acético. Desta forma, foi possivel
obter indculos mais adaptados ao Aacido acético, capares de
suportar condigcdes experimentais mais drasticas, ainda que os
mesmos nio se apresentassem  t30  concentrados ao  final do
pré—cultivo.

O procedimente D apresentou—-se bastante reprodutivel, sendo,
entio adetado guando se necessitava de um velume de até B0 ml de
infculo celular, enguanto gue o procedimento E fol utilizado

guando se requeria volumes de até& 100 ml de suspensdc celular.

4.2. Fermentagdezs com Células Livres

4.2.1. Verificacgisc da produtividade dos microrgani smos

utilizados e de suas caracteristicas fermentativas

Apds a incculacdc dos meios fermentativoz com as cepas a



Caplitulo 4 Foegul tades e Discussdo - 73

serem testadas, isoladamente, retirou-se amostras periddicazs do
caldo fermentado. As variacdes ao longo do tempo das concentracdes
celulares e de dcide acédtico podem ser avaliadas pelas curvas
reprezentadas nas Figuras 17 a 20,

Pode-ze observar, em todos os casos, uma forte assocliacio
entre o crescimento da populacio bacteriana e a producidco de acldo
zeético. HoLa-zse também, nas fermentactes com todos os
microrganismos, a presenca de duas fases logariimicas distintas
tanto para o crescimento celular, como para a producdo de scido
acético.

Por um certo periocde de tempo, durante a primeira fase de
crescimento, as c&lulas se reproduziram a uma veloclidade
aproximadamente constante, apdés o gque s8c notados o5z efeitos
inibitérios da présenca de acido acético no meio de cultura, pela
diminuic3c nas tawas especificas de produgioc de &cido acético. O
final da primeira fase de crescimento expressa a adaptaclc das
cé&lulas hs elevadas concentracdes de acido acético no meio de
cultura. Apdés este periocdo, hid um novo aumento nas taxas de
crescimente celular e de sintese de dcido acélico.

Eztes resultados s8¢ similares a0z obtidos por Mori e
colaboradores [45), que observaram perfis semelhantes nas curvas
de crescimentc celular de Acelobacter rancens ac longo do tempo,
para concentracdes iniciais de Acido acético sSuperiores 3
17,6 g-l.

A produtividade dos microrganismos testados foi avaliada com
base nas curvas de variaclc das taxas especificas de formacio de
dcido acético ao longo do tempo, az gquals podem ser observadas no
Anexo (€, nas Figuras Al a A4, Seleclonou—-se a cepa 4dcetobacter
aceti CCT 1724 para os experimentios posieriocres, por esta linhagem
apreszentar, durante o© malor intervaleo de tempo, menores
decrészscimos nas taxas especificas de producio de Acido acético,
indicandeo uma sintese de produto satisfatoriamente estivel ao
longo do tempo, embora ndc se tenha alcancado, com esta cepa, os
maiores valores absolutos de uP, se comparado aos obtidos com os

outros microrganismos.
Ne Anexo D, pode—se observar a morfologia das células e das
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frasco, a 180 rpm e 30°C. Concentracfic inicial de
células : 4,9%10° ufcsml.
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coldnlas obltidas com a cepa CCT 1724. Esta linmhagem apresenta,
logo apdbs a eltapa de reativaclo da ampola liofilizada, caoloracio
résea para o teste de Gram sendo, portanta, Gram-negativa, como se
pode avaliar na Figura Fl. Depols de cerca de 200 horas em meio de
inpcubacio, as ;élulas podem apresentar um resultado positivo para
o teste de Gram, tornando-se roxas. Esta variacio nic £ incomum
para as célulazs de Adcetcbacter [4]1. Na Figura FZ2, observa-se gue
as coldnias formadas 2o aproximadamente circulares e de coloragio
bege. As célulaz isol adas, por sua vez, Lém a forma aproximada de

baztonetes cocdides, ocorrende geralmente aos pares,

4.2.2. Efelitc da concentracdc inicial de slanol no processo

fermentativoe

2 A Figura 21 mostra as varlacdes de produclo de acido acético
aem funcio de diferentes nivels de concentragcdes iniciais de stanol
no meio de incubagdo, para fermentacdes em erlenmeysrs com
Acetobocter aceti CCT 1724, conforme procedimento descrito no item
2.8.8 deste trabalho,

A faixa dtima de concentracdes inicials de eltancl para a
produgdco de acido acéticeo localliza-se entre 10,4 a 34,1 g-l. A
partir da concentraclo inicial de etancl de 34,1 g-1, h& um nitido
decréscimo na produclico de acido acético, a qual se estabiliza em
um valor minimo para concentrag@es superiocres a 57,8 g-1.

Mori e Terui [44]1 obtiveram resultados similares, observando
que a3 taxas especificas miximas de produgido de dcido acético para
Acetobacter rancens foram verificadas na faixa de concentracdes de

stanol compreendida sntre 20 & 30 ml L.

4.2.3. Efeito da concentracio inicial de &cido acélico no

processo fermentatbivo

A Figura 22 mosira as variacbes de produglo de Acido acético
em funcio de diferentes niveic de concentra¢des iniciais deste
composto no meio de incubacdo, para fermentacdes em erlenmeyers

com Acetobactler cceti CCT 1724, conforme procedimento descrito no
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item 3.8.8 deste trabalho.

Os dados experimentals indicam gque a producfo de Acido
acédtice & crescente para concentracdez iniciais de até 8,3 g-l
deste composto em solucio. Para concentracdes superiores a esta, a
sintese de Acldo acélico decresce significativamente, permanecendo
estdvel em valores proéximoz a 3 g1, © gque caracteriza uma forte
inibicic de sua producic pela presenca de elevadas concentracdes
de adcldo acético.

Assim, a inibicl3c pelo idcido acético ¢ bem malor que a
obzervada por stanol, ¢ gue indica que esta cepa n3o & adaptada &
prezenga de elevadas concentracdes de produto ne meic de cultiveo

testado.

4.2. 4., Efeito das preszencas iscladas de cloreto de potissio e

de cloreto de cidlcioc no priocesso fermentative

Diversos autores sugerem a suplementacdo do meio fermentativo
com o sal gelificante empregado na confeccico dos pelleits contendo
células imoblllzadas, para garantir a establilidade quimica e a
integridade mecinica do gel formade [ 8, 10, 14, 30 1. As
quantidades adicicnadas s3o bastante variiveis, alcangcando amplas
faixas, como 0,5 g-1 de CaC12* 2 H20 (3.4 mM> para o alginato de
cileio [30] e 11.1 g1 de CaClz (200 mM>) para a pectina citrica
[147.

Az curvas apresentadas nas Figuras 23 e 24 mostram as
variacdes de producioco de &cido acético em funclo de diferentes
concentracdes inicials de cloreto de polissic e de cloreto de
cidlcio no meioc de incubac3o, para fermentacdes em erlenmeyers com
Acetobacter aceti CCT 1724, conforme procedimento descrito no item
3.8.6 deste trabalhe. 0z resultados obtidos indicam que o efeito
inibitério dos ions potissic & bem menor que oz dos fions cidlcio na
producio de Aicido acético, para concentracdes maiores que 20 mM
destes sals no meilo fermentativo., Ho intervalo de concentracdes de
clorete de cllcliec de C,0 a 20 mM, este szal funciona,

aparentemente, come um ativador, aumentande a preoducio de acide

acético.
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4.3. Experimentos com Células Imobilizadas

4.3.1. Caracterizacio dos efeitos da imobllizaclio celular no

processoe fermentativo

¢ conhecimento da influéncia das Varié#eis envol vidas na
imebilizagclo celular & de fundamental importincia para a
preparagio de um bioccatalisader gue apresente um bom desempenho, e
embora alguns tipos de polissacarideos tenham sido extensivamente
utilizados para este fim, hd pouca uniformidade nas condicdes de
inobilizacic citadas pela literatura. Dentre as diversas varidvels
que tém efeito comprovado na formagic da malriz deste tipo de
suporte, e na atividade do biococatalisador, testou-se as que estio
relacionadas nos itens que se seguem,

Como regra geral, tanto as fermentacdes com célulag livres ou
imobllizadas em géis hidrofilicos apresentaram uma longa fase
logaritmica, como pode ser observado na Figura 285, com a divisao
desta fase de crescimentoe em duas etapas.,. Multas vezes, no
entanto, niac € possivel a observaglo deste tipo de perfil, devido
ac nimero restrito de pontos experimentals. 0 atraso da
fermentacio conduzida com células imebilizadas em relacdo is
livres em soluclo pode ser explicado pelos efeitos de
trangferéncia de mazssa intraparticula.

Durante a fermentacio, as particul as passaram de
transparentes para opacas & esbranquicadas, havendo ©
desprendimento de células do gel, verificado através de turvacio
do meio, avaliacdez microzscédpicas e contagem de células vibvels,
realizadas em amostras do sobrenadante.

A producdc de Acido acéltice fol portanteo, resultante do
trabalho de células livres ¢ imobilizadas., Ozuga e colaboradores
[9] & Sun e Furusaki [10) fizeram observacheszs similares, notando a
presenca simultinea de células suspensas e imoblilizadas em
reatores operands continuamente, com células de Adcetcbacter aceti
imobilizadas em matrizes de k-carragena e de alginato,

respectivamente.

No Anexo D, nas Figuras F3 a FS, pode—se observar claramentie
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o crescimento bacleriano nas regifes periféricas e na superficie
do gel, com a formagde de pegusnas coldnias apds cerca de 100
horas de incubachlo em mesa rotativa a 30°C e 200 rpm. Ezte tipo de
crescimento foi verificado por diversos autores [3, 10, 23, 24,
32, 31, 48}, sendo devido & malor disponibilidade de nutrientes,
principalmente, de oxXigé&nio, nestas regldes. Desta forma, nas
partes centrais ni3oc ocorre o desenvolvimentoe de colénias tio
robustas como az encontradas nas proxdmidades da superficie da
particula.

A reducdc do coeficiente de difusfo de diversas substincias
para o interior de particulazs de gel fol estudada por alguns
pesqul sadores [ 25, 28, 381, sendo mals acentuada guanto maior a
concentracdo de polissacarides. Este comportamento € justificado
pela diminuicio do tamanhoe dos poros com o aumento da concentrac3o

de polimero, limitande a difusds de substiratos e produtos.
4.3.1.1. Influéncia do tipo de suporte

A aplicabilidade consagrada de diversos polimercos naturais e
sintéticos como matrizes para a imobilizacBo de célulag vidvels
motivou © estudo da utilizacio de géis hidrofilicos 3 base des
k-carragena, pectina citrica e alginateo de sddio. ©s experimentos
foram conduzidos segundo as condicdes descritas nos itens 3.8.3 e
2.8.7 do capitule de '"Materiais e Métodos" deste trabalho,
utilizando-se percentuais de pectina e carragena de 4,25 % e de
2,123 % para o alginatoc de =sddieo (concentracio total de
poliszacarides na matrizd, uma vezr gque, com estas composicdes,
obtém—se suspenstes de polimercozs de viscosidades semelhantes.
A concentraclo do indcule empregads ol de 1,6*106ufcfml.

Como pode ser vizto na Figura 26, oz efeitos da imcbilizacio
na atividade biocatalitica dos microrganismos sd3c bem mais
acentuados para os géis de pectina e alginate que para o gel de
carragena. lsto se deve, provavelmenie, 2 inibicdeo causada pelos
ions c&lcioc presentes obrigatoriamente nas matrizes dos géis de
pectina e alginato, uma vez que os efeitos inibidores dos agentes

de gelificac3c foram comprovados experimentalmente com células
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livres, sendc mais brandos no cazse dos {fons peotissie, para
concentracdes acima de 20 mM.

Cutro pozszfivel motive para eztazs wvariagdes nas atlividades
biccataliticas & a provavel diferenca entre as estruturas porosas
daz matrizes formadaz, daz guzls dependem a difusio dos substratos
2 a facilidade de desprendimento das células do gel,

Comparando-—se © desempenhc das células nos varios geéis,
obtidos com concentracdes de gelificante de 1,0 M e tempo de
gelificacio de 10 minutos, pode-ze obzservar gque o suporie de
carragena ofereceu melhores condicgdes para o crescimento das
células de Acetoboacter ccetli em seu interior, e gue o sistema €
baztante sensivel & =salinidade. Suportes de pectina e alginato, se
gelificados em condi¢des mals brandas, provavelmente permitirio

melhor c¢rescimento das células em suas matrizes.
£4.3.1.2. Influénecia da concentraclo inicial de células

A concentracio celular & um fator determinante na
imobilizaclo de células de Acetobacter aceti. Somente a partir de
concentracdes iniciais da ordem de 10% ufecrml & que se obleve
tempos razoadvels de “Ylag"” no processo & um bom crescimento
microbiane nos diferentes géis.

Oz resultados apresentados nas Figuras 27 e 2B foram obtidos
com concentracHes de celulaszs da ordem de 106 ufersml, indculoc
dilufido, e 10° ufersml, indcule concentrado. UObservando-se a
producio de dcido acéltico com o tempo, verifica-se que, para o gel
de carragena, a estrutura porosa n3o limita o suprimento de
oxigénio e de nutrientes para as células. As diferencas dos niveis
de conversio nas 212 horas de fermentaclio foram devidas as mais
prolongadas fases 'lag® para o indculeo diluido, e as elevadas
taxas de svaporacioc do stanol aoc longeo do experimento.

Para o suporte de pectina, no entantcoc, o baixos valores de

conversao de etancl obtidos, praticamente dentro do erro

experimental, n3c permitiram conclusdes desta natureza, embora a
conversic de 4cido acético tenha sido ligeiramente superior no

taso do indculo diluide, quando comparade ac concentrado.
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imobilizacdo de Adcetobacter aceti CCT 1724, em géis de
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conversic de etanol & d&cido acético por célulazg de
Arcetecbacter aceti CCT 1724 imobilizadas em diferentes
géizs hidrofilicos. Fermentacdes conduzidaz em frascos,

a 180 rpm e 30°C. Concentrac®es de polissacarideans
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sédio = 2,13 % Concentracdes celulares : indculo
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O suporte de alginato de sbédio n3o permitiu o crescimento
significative das células em 3suas matrizes, provavelmente devido
iz condigdes agressivas da etapa de preparacic.

Azsim, nos experimentos subseglentes, empregou-se indculos
com concentragdes celulares superiores a 12107 ufersmli, a fim de
ze eviltar longaz fermentacdes, onde  inevitavelmente haveria

acentuada perda de substrato por evaporacio do etanol.
4.3.1.3. Influéncia do meic de gelificacio

O meic de gelificacic tem um efeilc marcante na estrutura do
suporte, o gque resulta em apreciivel influéncia na atividade do
biocatalisador. Para o teste dos efeitos do meio de gelificacio,
solubilizou-se © agente gelificante em adgua destilada ou em meio
de incubagio, de modo gue ambas as solucdes tivessem concentracdes
finais de 1,0 M em clorete de potissio ou cloreto de cllcio. Tais
ensaios tiveram por cobjetivo proporcicnar as células um ambiente
menas hostil durante a etapa de gelificaclo, mantendo—se © mesmo
efeito do agente gelificante, de forma que as extensas fases “lag"”
de crescimento celular e producdc de acido acético observadas
durante o processo fermentative fossem reduzidas. 0Oz experimentos
foram conduzidos segundo as condiedes descritas nos itens 3.8.3 e
3.8.7 do capitulc de "Materiais e Métodos' deste irabalho.

Dos resultados apresentados nas Figuras 228 e 30, pode-se
observar os malores valores de convers3co de etanol obtlidos nos
experimentos onde o© agente gelificante fol d4diluide em melo de
incubagldc, Durante o3 ensaios, cbssrvou-se que o crescimente das
células no gel fol bastante acentuado, bem comc a liberac3o de
microrganismos no melo de cultura. Assim, pelo perfil das curvas
de producloc de 4cido acético com © tempo, observa-se que houve
maior contribulcdo das células livres em relac3o hAs imobilizadas,
sem reducdoc aparente da extensio da fase “lag"®. Embora o
crescimente celular tenha sido favorecido nestas condicdes de
gelificacio, a estabilidade das matrizes obtidas & bastante baixa,
resultande em grande fragmentaclo doz gfis, © que torna sua

utilizacao pouco adequada. Desta forma, nos experimentos
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conduzidos posteriormente, opltou-se pela diluiclieo do agsents

geiificante em Agua destilada.

4.3.1.4. Infludnecia do tempo de gelificacio, da concentracgio
de polissacarides & da conceniracic do agente

gelificantes

Cheetham e colaboradores (223, imebilizando cé&lulas de
Saccharomyees wvarum em géis de z2lginato de cileio, observaram a
Iinfludnecia da concentracio de polissacarides ¢ a sxisténeia de uma
relaclBo tempo de gelificagioc-concentiracdo de gelificante no
processo de formacio da matriz polimérica. Com géis de carragena,
pode—~se observar o nesmo fendédmeno. Processos rapidos de
gelificacio, da aordem de minutos, envelvem slevadas concentracdes
de KCl, enguanto gque, para solugdes de gelificante mais diluidas,
& necessério um maior tempo para que a reacio se complete. Quando
a gelificacloc ocorre apenas parcialmente, a regiidc central da
particula tende a permanecer mais fluida que a sua superficie.

Desta forma, com o intuite de se avaliar os efelitos destas
variavelis na atividade dos blocatalisadores formados. Lltestou—se
diferentez condi¢des de gelificaclc, oblendo-se as curvas de
variacio de conversio de elancl com o tempo expressas pelas
Figuras AS a A&E, no Anexo €. Az condigdes de realizacio dos
experimentos s3c citadas nos iftens 3.8.3 e 3.8 8, utilizando-se
concentracdes de 3,683 e 4,71 % de carragena na matriz, uma vez
que, nesta faixa, existe uma diferenga significativa nas
viscosidades das suspensbes poliméricas obtidas.

A anidlise dos resultados, os gquais podem ser observados nas
Figuras 31 e 32, fol felta em relacio 2 conversidc de etanol e A
concentragcdo de células livres, que se desprenderam do gel, ao
final do ensaio.

Para uma mesma concentracdo de gelificante & um mesmo tempo
de gelificagdoc, variando-se a concentrac¢io de polimero, observa-se
gque  ©OS perfis de producio de dcido acético sao pouco
di ferenciadoz, gquase sempre havendo um retardo nas primeiras horas

para o©os géis contendo maior massa de polissacarideo. Assim, ao
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5 4,71 1,00 60 minutos
7 4,71 0,10 14 horas
8 4,71 0,10 20 horas
Figura 31 - Influéncia da concentraclo de carragena, do tempo de

gelificagio e da concentracio da solug3o de KC1 na
conversic de etanol por células de A. aceti CCT 1724

imobilizadas, apds 1189 horas de fermentaclo conduzida

em frasco, a 200 rpm e 30°C.



Capftulo 4

Resul tados e Discussdic - 9O

o
i

tn
{

pensas {ufo,/ml) )

ES
|

7]
|

wd
|

Log { Conoentracho de Células Sus
ha
1

]

1 2 3 4

56 & 7 &

Fermentacfo

Fermentacio Concentracic de Canc§ntrac5o Temps de
Carragena €20 de KCI CM Gelificacio
1 3,863 1,00 10 minutos
P 3,83 1,00 50 minutos
3 3,63 ¢,10 14 horas
4 3,563 ¢,10 20 horas
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Figura 32 - Influéncia da concentracio de carragena, do tempo

gelificagdo e da concentracdo da
acett COT 1724 de
apds 1192 horas
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final de 119 horas de fermentaclc, praticamente n3o se observa
variacdo na conversio de etanol com a concentracfo de polimero. A
liberacidc de cé&lulas no meio fermentativo, no entanto, foi um
pouco mals acentuada para géis contendo maiores concentraces de
polimero, devido ac fato de que malores guantidades de polinmero
coriginam géis com diferentes caracteriszticas estrurais.

Avaliando-se o efeito dos diferentes tipos de gelificaclo na
conversao de etanol cobtida ao final de 118 horas de fermentacio,
as matrizes gelificadas de maneira rapida apresentam wvalores
menores, poszivelmente devido & diferenca estrutural existente
entre estas & as gelificadas lentamente, com diferentes
distribuicBes de tamanhos & guantidades de poros.

Exbora haja uma sensivel diferenca entre os valores de
conversic de etanol para as gelificacdes rapidas e lentas,
mantendo~se fixa a concentraclo do polimero, nd3c se cobserwva
variacdes apreciiveis da conversdo com © tempe de gelificac3o,
para a mesma concentraclio de KC1, apesar dos perfis daz curvas
zerem um pouce distintos.

Para os biocatalisadores gelificados lentamente ( em solugcdes
cont.ende KC1 na concentracdo de 0,1 M», ao final do pericodo de
fermentagdo, observou-se um maior nivel de liberacZo de células,
se comparade ac obtido com matrizes gelificadas de maneira rapida.
Experimentalmente, observou-se também uma maior fragmentacio
destas matrizes, o© que conduz a diminuicio nos efelitos de
t.ransferéncia de massa.

A variacdo do tempo de gelificacio para o processo rapideo,
envol vendo concentraces de KC1 de 1,0 M, praticamente ni3o
influencia a liberacio de células e a conversio final de stanol. A
liberacdoc celular, para matrizes gelificadaz lentamente, &, no
entanto, afetada por esta variavel.

Assim, pode-se estabelecer que as varidvels que mais afetam o
siztema s80 a conceniracldco do agente gelificante e a concentracioc
de polimero. A variacio da concentragio de polimerco influi
diretamente na estrutura final da matriz, pouco afetando a
viabilidade celular. A concentracfo de gelificante, no entanto,

afeta estes dois parimetros de maneira bastante marcada.
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Para se avaliar apenas o efeito da concentracio de polimero
na estrutura da métriz, realizou-se um experimento onde o
percentual de carragena variocu em uma faixa mais ampla, entre 1,5
e 4,8 X, mantendo—-se a concentragio do gelificante e o tempo de
gelificacdc em 0,8 M & 2 horas, rezpectivamenis, de maneira a
submeter as cédlulaz a efeitos deletdrios eguivalentes durante o
processo de gelificacio.

A confeccdc de matrizes de carragena contende 1,5 % de
polimero resultou em particulas sem formate definido, similares a
pequenas placas pouco espessas gue, guande lavadas com  Agua
estéril para a retirada do excesso de gelificante, eram rompidas,
dando origem a uma suspensio bastante viscosa e homogénea. Assim,
a imobilizacl3co wutilizande géfis com esta composicBoc e nestas
condi¢des ndc ¢ adequada a processos que envolvam células retidas
em matrizes rigidas, por resultar em um suporte pouco estavel.

Para as matrizes restantes, obteve-se os resultados, em
termos de concentracio final de células livres e imobilizadas, gue
podem ser avaliados na Tabela 12.

Embora alguns autores nlo recomendem a enumeracldo de células
viadveis contidas em particulas de gel [47]1, devide & dificuldade
de se separar as mesmas da matriz, a técnica desenvelvida no
decorrer deste trabalho mostrou-se adeguada aos propdsitos de se
obter contagens comparativas entire biccatzlisadores contendo
ce&lulas de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas em k—carragena.
Em testeszs preliminares, sbhservou-s&  que, submetendo—se uma
suspensio de células de Acetobacter acetl CCT 1724, de
concentracio conhecida, iz mesmas condigdes utilizadas durante a
técnica de enumeracio microbiana no gel, obtinha—-se uma diferenca
de cerca de 10 % entre as duas determinacées, indicande que, ao
processo de dissclucfo das particulas, associa—-se uma parcela do
Falts deletéric observado, embora este  valor seja pouco
significativo. .

A convers3o de etanol em Acido acélico diminuiu com o aumente
do percentual de polimero, provavelmente devide aocs efeitos de
transferéncia de massa daz substincliaz dizscolvidazs no meio de

cultura para o interior da particula e da difus3oc dos produtos
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formados na matriz para o melio fermentativo,

Como pode ser observado na Figura 3§, construida a partir dos
dados da Tabsla 12, a capacidade de retengio de cédlulas no
intericor do gel & mazis &levada para matrizes gue contenham maior
percentual de polimero. A liberaci3o de c&lulaszs no melo de cultura,
por outro lado, & bastante acentuada para o gel contendo 2,28 % de
carragena em sua composicic, permanecendo  praticamente constante
para as matrizes reszstantes. Eszte fato pode ser explicade pela
baixa estabilidade desta matriz durante o processo fermentativeo,
onde se Obser viou excessl va fragmentacio das particul a=s,
ccazionandoe o aumento de sua &rea supsrficial e, conseglientemente,
uma maior remocido das células crescidas na superficie do gel.

Embora a conversio de stanol tenha diminuido com o aumente do
percentual de polimero, o rendimento global especifico, Yprox, fol
mals elevado para a matriz contendo 3,75 % em carragena, indicando
que as células estariam metabolicamentes mals ativas nesta matriz.

Azsim, concentracdes de polimero na faixa de 2 a 4 2% originam
matrizes com as estruturas mals adeguadas, onde se alcanca
razoivel retencioc celular, alteo rendimento global =) bail xo

desprendimento microbianc,

4.3.2. Caracterizagldo de leitos constituidos por particulas

de géis hidrofilicos

Ho sentido de s verificar a influgncla da estrutura das
matrizes testadas na estabilidade do biscatalisader, foi feibltza a
caracterizacio de leitos constituidos por particulas de gelis, uma
vez que os metodos convencionals utilizados na catdlise guimica
ndo =38c aplicavels a estes suportes, Desta forma, com a
metodologia aplicada, é pozzivel se caracterizar global e
indiretamente a esirulura porosa destas matrizes. Devido a sua
prépria natureza, os géis possuem baixa resisténcia mecinica, e o
acesso de determinadas substincias, como a sacarose, ao seu
interior, fragiliza algumas de suas estruturas, tornando-os mais
susceptiveis & deformaglic e, conseglientemente, alterands a

permeablilidade do melioc poroso.
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Tabela 12 — Resultitados dos testes de fermentacic em frascos,

200

rpm e BC°C por 87 horas com células de

Acetobacter acety COT 1724 imobllizadas em géis de

carragena, onde se varliou a concentraglco de polimero

na maitriz, mantendo-se a concentragio de KCL em 0,5 M

e o tempo de gelificacdo em 2 horas. Concentraciio do
indculo celular : 1%10° ufc.ml.
Conc. de Concentrac3o final de células Células |[Conversio
carragena Totais |de Etanol
% msvD |Gel (ufgrsg gell | Suspensas (ufcrsmld ) (ufed o
0,00 — 1,3%10° &, 5% 0% 41,33
5 ? 3
zZ, 25 1.2% 10 =.5%1 0 1,010 44,25
3,00 2,0%10" 5, 6% 0° 2,3%10%| 40,81
3,75 8,1*i05 4,6*106 1.9*103 35,858
s G 2
4,80 4,710 7, 0% 0 =2,89%10 28,78

Total de células

= Concentracidc de células imobilizadas » 10 g +

Concentracdo de células suspensas » 40 ml.
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células das matrizes gelificadas por &2 horas em
solugio de KCl a 0,5 M, ao final de 87 h de

fermentacdo em frascos agitades a 200 rpm e s0°C.

Concentraco do inéculo celular : 1*10? ufesml.
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A permeabilidade final do leito de particulas pode ser obtida
através da aplicacio da lei de Darcy ac sistema, depols que se
tiver alcancado o estado eztacionirlco, descentando-ze a perda de
carga relativae 3 coluna sem particulas, a gual foi de 400 Neom®
para © sscoamento da solucdo d‘e sacarcse a 1,5 %, a2 uma vario de
16,13 ml s, Assim, quanto menor a permeabilidade do leito, maior a
resistiéncia ao escoamente da zolucio.

Inicialmenie, realizou-se zlguns experimentos visando-se o
dezenvolvinento de uma metodologlia experimental adegquada, onde as
particrulas submetidas & caracterizaclo eram dispostas em uma
coluna de vidro, de manelra a2 formar um leito fixo, através do
qual sSe escoava uma scoluclo de sacarose. A escolha da sacarose
teve por base o fato de gue o sistema em guestio apresentou-se
mais sensivel a este composto gue 32 glicose ou aoc etanol,
apresentando variaucdes mais significativas da queda de pressio
desenvolvida e em menores tempos de teste. Variidveis como volume
de gel, tempe de enszaio, vazdc e concentraglo da solucidc de
sacarose tiveram seus niveis de teste padronizades em uma etapa
preliminar de calibracfo, tendo como critérios a preservacioc da
estabilidade do leitoc e a sensibilidade nas medidas de queda de
pressao.

Para leitos de mesma porosidade & trabalhando-ze a uma mesma
varfio de scolucio de sacarose, observou-se gque o©o volume de
particulas de gel nioc influencia substancialmente o perfil de
variac¢ioc da queda de pressfo, como llustra a Figura Al3, gque pode
ser observada no Anexo C. Desta forma, optou-se pelo emprego de um
volume de particulas de S0 ml, resultando em um leito de 1,7 om de
altura.

Os resultados obtides indicaram que a sensibilidade do leito
& deformacio depende principalmente da concentraclo da solucio de
sacaroese, como indica a Figura Ald, no Anexo C. Azszgim, a
concentracio da solucidc deve ser inferior a 2 % (mrv), para evitar
o colapso do leitoc. A vazdc da solucio de sacarose, dentro da
faixa testada., por outro lado, pouceo influenciou nos perfis de
deformaclo do leito, como mostra a Figura AlS, no Anexo C.

0 tempo de teste, considerade como © periodo no qual as
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variactes nos valores de queada de prezsac tornaram—se
aproximadamente constantes, ol limitado em 150 minutos, uma vez
que 52 verificou experimentalmente que este intervalo er a
suficiente para que as condicdes previamente estabslecidas fossem
satisfatoriamente atlingidas.

A presenga do leito filxo de particulas de gel resultou nos
comportamentos tipicos apresentados na Figura 34, Para um mesmno
gel, de acordo com a vazioc e a concentragic da scolucie de
sacarcse, a queda de pressdo no leito aumentava gradativamente,
até atingir wum valor aproximadamente constante (curva a2 ou
alcangar um maximo abksclute {(curva b3, onde se cobservava a
rompimente das particulas & o colapso do lelite, caracterizado pela
diminuicio abrupta da guedsz de pressio. Estas chservactes
evidenciam a distribuicio da sacarose entre a scolucio & o gel, e ©
seu efeito na fragilizacio das particulas, como sugerido por
Cheetham e colaboradores [28]1.

Com os dados oblidos, pode-~se sugerir a ocorréncia de dois
tipos distintos de escoamente : um, externc hs particulas gue
compbem © melo poroso, e outro, intraparticula. No inficio do
experimento, pequenas gquedas de prezssic estic envolvidas e o
escoamento €, preferencialmente, externo s particulas. Com o
aumento da gueda de pressioc, a parcela relativa ac escoamento
intraparticula também aumenta, devido aoc desenvolvimento de
caminhos preferencials ocasicnados por modificacdes na estrutura
porosa dos géils. Assim, matrizes com poros malores tendem a
criginar leitos mals permeivels, por sSerem mais facilmente
deformavelis, desde que a anilize seja feita para leitos estiaveis,
Sem que ocorra o seu colapso.

Quande wocorre a esztabilizaclo da queda de press3io, as
contribuicdes para o ezcoamento total do fluxe interno e externo A
particula permanecem inalteradas, indicando uma consegliente
establlizag¢dc das macre e micro estruturas gque compdem © meio
porosc.

O sistema fol testado em ensaios com particulas de gel
preparadas em diversas condicdes, obtendo-se perfis distintos de

queda de pressic em funcdc do tempso, indicande que a concentracio
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de polimeroc, o tempe de gelificagcdo & a concentracio de
gelificante 5806 varlivels importantes na formagBo da estrutura
porosa dos gélis, como se pode cbservar na Tabesla 12 e nas Figuras

AYB a AZ1, no Anexos C,

4.2.2.1. Efeito do tipo de poliszsacaridec nos perfis de

queda de pressio

Na Figura AlS, no Anexo C, pode-se avaliar a influéneia do
tipo de polimero empregado na confecclo de particulas de géis, do
ponte de vista da resisténcia oferecida aoc escoamento da solucio
de sacarose. Pode-se notar gue os géis de alginato e de pectina,
nas condigdes testadas, apresentam caracleristicas bastante
semelhantes, o due indica gue suas esstruturas internas sio
equivalentes., O mesmo ni3c se cobserva para o gel de carragena, que
apresenta, aco longo de toda a curva, valores mais elevados de
queda de pressio, caracterizando maieor resisténeia aoc escoamento

e, conseglientemente, maior deformagio das particulas.

4.3.2.2. Efeito da presenca de células nos perfis de queda de

pressio

Testes utilizando-ze géis de carragena contendo ou nio
células de Acetobacter imobilizadas em seu interlor foram
conduzidos e seus resultadoz podem ser observados na Figura 217,
no Anexo C,

Embora ovs microrganismos nio estivessem viivels, houve, uma
eztabilizacio mais rapida dos processos deformativos no caso de
géis contendo células em =eu interior, além do fato de se

constatar maiores valores de permeabllidades para estes leitos.

4.3.2.3. Influéneia do meio de gelifica¢B8c nos perfis de

queda de pressio

A presenca de meic de incubac3c juntamente com o© agente

gelificante na etapa de gelificac8o da matriz de carragena tem um
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Tabela 13 - Permeabilidades dos leitos obtidos com particulas de

gel de carragena, peciina e alginato de cilcieo, depois

de establilizado o processo de deformacgio.

ConcentraciociConcentracio Tempo de [Permeabillidade

Polimerco (de polimero |de gelificantelgelificacio x10t% cmZy

C¥% msvD CHD Cmind
carrag;na 4,28 1,0 10 &, 289
carragena 4,25 1.0 &0 1.370
carragena 4,258 c.5 120 2,588
carragena 4,28 ¢, 1 8240 2,808
carragena 4,25 0,1 1200 2,314
carragena 2,83 1.0 10 4,181
carragena 2,13 1.0 10 8,785
carragena 4,25 1,0"" 10 1,026
carragena 4,25 1.0 10 1,285

pectina 4,28 1.0 10 2,787

alginato Z,13 1,0 10 2,688

* ayséncia

de células

#% KCl diluide em meioc de cultura
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efeito marcante nas caracteristicas finais do suporte, como ja foi
comprovado anteriormente an S testar & atividade do
biocatal isador.

Na Figura AlB, no Anexo (C, estlc representadas as curvas de
queda de prezsio obtidas para particulas gelificadas em presenca
ou nic de meio de cultursa. Pode-se obzservar gques as perdas de carga
dezsenvolvidas ac lonss do tempoe foram bem mailores gquando da
gelificagio em presenca de meio de cultura, o gue vem a confirmsr
a menor resisténecia mecidnica destes géls. Tal fato pode ser
explicade pela provavel formac3o de estruturas mais frageis,
devido & complexa interaclio guimica envolvendo o polimero e os

comnponentes do meioc fermentativo.

4.3.2.4. Efeito da concentragio do agente gelificante e do

tempo de gelificacB3o nos perfis de queda de pressio

Para os géis caracterizados, a resisténecia das particulas aoc
escoamento aumentia com a elevacdo do tempo de gelificacio em
socluclo a 1,0 M, como se ocbserva na Figura AlS, no Anexo C. Desta
forma, matrizes mais extesnsivamenile polimerizadas apresentam uma
tendéncia crescente 3 deformacie, o gque € ilustrado, na mesma
figura, pela acentuada elevacio dos valores de queda de presszio ao
longs do tempo. Assim, o escoamento intraparticula da solucio de
zacarose representa uma parcela significativa do escoamsnto
global para os géis mais rigidos, aumentando os valores de queda
de preszdo no sistema.

Para gelificagdes em soluglo de KC1 a 0,1 M, observa-se gue,
para © tempo de 14 horas, hid uma tendéncia ao colapso do leito,
causado pela perda acentuada da forma inicial das particulas. Este
comportamento &€ ilustradeo pela intersecclfo das curvas da Figura
£220 do Anexo C e pelo aumento crescente da perda de carga com o

tempo, para a matriz gelificada por 14 horas.

4.3.2.8. Efeito da concentracio de polimerc nos perfis de

queda de pressio
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Ma Figura 421, no Anexo C, pode-se observar a influénclia da
concentrac3o de polimercs em géis de carragena gelificados por 10
minutos em solucio de KCl & 1.0 M. Quanto malor a concentracio de
polimesro, malor & perda de carga desenvolvida no leito de
particulas. Tal resultade indica que, para particulas menosz
rigidas, ou sgja, gue contenham menor concentracfo de carragena,
ocs valores finais de pesrmeazbilidades =30 maicores devido 2 malor
contribuicic do escoamente da solugBo de sacarose aitravés do
interior das particulas, & nd3o somente ao redor das mesmas, © gus
evidencia diferentes distribuicdes e tamanhos de poros.

A permsabllidade €, sntic, um método adequado para se sstudar
a estrutura porosa de matrizes de gel, variande com as diferentes

condicdes de preparacio dos suportes.

!

4.3.3. Avaliacl3c do processo de gelificacido no desempenho

global do biocatalisador

A partir dos resultados obtidogs nos experimentos anteriores,
pode—-3& observar que, no processo de imobilizaclo., o percentual de
polimereo na matriz afeta apenas a estrutura do suporte, nio
influinde substancialmente na viabllidade celular. © tipo de
gelificacio, ripide ou lento, no entanto, pode afetar a ambas.

Assim, a avaliacio conjunta do efeito da estrutura da matriz
e da viabilidade celular, medida loge apds o término do processo
de imobilizacio, no desempenho do blocatalisador pode ser feita
varjiando-se o tipo de gelificacdc a que & submetide o suporte,
mantendo-se 2 concentracio de polimerce constante.

Desta forma, realizou-se um conjunto de experimentos onde se
utilizou 4.25 % de carragena para a confecgldo de cada gel, nas
mesmas condlicdes descritas nos itens 3.B.3 e 3.8.8, e testou-se
gelificacdes em solugdes de KCl 1,0 M, 0,5 M e 0,1 M, com tempos
de exposicdc de 10 minutos, 2 horas e 14 horas, respectivamente.
Oz resultades estdo apresentados nas Tabelas 14 e 15, para um
indculc de concentracldo igual a 1,0%10° ufeoml e tempe de

fermentagcdo igual a 72 horas. Concomitantemente a estes ensaios,
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realizou-se uma fermentacio com células 1livres, com a mesma
concentracio inicial de microrganismos daquel as envol verido
bactérias imobilizada=.

A avaliacBo do dezempenho dos biocataliszadores, em termos da
permsabllidade dos leiteos doz géiz utilizados nestes ensalos. pode
sar feita na Figura 35.

Dos resultados apresentados na Tabela 14, pode-ze observar
que a viabilidade celular diminul imediatamente apds o procssso de
imobiliz-aclo. Se nic houvesss efeito deletério sohre Os
microrganismos, a concentragfo celular permaneceria em torno de
2,4*10? ufcrg de gel. Desta forma, o dano causado ds células pelo
processo de gelificacio, embora existente, &€ aproximadamente igual
para todos os géis, sendo um pouco mails  acentuado para
concentracdes de KCl de 0.8 M & 2 horas de tempo de gelificacio.

Apds a fermentacio, como se pode observar na, Tabela 18, as
bactérias apresentaram um desenvolvimento significantemente mel hor
nas matrizes gelificadas de maneira mais réapida. A liberacio de
células, no entanto, fol mails acentuada na matriz gelificada
lentamente, o© gque evidencia diferencas estruturais entre as
matrizes.

4 fermentacic com células livres em soluclio conduziu a
converstes de stancl em 4cido acdtico um pouco mais elevadas,
embora tenha sido muito préxima da obtida por células imobilizadas
de maneira lenta. As células imobilizadas em KC1 ©,8 M, por 2
horas, por sua vez, apresentaram a convers3co mais baixa, devido
aos efsltos de tranferéncia de mazsa.

A Figura 38 indica qgue hid uma fazixa intermedibria Stima de
condicdes de gelificacdo, onde pode—-se obter um biocatalisador com
el evade desempenho, representado pelo rendimento global alcancado
por cflulas livres e imobilizadas, com slevada retencioc celular na
matriz e estrutura porosa adeguada, expressa pelos valores de
permeabllidade obtidos nestas condicdss. Nic sz pode, no entanto,
garantir gue para uma mesma permeabilidade, obtida em condicdes de
preparacdo diferentes das utilizadas, se oblenha o© mesmo

desempenho do biocatalisador.
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Tabela 14 ~ Dados de concentracdes inicliais des cé&lul as

imekbilizadas em géis de carragensa, contendo 4,25 % em
polimerc, imediatamente apds a gelificacio &m
diferente=z condigdes, para um indculo de concentracio

igual a 121 6% ufcoml.

Conc. KC1 (M Cone. Celular {ufesg geld
1,0 5, 3%10°
0,5 2, %1 0°
0.1 4,8%10°

Tabela 18 - Resultados ohtidos, em termos de concentracio celular
e de conversio total de etanol , para c&lul as
imokilizadas em diferentes conceniracdes de K1, em
distintes tempos de gelificacido, em matrizes contendo
4,25 % de carragena, apdés 72 horas de fermentacio.

Fracio de Cé&lulas Total Conversio
de de
za z 4 s

Enzalo Eetidas na Matri CEl Ul as Etanol

RS Cufead 0

Gel 7KCl 1.,.0M 5] 8,0*10p 3z, 81
Ge=l A KC1 ©,5M =4 6,9*198 31,54
Gel ~KC1 O,1M 1 2,3%1 0% 82,79
Cél. Livres — 2,0%10° 54,93
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4.3. 4. Efelto da imobkilizagldo na respiracdo celular

A verificagdc desta infludncia fol felta em relacio s duas
varidveis mais relevantes no processo de imobiliracl3co de células
de Acetcobacter aceti COT 1724 em géis de carragena : concentracio
de gelificante e concentracic de polimero.

Buzpensdes de células livres foram caracterizadas,
aprezentando taxaz lingaresz de consume de oxigénio através de
extensas falxas de concentracdes de oxigénio dissclvido no meio.
Apenas a balwxos percentuals de saturacdo € que as taxas de consumo
de oxigénic foram reduzidas. Ensaios conduzidos com células
imebilizadas, contends a mesma quantidade de biomassa que um
experimento onde foram utilizadas células livres, apresentaram
faixas um poucco menores onde as taxas de consumo de oxigénio foram
lineares, indicande uma limitac3o no suprimento de oxdigénio, além
de menores valores das taxas iniciais de respiraci3o microbiana.

Comportamentos similares foram observados por Secott =)
colaboradores [ 28 ], para cé&lulas de Streptomyces clavuligerus
imebilirzadas em géls de k—carragena. 0Os autores sugerem que a Ltaxa
de difus3c externa de oxigénic do meio para a particula,
Juntamente com a2 taxa de difus3c intraparticula, possa ndo ser t3o
elevada de maneira a suprir as células com uma concentragcio de
cxigénieo suficiente para permitir que a respiracio celular ocorra
em sua taxa maxima.

De maneira a reduzir os efeites de transferéncia de oxigénio
no interior das particulas, utilizou-se concentiractes de
k-carragena nas matrizes rarzocavelmente baixas, de 3,0 %, para gue
ze pudesse avaliar o efeito liguido dos diferentes processos de
gelificaclo ha respiracio celular. GCéizs contendo 4,85 % em
carragena foram também uvtilizados, para se avaliar o efeito do
percentual de polissacarideo na transferéncia de oxigénio.

Na Tabela 16, estio representados os resultados obtidos para

og processos de gelificagio rapida e lenta, bem como o efelito da
concentra¢ioc de polimero na taxa de respiraclo celular.
Apesar do numero restirito de pontos, observou-se que, para

todes os géis testados, a reducloc na taxa mixima de respiracio
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célul as

Tabela 18 - Taxas de respiracio especifica de de
Acestobacter acaceti? CCT 1724, em meico de incubacio a
30°C, livreszs e iwmobilizadas em diferentes géiz de
R=Carragens.

Concentracio I%62
! v Condl ¢ches
Ersalo de de (Reducio no percen%ral
k-Carragensa Gelificacio d@wsaturacao »* min »*®
C %4> m3 de células secasd
kel 1.0 M -2
1 3 106,15 »* 16
tg = 10 min
cxcl = 0.1 M -2
2 £ 9,02 * 10
tg = 20 h
C. LT 1,0 M 2
3 4,5 xe 9,25 % 10
tg = 10 min
C&lulas 2
4 Livres R 11,10 = 10
onde
C - Concentracio de KCl na sclucido gelificante.

KCl

Ro
2

- Taxa de respirac3c ezpecifica em meio de incubaclo, a cloal ol
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micrebiana fol muitoc baixa se comparada & de células livres nas
mesmas condlicdes, A méxima diferenca coblida fol de 17 % para o gel
contends 4,5 % de polimero.

Estas redugdes, no esentanto, podem ser devidas tanto aos
problemas de difusio do oxigénic discutidos anteriormente, como ao
efeito deletérico do processo de imobilizacio sobre oS
microrganismos, pols & exposiclio das células a solucdes aguosas
contendo elevadas concentracdes de cloreto de polissio, mesmo gue
por perlodos curtos, afeta smignificativamente z taxa de respiracic
microbiana. Experimentalmente, observou-se uma redugldo de 42 X na
taxa de consumo de oxigénio por células livres am scolucldc aquosa
de KC1 a 1,0 M, guando comparada i respiracio de células suspensas
em Agua destilada, nas mesmas condicdes. Esta reducio, no entanto,
pode ser também devida aoc decréscimo no nivel de oxigénio
disponivel para as c¢células na solugdco contendo clereto de
potissio, pols a solubilidade do oxigénio em solugdes a 1,0 M em
KCl & de apenas 74 % da obtida em Agua destilada [ 28 ).

0Os resultados experimentais obtidos neste trabalho discordam
dos alcancados por Scott e colapboradeores [ 28 1, que observaram
decréscimos superiores a B0 X na taxa de consumo de oxigénio por
células imobilizadas em relacfo a células livres de Streptomyces
clavul igerus, sendo gue esta reducdco era mals acentuada guanto

maior a concentrag¢ic de k~carragena utilizada.

4.4. Testes do Sistema de Fermentacio em Biorreatcres

Hestes ensalioes, utilizou-se a instalacio experimental e as
condicleszs descritas no capitulo de "Materiaiz e Métodoz" dezte

trabal ho.

4.4.1. Fermentacdes com células livres

Com a finalidade de se testar a influéncia da pressio parcial
de exigénio na corrente gasosa no processo fermentativo,
inoculou-se dois biorreatcores de geometria cilindrico-cdnica & um

frasco erlenmeyer com culiuras crescidas de Acetobacter aceti CCT
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1724.

Oz resultados destas fermentacdes podem ser observados na
Figura 238. Apessar do nimero restrito de pontos, as tend@ncias de
comportamento indicam que a aesracio com ar atmosférico conduz a
melhores resultados gue a2 com oxigénico puro., Um dos pozsivels
motivos para as  baixas conversdes de  etanol alcancadas no
Biorreator alimentado com oxigénio pure € a2 oxidacldo tetal do
acido acético produzido a gas carbdnico e 4dgua, através do préprio
metabolisme celular, uma wvezr gue a taxa de evaporacio do etanol
& bastante elevada, fazendo com gue sua concentracioc no meio de
cultura =eja reduzids. Nestas condicdes, o Acide acélico
provavelmente seria ultilizado como fonte de carbono, substituindo

o etanol.
4.4.2. Fermentacdes com células imobilirzadas

Experimentos preliminares envolvendo células de Acetobacter
aceti CCOT 0190, Adcetobacter poasteuriacnus COT 1708 e Acetobacter
acetl CCT 1724 imobilizadas em matrizes de k-carragena Sigma, e
conduzidos segundo as condl ¢des propostas por Osuga e
colaboradores [9]1, n3c conduziram a resultados satisfatérios, pois
ndo se observou turvagcidc alguma do melio de incubacldo durante os
ensalos, caracterizando pouco crescimente celular, aldém do fato de
se obter, no maximo, T % de conversio de etanol a icido acético,
mesmo  apds 15 dias de fermentacio continua, Desta manesira,
conclul u-se gue tante a ordem de grandeza do indculo €10° ufe mld
como o prépric processo de imcobilizacdo celular contribuiram para
estes resultados, fazendo-se mister estudi-los melhor.

A imobilizagio de células de Acetobacter aceti CCT 1724 em
matrizes de k-carragena de marca Hércules do Brasil, para indeulos
de ordem de grandeza superior a 10° ufcomi, por outro lado,
conduziu a reszultados bastante racciveis para fermentacdes em
frascos agitades, como citado em outras partes deste trabalho. Com
base nestas observacdes, conduziu-se uma fermentacio descontinua
em biorreator, nas condic¢Bes descritas no item 3.8.13.2 do

capitulo de "Materiais e Métodos™, com células de Acetobacter
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Figura 36 - Variaci3c da conversio de elanol com o tempo para

fermentacdes com células de Acetobacter aceti CCT 1724
livres, em biorreatores nas seguintes condigdes

vazlo de alimentac3o de oxigénic ou de ar atmosférico:
igual a 230 ml-min e temperatura de 34°C, e em frascos

aglitados, a 1BO rpm e 34 C. Concentraclo celular
inicial : 3%0° ufc/ml.
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acett CCT 1724 imobilizadas em géis tendo k-carragena de mar ca
Hércules do Braszll em sua composicio, aguardando-se gque © processo
de desprendimento de células da matriz tivesse inlcio, de acordo
com o procedimente adetade por Sun & Furusaki [101. Este pericdo
de incubacd® no gel durou 183 horas, sendo considerado muito longo.
A partir deste momenteo, alimentou—se continuamsnte o sistema com o
meio de produgidc, por B8O horas, ni&c se observando, no entanto,
conversio apreciavel de etancl durante este periodo, como indica a
Figura 37.

PDurante o longo pericdo de incubacBo, observeu-se grande
evaporagdo do meic de cultura, com consegiente evaporacio do
etanol, e negligivel turvacioc do meio, provavelmente pela escassez
de &gua, componente essencial a reproducio e desenvolvimento das
atividades celulares. Embora © meic de producZo fosse suprido
continuamente apds este periodo, provavelmente as células estavam
por demals esgcoctadas para retomar prontamente suas atividades.

Os Gl times ansalos realizados em biorreatores, cujas
condiches experimentals sio citadas no item 3.8B.13.2 do capituls
de *"Materiaizs e Mé&todos" deste trabalho, conduziram aocs resultados
expressos pelas Figuras 28 a 41.

A liberacic de células do gel fez-se presente neste ensaio
apds cerca de B85 horas de incubacio, como se pode observar na
Figura 38. Este periocdc estid deniro da failxa sugerida por Sun e
Furu=zaki [10}, de aproximadamente 2 a 4 dias.

A znilise da variac3o da concentracZo de glicose com o tempo
para estas duas fermentacdes indica gque a sua taxa de consumoc &
mais elevada para o sSistema com microrganismos imobilizados,
depocis de verificada a liberacgidc das particulas deo gel, como
indicado pela Figura 39.

Embora a evaporacdc dos componentes do melio de incubacio
tenha diminuido, a taxa de perda de etanol continuou bastante
elevada, como sugerido pela Figura 40, apesar da presenca do
condensador. E indicada, ent3o, a utilizacdc de um umidificador, a
fim de que os gases j& entrem saturados no reator.

As conversdes de etanol a dcido acético, nos pericdos finais

da fermentacido, foram um pouco mals elevadas para as células
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Concentracio de Células (mg/1)
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de cultura com o tempo para fermentacdes em
iorreatores com células livres e imobilizadas em
matriz de kR-—carragena a 32,868 % Condigdes dos ensaios:
vazfio de entrada de ar = 307 ml.min, temperatura de
30°C, velume de reaclio de 200 ml, cencentracio do

indculo celular : 3*10? ufc ml.
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livres, como se pode constatar na Figura 41. No entante, para
sistemas que contem com o suprimento continuo de meic de cultivo,
a utilizagio de células imobllizadas trarid maiores vantagens,
dezde que sejam respeitadas as condigedbes minimas de scobrevivéncia

destes organismos.
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CAPITULO S

CONCLUSGES E SUGESTOES

S.1. Conclusbes

- A sistemitica desenvolvida para a preparacio de indcule com
concentracio celular superior a 10 ufesml, e em tempo readuzido,

mostrou-se bastante reprodutivel.

- 4 ordem de grandsza da concentracdo de indculo celular & muito
importante em fermentacBes acéticas, sobretudo com células
imobilizadas, influenciando fortemente varidvels como a extensio
} das fasez de adaptacioc de crescimento celular e de producfo de

Acido acdético.

- Todas as quatro linhagens testadas de células do género
dcetobacter foram capazes de oxidar eficientemente o estancl
contide no meioc de incubagio a dcide acéticeo. A linhagem CCT 1724,
no entanto, permansceu, ra segunda fase logaritmica de
crescimento, em sua taxas especifica mixima de producio de acido
acético durante um intervalo de tempo mais prolongado. resultando

em maior rendimento global para esta cepa.

- A produgio de adcido acético por células de Acetlcobacter aceti
CCT 1784 em melio de incubaglio & fortemente inibida por
concentracdes de etanol, Acide acético e c¢loreto de céalcio
supericres a 34,1 g-s1, 8,3 g1 e 1,8 g-l, respectivamente, sendo

pouco inibida pela presenca de cloreto de potissio,.

- Em sisztemas envelvendo células imobilizadas, a produgcio de
Acido acético fol resultante da contribuiclo simultinea de

microrganismos livres e imobilizados.

~ Tanto a natureza do gel como a estrutura da matriz do suporte,
resultantes das condicdes de imobilizacl3oc celular, s3c de
fundamental importincia na atividade e desempenho do

biocatalisador no processo, afetando substancialmente os perfis de



Capliule 5 Conclusdes & Sugestles — 121

crescimente bacteriano e de producic de Adcido acdtico.

- A caracterizacioc de leitos constituidos por particulas de géis
hidrofilicos preopicia a avalizacio da influéncia das wvariidveis de
preparacfZo da matriz na estrutura porosa dos suportes pertencentes

a e=ta classe de maneira satizfatdria.

- A matriz de =suporte malsz adequada para a imobilizaclio de
células de Acetobacier aceti COT 1784 fol a de k-carragenza, por

proporcionar ¢ melhor crescimento deste microrganizmo.

- Az econdicdes de imobilirzacio devem ser definidas tendo-se em
vista varidvels como o crescimentoc celular no gel, desprendimento
de células da matriz, atividade microbiana e estabilidade do

bBiocatalisador.

- Heste trabalho cobriu-se uma ampla faixa de condicdes de

2
preparacic do biocatalisador, conseguindo-se reduzi-la para as
condiches mais favoraveis ao desempenho das células de Acetobacter

aceti CCT 1724 imobilizadas em gel de k-carragena.

- 03 resultados experimentais mostiraram gue o5 maiores niveis de

retencio de células no gel e de rendimento global de acide acético

C Yp/x J situaram-se entre os exlremos das condigdes de
gelificaclio (1,0 M e 0,1 M em KC1D. Estas condicdes corresponderam
a permeabilidades em tornoc de 2,6*1Cf11 ne. A melhor faixa de
concentracdes de polimerc =situcu-se entre 3 e 4 X, para a

concentracio de 0,85 M de agente gelificante.

- Az taxas méximas de respiracio celular s3o pouco afetadas pelo

processo de imobilizacZo.

- 0O sistema de fermentaclo em blorreator de leito fluidizado
trifésico nido-convencional mostrou-se adequads para a operac3o com
células imobilizadas em géls hidrofilicoz. Eszte tipos de reator
oferece a possibilidade de obtenclo de elevadas taxas de
transferéneia de oxigénio, sendo promissor para a fermentacio
acélica. A excessiva evaporacio do elanol. no entanto,
constituiu-se em um problema que deve ser adequadamente

contornado.
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E. 2. Sugestdes

Para dar continuidade aocs estudos realizados nsste Ltrabalho,
sugere-se :

- & apl icac3o de titécnicas de programacio estatistica de
experimentos para a otimizacio de um biocatalisador aplicivel a
processos continuos, embora az melhores condicdes de preparacio do

trocatalisador estejam restritas a uma estreita faiza.

- 0 aperfeiccoamento da itécnica de avaliacio da estrutura porosa
do biocatazlisador através de medidas da permesbilidade de leitos
de géis.

~ A realizac3o de experimentos para a verificacis do desempenho
de biocatalisadores gue apresentem a mesma permeabilidade, porém

&
preparados em condic¢des distintas.

- Contornar o probplema de evaporacido excesiva do etanol através
de um umidificador dos gasss de alimentacdc, de um sisztema de
condensacio mais potente na zaida do reator e da instalacio de um
distribuider de gases mais eficiente, de forma gque se possa

trabalhar a menores vazdes de gas.

- A realizac3o de um estudo aprofundado da transferéneia de
oxigénio no reator, garantindo o seu suprimento de maneira
eficiente para cflulas estritamente aerdbicas, como & o caso do

Acatobaoctear.
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ANEXO A

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE

A determinacio da concentracdc de glicose fol realizada pelo
método coloriméirico de Somegyi [195].

¢ método de Somogyl emprega trés sclugdes de reagentes, a

saber

~ Zolucic 1

NaHCOB 20 g
MaKC H © 18 g
7?4 8
Nacha 30 g
oy
Naza04 180_g
HZO gq.5.p. 11
- Soluglo 2

Em 100 ml de =zolucic a 40 g1 de CuSO4 x SHZO,dissolvemse, a
fric, 48 g de Nazso4. Completa—-se © volume para 200 ml com aAgua

destilada.

- Solucic 3

CHH 2 Mo O ®* 4AH © 50 g
4 6 v 24 2
HZSO‘ Cd=1,84 5 4z ml
Ha HAsO = 7H O & g
2 4 2
H20 q. 5. p. i1

A  dosagem foi feita transferindo-se 1 ml da amostra
convenientemente diluida e filtrada com membrana com abertura de
0,22 wum para um tubo de ensaio. Misturou-se, separadamente, 4
por¢des da solucdo 1 para uma parte da solugdc &. Adicionou-se
1 ml desta soluc3o em cada tubo com amostra e ferveu-se por 195
minutos. Resfricu-se a3 temperatura ambiente, em uma cuba com &gua,
¢ adiciocnou-se 2 ml da soluglo 8 em cada tube de ensaio.

Agitou-se, para que ocorresse a liberacdo de gases e completou-se
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o volums para 2% ml, em proveta. Uma prova em Dbranco era preparada
paralelamente, utilizando-se 1 ml de agua destilada ao invés de
amegira, Fazia-zse entlo a leliura da absorbincia da solucio em
espectrofotémetro, a um comprimentc de onda de S70 nm, onde o
valor zero da escala era referente A leitura da prova em branco.

A ralibracio daz =solugfes reagentes fol feita previamente, a
partir de solucdes de glicose diluidas esm Adgua destilada, cujas
faixas de concentragdo procuravam cubrir aquela onde o método &

aplicivel, ou =seja, de 20 a 200 mg-l.
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ANEXO B

DETERMINACAO DA MASSA CELULAR SECA

LA turvaclo gues aprezsenta um tube de ensaio contendes uma
cultura em crescimento € provocada pela absorgio ou reflexidc da
luzx, =endo, até certo ponte, proporcicnal i concentracio de
células presentes na suspensio.

A relacdo entre a maszssa seca celular e a abscorbincia para os
zistemas estudados fol estabeslecida =zegunde a segliéncia  de
procedimentos descrita a seguir.

Umn volume de 20 ml de indcule celular obtideo de acorde com o
procedimento D citédo neste trabalho fol adicionado a 80 ml de
meic de incubac3o. A suspensio resultante foi dividida em dois
frascos erlenmeyers de 250 ml de capacidade, os quais foram
incubados em mesa rotativa a 200 rpm e 30°C, por 48 horas.

Apds este periocdo, um volume total conhecido da cultura
obtida fei filtrado, através de uma membrana Millipore de massa
determinada previamente e de abertura igual a 0,22 um, sob vicuo
de 25 in Hg.

A torta resultante fol lavada com igual wolume de solucio
agquosa de NaCl a 0,83 % (m VD, e com © mesmo volume em agua
destilada. A membrana fol, entlo, posta a secar em estufa a 110°¢,
por 12 horas, e resfriada em dessecador por 12 horas. Apds esxte
pericde, efetucu-se a pesagem repetindo-ze a sitapa de secagem e
resfriamento em dessecador até gue se alcancasse peso constante.
Faralelamente, determinou-se a perda de massa de uma membrana
virgem nas mesmas condigdes e comparou-se com a do sistema
envolvendo células secas.

Uma parcela da suspens3do celular idéntica 4 submetida a este
tratamento fol seglifencialmente diluida e a absorbincia das
amostras fol lida em espectrofotdmeiro, a um comprimentoe de onda
de 600 nm. Desta forma, relacionou-se massa celular seca com

valores de absorbincia.
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de =zacarcse : 16,13 ml-s; porosidade do leito : 0,24
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Figura AlS - Influéncia da varioc de operacioc na deformacio do

leito. Concentracido de polimero: 2,13 ¥%; conceniragio
de KCl : 1,0 M; tempo de gelificacio : 60 minutos;
concentracio de sacarose : 10 g/l; porosidade : ©,24.

Gel izento de suspensio celular
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Figura Al8 - Perfis de gqueda de pressidc obtidos para sistemas com
géis de carragena, pectina e alginato de calcio.
Condicdes de preparacio doz géis : concentrazido de

polimero de 4,25 26 (msvD para o carragena e a pectina
e de 2,13 % (m-vD para o alginate; concentracio de
gelificante de 1,0 M; tempo de gelificacio de 10 min.
Porosidade do leite : 0,84, Vaz3c da sclucdo de

sacarose a 1,8 % {msvd @ 16,13 ml s,
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concentracio carragena

concentracdc de gelificante tempo

gelificacio 10 min; porosidade

vazio da solugclec de sacarose

18,13 ml - s.
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Influénecia da presenga de meio de cultura na solucio
de gelificacdo no perfil de gueda de pressio deo
sistema. Condicdas de preparacio dos géis
concentracdc de carragena = 4,285 ¥%; tempo de
gelificagio = 10 min; concentracio de KCl = 1,0 M.
Porozidade do leito : 0,24, Vaz3o da =olucldo de
sacarose a 1,8 % {mvd : 16,13 ml-rs.
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Influéncia do tempo de gelificacio no perfil de queda
de pressioc do sistema, para gelificacio em solugio de
KCl a 1,0 M de mairizes contendo 4,28 % dmvd de
carragena. Porosidade do leiteo : 0,24, Vazido da

solucidc de sacarose a 1,58 % (mrv) @ 16,12 mlos.



Anexo C — 149

3000
~ 0
] g P
N o
E OBEBA & A & A A
,ﬁzsogf aaaaA$A
NE 3 AADANA ﬂmﬁg
T ALA
\ ad
z 14 rjmé
v 4 A
& 2000 4 .
< T
m —y
4 3
» N
(s 10
o 7
3 1500
i
o 4
] -
GJ -
o ]
< 3
1000 - o
] o Tempo de Gelificacfo : 14 h
. » tempo de Gelificacso : 20 h
500“IlillltiiiiIililltl}lil!llll!]lliii!ill
0 S0 100 150 200

Tempo (min)

Figura A20 — Influéncia do tempo de gelificacdo no perfil de gqueda
de pressfc do siszstema, para gelificacio em solucldo de
KCl a ©,1 M de matrizes contendo 4,238 % (m-vd> de
carragena. Porosidade do leito : 0,24. Vazido da

sclucic de sacarose a 1,8 4% Cm-/vy : 16,13 ml.-s.
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Influéncia da concentracdo de carragena no perfil de
gqueda de pressio do sistema, para nmatrizes
gelificadas em solucdo de KC1 a2 1,0 M, por 10 min.
Porosidade do leito : 0,24, Vaz3o da seolucioco de

sacarose a 1,5 % : 168,13 ml.s.
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ANEXO D

As fotomicrografias apresentadas neste trabazlho foram obtidas
em microscdpio Stico modelo MIS0O, de marca FRelichert-Jung, acoplado
a0 sistema foltografico auvulomidtico Photostar, da mesma marca.

As particulas de gel foram submetidas & presenca do corante
safranina por 20 segundos, apds © gque foram lavadas com Agua
destilada para a remogio do exXcessao. E=ste procedimento,
desenvol vido por Paz [48], acentuou o contraste existente entre as
matrizes de gel e as coldnias, facilitando sua cbservacio.

A fote envolvendo coldnias crezcidas na superficie de melio de
manutencio foli cbtida em microscdpio estersoscdpico 0Olympus,

nodel o EZ2-TE-BE-SIT.
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Figura Fl1 - Morfologia de células livres de Acetobacter aceti CCT
1724, submetidas & coloracioc de Gram., apds 80 horas de
cultivo em frasco agitado, em meio de incubacio, a

30°C e 200 rpm. Aumentoc : 1130 vezes.
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Figura F2 ~ Morfologia daz coldniaz formadas com o crescimento de
células de Acetobacter aceti CCT 1724, em meioc de
manutencio, apds 90 horas de incubaglo estivel em

estufa a 30°C. Aumento : 28 vezes.
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Figura F3 - Crescimento de células de Acetobacter aceti CCT 1724
na superficie de uma particula de carragena contendo
4,28 % de polimero e gelificada em solugcl3o de KC1 a
0,8 M por duas horas, apds incubaglo em frasco agitado
a 200 rpm, a 30°¢, por 890 horas. Concentracio do

indcule - 1*106 ufesml. Aumenteo : 113 vezes,
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Figura F4 -~ Células de Acetobacter aceti CCT 1724 imobilizadas.
Corte transversal de uma particula de gel contendo
4,24 % em carragena, geljficada em soclugcio de KC1 a
0,8 M por duas horas, e incubada por 90 horas em
frazco agitade. Detalhe da presenca de col énias
desigualmente distribuidas entre a regific periférica e
o centro da particula. Concentraclo do indculo

1*108 ufe ml. Aumento : 113 vezes.
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Figura FS - Cé&lulas de Acetobuacter aceti CCT 1724 imobilizadas.
Destaque das colfénias presentes na regifio periférica
de uma particula de gel de carragena a 4,288 X,
gelificada em solugldo de KC1 a 0,8 M por duas horas.
Foto obtida apds 80 horas de crescimento em meioc de
incubacic contido em frasco, sob agitac3c de 200 rpm e

a 30°C. Aumento : 1130 vezes.



