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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

I IMOBILIZAGAO DE  Saccharomyces cerevisiae EM ALGINATO DE CALClO !
COM NANOPARTICULAS M AGNETICAS I

Por qué?

A utilizagcdo de reator de leito fluidizado estatsilio magneticamente apresenta vantagens
econdmicas e operacionais, além de ser considenadalternativa promissora para processos
fermentativos.

A leveduraSaccharomyces cerevisiagresenta alta produtividade em fermentacéo at@dli

A imobilizacdo celular melhora a resisténcia datkwra durante a fermentagcéo, aumenja a
produtividade e melhora a qualidade do produtadobti

Quemijjaifez?

A grande maioria dos trabalhos publicados sobrécpdais magnéticas avalia sua utilizagao
na imobilizacédo de enzimas.

N&o consta na literatura trabalhos de imobilizagolar deSaccharomyces cerevisiaem
alginato de célcio e magnetita.

Sao poucos os trabalhos de imobilizagdo celular wjilgam particulas magnéticas ro
suporte.

Hipoéteses?

E possivel imobilizar levedura com alginato de icgientamente com a magnetita e manter
0 suporte em mais de uma batelada de 24 horas.

A presenca da magnetita ndo interfere no consungtictese pela levedura.

E possivel obter maxima produtividade da fermemtagisar da presenca da magnetita.

E possivel alterar a concentracdo de leveduraemrode alginato de célcio utilizados ha
imobilizacéo celular para aumentar o niumero desidk reutilizacéo das esferas imobilizadas
sem comprometer a produtividade.

Métodos

Caracterizagdo do supuporte imobilizado (densidad®y MEV, estudo de absorcédo de agua
pelo suporte).

Quantificagdo dos agUcares consumidos e do etagimesol gerados a cada ciclo de 24
horas.

Resposs

Comprovar que a presenca da magnetita no supooténteéifere na produtividade da
fermentacao.

Determinar as melhores condi¢Bes experimentaidrelan avaliadas, de concentra¢éo ce
levedura e de teor de alginato de sédio utilizadoanobilizagdo celular que possibilitem ¢
maior nimero de ciclos de reutilizacdo das esfarasbilizadas sem comprometer &
produtividade.

Obter dados experimentais iniciais que sirvam de para estudos mais especificos, como:

aplicacéo em reator de leito fluidizado estabil@athgneticamente






RESUMO

Uma das vantagens da utilizacdo de células imald#iz em processos
fermentativos é a facilidade de separacao da a#tufaeio de cultivo. As
alteracbes que a imobilizacdo causara no cresaimegltilar ou na
atividade metabdlica das células sdo imprevisive@mo suporte de
imobilizacdo celular, utiliza-se amplamente o affinde calcio. A
utilizacdo de material magnético em imobilizacdodsstaca pela sua
utilizacdo em reatores de leito fluidizados esizduilos magneticamente,
configuracdo esta, que permite grande flexibilidageracional. Sendo
assim, o presente trabalho possui como objetival geimobilizacéo
celular por aprisionamento em alginato de célcio ldaedura
Saccharomyces cerevisiaem nanoparticulas magnéticas de magnetita.
Apos a sintese da magnetita, constatou-se a esradadas particulas por
microscopia eletrénica de transmissdo. Para a etapenobilizacéo
celular preparou-se 10 mL de solucéo de alginasd® e adicionou-se
as particulas magnéticasSaccharomyces cerevisiagésta mistura foi
gotejada na solucéo de cloreto de célcio, formamdassim, as esferas de
células imobilizadas. Com base nos resultados o@sle absorcao de
agua pela célula imobilizada, constatou-se quesargio de agua pela
esfera ndo causa as rachaduras presentes no supodate a
fermentacdo, concluindo que estas rachaduras sésadas pelo
crescimento celular no interior da esfera. A aepalim microscopia
eletrbnica de varredura indicou a eficiéncia daadép entre as
nanoparticulas de magnetita, o alginato e as célidalevedura. Os
resultados obtidos pelo magnémetro da amostrantibiadicaram que o
alginato e a levedura néao interferem nas propriesladagnéticas da
magnetita, e que o suporte sintetizado neste tralpalssui propriedades
magnéticas validas para ser aplicadas em reatdeitte fluidizado
magneticamente estabilizado. Para a conducao mierfitacdo alcodlica,
os erlenmeyers contendo 0 meio e as esferas dexdhobilizadas
foram mantidos em incubadora por 24 h. Pela andhgtica do consumo
de substrato durante a fermentagéo alcodlica, shmsafirmar que a
presenca da nanoparticula magnética no suportgpaogsui influéncia
significativa no processo fermentativo. Pela apaiisalitativa do estudo
da influéncia da concentracdo de levedura e do deorlginato na
integridade das esferas, constatou-se pelo test@@adrado, que apenas
o0 teor de alginato possui evidéncia estatisticaodsuir associacdo com
a integridade do suporte imobilizado. A analisengjtetiva indicou que
a variacdo na concentracdo de levedura e no tedgisato utilizados na
imobilizacdo nédo interfere na produtividade da famtacdo. Sendo assim,



para a determinagdo das condi¢fes de imobilizagdimigsoras para
futuros trabalhos, considerou-se ambas as analidss.melhores
condi¢des de imobilizacdo consideradas sdo 1%gieatd de sédio e
100 g L* de levedura, que manteve a integridade das egferasciclos,

ambos com rendimento acima de 70%; e 2% de algde®ndio e 50
g L' de levedura, que manteve a integridade das egferad ciclos,

porém apenas 2 ciclos resultaram em rendimentaisupe’ 0%.

Palavras-chaves: alginatoSaccharomyces cerevisjaemagnetita,
imobilizacao celular, fermentacao alcodlica.



ABSTRACT

One of the advantages of using immobilized cellsfermentative
processes is the facility of cell separation fréma tulture medium. The
changes that immobilization causes in cell growthinocell metabolic
activity are unpredictable. As cell immobilizatisapport, the calcium
alginate is largely use. The magnetic supportsatenguished by their
use in magnetically stabilized fluidized bed reesita configuration that
allows great operational flexibility. Therefore,ighwork has as main
objective the cell immobilization by imprisonmentdalcium alginate of
yeastSaccharomyces cerevisiagth magnetite magnetic nanoparticles.
After the magnetite synthesis, the nanoscale op#récles synthesized
was determined by transmission electron microscdpy. the cell
immobilization step it was prepared 10 mL of sodialginate solution
and then the magnetic particles aBdccharomyces cerevisiagere
added. This mixture was dropped into the calciutarate solution, thus
forming the beads. Regarding water absorption dhydire immobilized
cell, it was verified that the water absorptiortig beads does not induce
the cracks present in the support during the alemHermentation,
leading to the conclusion that these cracks arsezhhy the cell growth
inside the beads. The scanning electron microsaugigated the bond
efficiency between magnetite nanoparticles, algireid yeast cells. The
results obtained by the vibrating sample magnetemieidicated that
alginate and yeast do not interfere in the magnetaperties of the
magnetite, and that the support synthesized in wWusk has valid
magnetic properties to be applied in a magneticsitypilized fluidized
bed reactor. For the alcoholic fermentation, thé&eneneyer flasks
containing the medium and the beads were placead incubator for 24
h. By the kinetic analysis of the substrate condignpduring the
alcoholic fermentation, it is possible to affirmaththe presence of the
magnetic nanopatrticle in the support does not lsaysficant influence
in the fermentative process. By the qualitative lysia of the yeast
concentration and the alginate content influeneglyston the beads
integrity, it was verified by the Chi-Square telsatt only the alginate
content has statistical evidence of having an @t with the integrity
of the immobilized support. The quantitative analyadicated that the
variation in yeast concentration and alginate aunteised in
immobilization does not interfere in the fermerdatproductivity. Thus,
both analyzes were considered for the determinadfothe promising
immobilization conditions for future work. The beshmobilization
conditions considered are 1% of sodium alginate g L of yeast,



condition that maintained the beads integrity fay@les, both with yield
above 70%; and 2% of sodium alginate and 50'gof yeast, which
maintained the beads integrity for 4 cycles, buy @xcycles resulted in
yields above 70%.

Keywords: alginate, Saccharomyces cerevisjaemagnetite, cell
immobilization, alcoholic fermentation.
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27

1 INTRODUCAO

A fermentacgé&o alcodlica € um processo bioquimi@érealizado
pelas leveduras e algumas bactérias. O principdupo desta reacdo é o
etanol, sendo que também pode-se obter outros ogocomo o
glicerol. Tanto para a sintese destes produtositoymara o crescimento
celular, o microrganismo necessita de energia eientés. Em
fermentacdes alcoodlicas em escala industrial alle&Saccharomyces
cerevisiaeé a mais utilizada atualmente por apresentar atidimento
de reacao e baixo custo.

Os estudos em fermentacdo alcodlica avaliam azag#io de
diferentes microrganismos, composi¢do de meio d&/@usuportes de
imobilizacdo celular, entre outros. As pesquisagiatem imobilizagdo
celular avaliam diferentes suportes e a melhoriandesmos pela adicdo
de outros componentes com o intuito de melhorantegiidade da
imobilizacdo e a produtividade da fermentacdo (DUERt al., 2013).

Como diversos estudos relatam que imobilizag&daredwmenta
a produtividade da fermentacédo em relacdo a clbludg este trabalho é
adequado as tendéncias de pesquisa em fermentdcadlica
(NORTON; D'AMORE, 1994; MALLOUCHOS et al., 2003;
KOURKOUTAS et al., 2004; KOSSEVA et al., 2009; GANAKIS et
al., 2012).

O atual cenério da ciéncia estuda amplamente aagéio de
magnetita e maguemita em imobilizacdo enzimaticaém, pouco se
relata do seu uso em imobilizac&o celular. Aperasntemente foram
apresentadas informacdes sobre imobilizacdo déasétom particulas
magnéticas, afirmando que a estrutura destasydagifaz com que estas
sejam adequadas a imobilizacdo celular e que ass&ke mantém ativas
apos imobilizacdo neste suporte (AL-QODAH et &13).

Para imobilizagdo de biocatalisadores, Li et 2008 destacam
gue a vantagem de utilizacdo dos suportes mageétieofacilidade de
separagdo do suporte do meio. Outra vantagemagitadAl-Hassan et
al. (1991), é que o a levedura imobilizada com rrEtmagnético pode
ser utilizada em reatores de leito fluidizado, seqde a estabilizacdo do
mesmo é realizada magneticamente. O uso de pagimdgnéticas em
reatores de leito fluidizado elimina o problemaadaste de pequenas
particulas, uma vez que estas estdo estabilizaasampo magnético
(BAHAR; CLEBI, 2000). Esta configuracdo de reatopsgui alta
flexibilidade operacional, diferente do reator el fixo e do reator de
leito fluidizado estabilizado por outros método® NG et al., 2013).
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O presente trabalho se apresenta inovador no smavalia a
imobilizacdo da levedura que é utilizada nos pugsndustriais de
obtencdo de etanol. Este estudo demonstra capacedpdtencial para
contribuir com a comunidade cientifica em uma @@aco investigada,
a imobilizacdo celular com particulas magnéticdémade serem
avaliados parametros de grande influéncia na iickegde da imobilizagéo
celular por aprisionamento em matriz porosa, visantha esfera de
célula imobilizada resistente e de menor custopmpgsa ser utilizado em
reator de leito fluidizado estabilizado magneticarae

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho possui como objetivo geral a imodgéo celular por
aprisionamento da levedur&accharomyces cerevisjadinhagem
comercial, com nanoparticulas magnéticas de magresti alginato de
calcio.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Partindo do objetivo geral, sdo desmembrados oslirgeg
objetivos especificos:

v' Sintetizar e caracterizar a particula de magnetita;

v" Imobilizar a levedura com magnetita em alginatealeio;

v' Caracterizar a esfera de célula imobilizada (lexedu
imobilizada em alginato de calcio com magnetita);

v' Verificar o comportamento magnético da esfera delaé
imobilizada;

v' Verificar se a presenga da nanoparticula magnigtilteencia
no consumo do substrato e na formacdo do produtmtiua
fermentacao alcodlica;

v' Testar a integridade das esferas em repetidossaiclanodo
batelada simples;

v'Avaliar a produtividade das fermentagGes em modeldua
simples, utilizando a levedura imobilizada em atgncom
magnetita.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Desde a mais remota antiguidade, o homem utilidasgprocessos
bioquimicos, porém sem ciéncia do que estava amglz Foi quando
Louis Pasteur demonstrou a verdadeira funcdo d@si@mos vivos nos
processos ja utilizados cotidianamente, que surgiteresse comercial
em estudar e compreender 0s processos bioquimiédBA;(
HUMPHREY; MILLIS, 1971; STANBURY; WHITAKER; HALL,
1995).

2.1 FERMENTACAO ALCOOLICA

Uma Unica célula é um complexo reator quimico, ured qcorrem
mais de 1000 reacdes independentes. A fermentésgiidiea é realizada
por certas bactérias e leveduras. Na fermentac@dlala, a glicose é
convertida em etanol (BAILEY; OLLIS, 1986). Na Figul esta
representada a estrutura molecular do etanol (&titioo).

Figura 1 — Representacao da estrutura molecular do et@gdé@H), sendo
“C” a molécula de carbono, “O” representa a molécld oxigénio e “H”
representa a molécula de hidrogénio
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Fonte: adaptado de Dreamstime (2015).

Bruice (2006) relata que a sintese do material \@x@me o
consumo de energia, sendo chamada de endergbnicaaidsia dos
fungos (incluindo levedura) e as bactérias obtémesiergia a partir da
oxidacdo de nutrientes organicos. Em um organismo fase de
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crescimento, a energia € produzida por catabolifreactes de
degradacéo) e é transferida para uma cadeia delmnab (reacdes de
sintese).

O transportador de energia livre, comumente, éfostato de
adenosina (ATP). A hidrolise de ATP em ADP (difésfde adenosina)
libera 7,3 kcal mol de energia. As leveduras obtém seu ATP a partir da
oxidacdo de acUcares. Na Figura 2 estdo presemstesstauturas
moleculares do trifosfato de adenosina (ATP) eiftsfito de adenosina
(ADP).

Figura 2 — Representacao das estruturas moleculares dsfatid de adenosina
(ATP) e do difosfato de adenosina (ADP)
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Fonte: adaptado de Bruice (2006).

A (glicdlise (série de reagbes que transformam aogli em
piruvato) € constituida de duas fases. Na primiise, a glicose é
convertida em frutose-1,6-bisfosfato e esta faseessta de duas
moléculas de ATP (BRUICE, 2006).

Na segunda fase da glicdlise, ocorre a formacapidwato,
através da conversdo da frutose-1,6-bisfosfatotaNase, se utilizam as
duas moléculas de ADP formadas na primeira fasglidalise. A
nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD € o agente oxidante da
fermentacao alcodlica. O piruvato obtido da gle®lé descarboxilado
em acetaldeido, o qual é reduzido em etanol (BAILBYLIS, 1986;
BRUICE, 2006).

Durante a glicélise sdo produzidas quatro moléaldeATP. Isto
se deve ao fato de que a clivagem de frutose-$fédfato produz duas
moléculas de gliceraldeido-3-fosfato. A oxidacdocdda molécula de
gliceraldeido-3-fosfato em piruvato produz duasdualas de ATP. Duas
destas moléculas de ATP sé&o utilizadas para ecatvée outra molécula
de glicose. Com isto, tém-se o0 ganho de duas makde ATP pela
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glicdlise a cada molécula metabolizada de glic&®ILEY; OLLIS,
1986; BRUICE, 2006).

2.1.1 Etanol de 12, 22 e 32 geragao

As geragOes do bioetanol sdo definidas como seadd,? e 32
geracgdo. O que diferencia cada geracao é a mptéma-utilizada para a
fermentacdo alcodlica, conforme descricdo preseatd-igura 3. No
bioetanol de 12 geracdo, a fermentacdo alcodliemlézada a partir de
matéria-prima a base de aglcares, como a canaidarablo bioetanol
de 22 geracdo, a matéria-prima € lignocelulésiemds utilizados,
principalmente, residuos agroindustriais. E o bioet de 32 geracéo é
obtido, principalmente, de microalgas (ALAM; MOBIN;
CHOWDHURY, 2015; BAEYENS et al., 2015).

Figura 3 —Esquema representativo das diferentes matérimagptitilizadas e
das etapas do processo para obtencéo do bioetadd| 2% e 32 geracdo

‘ Acucar ‘ ’ Lignocelulose ‘ ‘ Microalga ‘
1° 2* 3"
\—"[ colheita
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Fonte: adaptado de Baeyens et al. (2015).

O etanol de 12 geracao, produzido em escala imalugtode ser
obtido tanto de aguUcares quanto do amido. No Brasitanol é obtido a
partir da fermentacdo do caldo da cana-de-acUcatambl oriundo do
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amido é comumente obtido a partir de graos comadllmsendo este
produzido por paises como EUA, China, Franca, enthe@s. Estima-se
que a producgdo anual mundial de etanol de 12 gewgartir de graos
seja de 60 milhdes de m3, enquanto que a partiania-de-aclcar seja de
21 milhdes de m? (LENNARTSSON; ERLANDSSON; TAHERZEH,
2014).

Uma alternativa adequada para os combustiveis i$6ssea
producédo de bioetanol a partir de residuos agretridis (etanol de 22
geracao). As pesquisas neste contexto investigaitizacao de residuos
agroindustriais como fontes naturais de carbon@ Bafermentacéo
alcodlica (DOMINGUEZ-BOCANEGRA; TORRES-MUNOZ; LOPEZ
2014).

Em relacdo ao etanol de 22 geracao, Aditiya é2@LL6) destacam
que atualmente o foco das pesquisas € em etananieote do residuo
de extracdo do 6leo de palma, biomassa de aritezdiecoco e biomassa
de banana.

A biomassa do éleo de palma utilizada no trabgtinessentado por
Ishola, Isroi e Taherzadeh (2014) foi provenients desiduos da
industria. Inicialmente, os autores realizaram umé-t@tamento
combinado de acido fosférico e biolégico com o furigleurotus
floridanus A levedura utilizada na fermentagdo alcoodlica foi
Saccharomyces cerevisia® 0 rendimento de etanol obtido nestas
condi¢des foi de 89,4% do maximo tedrico.

A casca e a palha de arroz, também chamadas dedsiande
arroz, sdo abundantes no mundo devido a sua altlugio (ADITIYA
et al.,, 2016).Singh, Bajar e Bishnoi (2014) avaliaram a produgéo
etanol a partir desta biomassa. ApOs pré-tratamenzimatico, a
concentracdo inicial de acucares redutores foilg k! de meio. A
fermentacao alcoodlica foi realizada pelas leveduBascharomyces
cerevisiae, Scheffersomyces stipitipela sua co-cultura. As maximas
conversfes obtidas nestas condicdes foram Qi3 Gubst,
0,40 GtanolOsubs® € 0,36 GranoiGsubs?, comprovando, assim, que dentre os
microrganismos estudados, Saccharomyces cerevisiagresentou o
melhor resultado.

Dominguez-Bocanegra, Torres-Mufioz e Lopez (2014)
investigaram a utilizacdo de biomassa de abaceiteede coco como
meio para a producdo de bioetanol sintetizado peledura
Saccharomyces cerevisi@®BB 790. Os rendimentos maximos obtidos
foram de 22% utilizando a biomassa de abacaxi e @izando o leite
de coco como meio de cultivo.
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Oberoi et al. (2011) utilizaram casca de banana sEENO
substrato para producao de etanol por fermentagastado solido. Foi
utilizado um Unico reator, tanto para o pré-trataimenzimatico, quanto
para a fermentacdo em estado sélido. Isto contripaia 0 aumento na
producdo de etanol e economia no processo em gedakindo tempo
de operacao e quantidade de operac¢des unitarlesedura utilizada foi
aSaccharomyces cerevisiasgtendo conversdo de 0,28 0subs’.

As microalgas séo a fonte de obtencéo do etan®t deracéo, do
biogas e do biodiesel. O bhiogas é obtido por meioptbcesso de
degradacao anaerdbica da biomassa e o biodies#dé por meio dos
lipidios que se acumulam nas células das algan béoetanol é
comumente obtido das algas, as quais tendem aziregucares e outros
hidratos de carbono ao invés de lipidios (ALASWADaE, 2015). As
principais vantagens do etanol de algas é quenétaséao utilizadas para
alimento ou racdo, como no caso da fonte de oltedigéetanol de 22
geracgdo, e podem ser cultivadas em terras naociau@dveéguas salinas
(ALAM; MOBIN; CHOWDHURY, 2015).

2.1.2 Leveduras

As leveduras sdo formadas por uma Unica céluldposassim, elas
crescem e se reproduzem rapidamente sendo por agfoulia célula-
mae ou por fissdo. Por serem capazes de cresder dan processo
aerébio como anaerdbio, as leveduras sao caractagz como
microrganismos facultativo (FONSECA; TEIXEIRA, 2007Em meio
sélido, o crescimento das leveduras é semelhanima coldnia de
bactérias. O formato das células das leveduras pedeesférico ou
eliptico. Suas paredes celulares ndo contém gugtimem celulose. Com
excecao do virus, todos 0s microrganismos contémmédia, 80% de
agua. De acordo com a analise quimica, as levedaraém 40-50% de
proteina, 4-10% de &cido nucleico e 1-6% de ligdes®endo estas
porcentagens em massa seca (AIBA; HUMPHREY; MILIIS/1).

Na formulacdo de um meio de cultura, deve-se quedy mais
econdmico, mas sem esquecer-se de suprir as exigéninimas para o
crescimento do microrganismo em questdo. No crestinda levedura,
0 composto mais importante na transformacao degienda célula, a
adenosina trifosfato (ATP), é proveniente da oxadage componentes
organicos. As leveduras comumente produzem alapohetabolizar o
substrato e elas ndo possuem a capacidade delassiitnato (AIBA,
HUMPHREY; MILLIS, 1971; FONSECA; TEIXEIRA, 2007).
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Nos processos de fermentacao alcodlica, as foateaetgia mais
comumente utilizadas sdo o melaco, a glicose, aas&, entre outros.
Para a levedura, a fonte de carbono é supridamemtzz com a fonte de
energia. Quando o metabolismo é completamente iagi@drca de 50-
55% da fonte de carbono é convertido em célulaan@uo metabolismo
€ anaeroébio, apenas 10% do carbono do substratovértido em células
(AIBA; HUMPHREY; MILLIS, 1971).

Como fonte de nitrogénio no meio de cultura, nomeglte se
utiliza ambnia ou seus sais. Porém, a utilizacaailegénio organico
acelera o crescimento. Como exemplos economicanvidteis deste
pode-se citar a farinha de peixe, o extrato dedignze o soro de leite,
entre outros (AIBA; HUMPHREY; MILLIS, 1971).

A composicado da biomassa da levedsmacharomyces cerevisiae
em termos dos elementos quimicos maioritarios ¢éa dar
CH1,700,4N0,17. Seu coeficiente de saturacaag)kobtido da equacéo de
Monod, resulta em 25 mgl.e o seu coeficiente de manutencéag) @m
cultura descontinua anaerébia é de 0,036 kg dératdpor kg de célula
a cada hora. Ambos os coeficientes foram obtidosgltivos com a
glicose como substrato.

A leveduraSaccharomyces cerevisiagertencente a familia dos
saccharomycetaceae, Reino Fungi. O genoma das ulaged
Saccharomycepossui 6000 genes, sendo que mais de 2000 tém suas
funcdes desconhecidas (FONSECA; TEIXEIRA, 2007).

Na Figura 4 ilustra-se a imagem macroscopica eosuépica
(com aumento de 480 da leveduraSaccharomyces cerevisiata
linhagem comercial.

Figura 4 — Fotografias dSaccharomyces cerevisiaemercial: (a) foto macro

e (b) foto micro com aumento de 400
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Fonte: adaptado de Ortiz (2010).
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2.2 IMOBILIZAGAO CELULAR

A imobilizacdo de células pode ser definida comadeea
localizacdo de células intactas em uma regido #s@eou como o
confinamento destas células com a preservacdmdisidade catalitica
(KAREL et al., 1985 apud KOURKOUTAS et al., 2004)imobilizacédo
tende a imitar o que acontece naturalmente, poi®snnicrorganismos
possuem a capacidade de crescer sobre superfidgiesitvo de estruturas
naturais (KOURKOUTAS et al., 2004). A vantagem maitdente da
utilizacao de células imobilizadas é a eliminacacethpa de separacao
da biomassa do produto final (KLEIN; VORLOP, 1983).

Com a imobilizacdo celular é possivel operar emcgsso
continuo. O suporte utilizado na imobilizacdo patiear como protetor
contra efeitos causados pela alteracdo de pH enggetatura ocorridos
no meio de cultivo. Em células imobilizadas, dinise o risco de
contaminacdo (KOURKOUTAS et al., 2004).

Tanto em bactérias como em leveduras, a imobil@pod@e causar
alteracBes no crescimento celular, na atividadalmdéita e na fisiologia.
N&o se pode prever quais alteragdes irdo ocomemasmo a extenséo
das alteragOes causadas pela imobilizacdo. Palitgafas identificacio
destas alteragdes, alguns pardmetros s@o congideradmo, por
exemplo, pressdo osmoética, tensdo superficial, alomifa celular,
permeabilidade da membrana, entre outros. As difasemorfolégicas
entre células d&accharomyces cerevisidigres e imobilizadas com
alginato séo atribuidas ao espaco limitante daiimabdo. Nas células
imobilizadas, a taxa de crescimento decai com ceatonde células no
interior das esferas (KOURKOUTAS et al., 2004).

Norton e D'Amore (1994) sugerem que 0 aumento kaatacia
das células imobilizadas ao etanol deve-se a existéda camada
protetora resultante da imobilizacao. Cita-se tambéfato de que em
células imobilizadas ocorre a diminuicdo da atid@lade agua,
acarretando em maior tolerancia a compostos tdxicos

Existem diversos tipos de métodos de imobilizagégciitos na
literatura, os quais podem ser classificados emtr@ueategorias
baseando-se no mecanismo fisico utilizado. Na &idurlustra-se a
representacdo destes métodos, que sdo: (a) fixagdadsorcao na
superficie de um suporte sélido; (b) retencéo detgruma matriz porosa
(aprisionamento); (c) auto agregacao pela flocolag@tural) ou por
ligacBes cruzadas (induzida artificialmente) ec@tencéo de células por
barreiras (DEMAIN; SOLOMON, 1986; PILKINGTON et al.998).
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Figura 5 — Representagéo dos diferentes métodos de imaddilivcelular,
sendo (a) fixacdo ou adsor¢ao na superficie deupore solido; (b) retencéo
dentro de uma matriz porosa (aprisionamento); ) agregacao pela

floculagdo (natural) e (d) contencéo de célulasoporeiras
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Fonte: adaptado de Kourkoutas et al. (2004).

Adsorcao, aprisionamento em uma matriz porosa acdg
covalente séo os trés métodos de imobilizacdoenaismente utilizados
em processos bioloégicos. Em processamentos de nadime a
imobilizacdo celular mais indicada é por aprisioaatn, utilizando
polimeros naturais como alginato, quitosana, pacéntre outros. Estes
polimeros possuem as vantagens de serem atéxioosirpativeis e de
baixo custo.

Em sistemas de células imobilizadas, um dos fatdeesnaior
importancia € a escolha do reator adequado. Estsade depende
diretamente do tipo de suporte utilizado e do tipamobilizacdo, assim
como dos requisitos de transferéncia de massa ecatadicbes do
processo (GENISHEVA et al., 2014).
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A imobilizacdo celular tem sido proposta como melogia de
melhora da resisténcia da levedura durante a féag@n, de aumento da
produtividade e de melhora da qualidade do proadém de reduzir os
impactos ambientais (KOSSEVA et al., 2009). Mallmg et al. (2003)
e Kourkoutas et al. (2004) relatam que o aumentted®geratura até
32 °C durante o processo de fermentagdo aumertizagd de células
imobilizadas, podendo-se diminuir o tempo do prseedNo entanto,
pouco se relata na literatura sobre o efeito daspre no processo
fermentativo operado com células imobilizadas (GANAKIS et al.,
2012).

Com a utilizacdo de técnica de policondensacacsiaa epoxi
para a imobilizacdo celular, obtém-se ligaces leotas com grande
estabilidade mecéanica e quimica. Os problemas déstaca sédo a
toxicidade do componente amino e o fato da caddien@rica possuir
baixa porosidade. A toxicidade pode ser minimizaata a adicdo de um
agente de cura antes da adicdo das células. Aigadespode ser
melhorada com a adigdo de um gel ionotrépico, cqo,exemplo, o
alginato. A gelificacdo ionotrépica também tem acfio de controlar o
tamanho e a forma da particula formada (KLEIN; V@R, 1983).

Para a imobilizacdo celular, ndo existe o melhotod® de
imobilizacdo e nem o melhor suporte para todogos tle células. Cada
caso deve ser avaliado individualmente, pois pada gual se opta por
um determinado método e suporte mais apropriadpsc&lmente se as
células imobilizadas forem destinadas a industibebidas ou alimentos
pois, nestes casos, devem atender aos requisitcseglranca das
agéncias governamentais (DEMAIN; SOLOMON; 1986; NQR|;
VUILLEMARD, 1994 apud KOSSEVA, 2011). Os métodosmicos
para a imobilizacdo celular podem causar danoxélatas devido as
caracteristicas toxicas do componente quimicozatlh (DEMAIN;
SOLOMON, 1986).

Uma aplicacdo da imobilizacdo celular € na produci&o
aminodcidos (L-acido aspartico e &cido L-glutdmicod quais séo
amplamente utilizados na medicina, na industrimetiticia e na de
cosmeéticos, além de serem base para a sinteseodigqs quimicos.
Adicionalmente, na drea da medicina, se utilizaabilizacdo de células
para a producao de antibidticos como, por exenspleenicilina G e a
cefalosporina C. Para a producdo de &cidos orgdna® quais Sao
utilizados na industria de alimentos e na medicrmobilizacdo celular
normalmente é utilizada na producao de acido ojtécido malico e
acido urocéanico. Outra aplicacdo de células imzdulas é na producéo
de alcoois, como pn-butanol e o etanol (DEMAIN; SOLOMON, 1986).
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A imobilizagdo celular também serve como protecacapas
células contra o cisalhamento durante processtaagi A utilizacdo de
células imobilizadas na producéo de etanol em &sadustrial ainda é
limitada. Para que este uso seja expandido, n&oessi do
desenvolvimento de metodologias de imobilizacaosgjem faciimente
ampliadas (SWAIN et al., 2007).

A escolha do suporte para a imobilizagdo € um fatportante,
pois possui grande influéncia na atividade da aéimobilizada. O
suporte deve ser de baixo custo, estavel, ndootaatilizavel e permitir
altas concentracdes celulares. Dos diferentes w& el imobilizacéo, o
aprisionamento de células em suportes polimérigetatina, agarose,
alginato de célcio, k-carragena, entre outros) tdo amplamente
estudado para a producgéo de bioetanol (SWAIN e2@0.7).

Casca de arroz, palha de arroz e serragem foralladng como
suportes em imobilizagdo &accharomyces cerevisine estudo de Cha
et al. (2014). Neste estudo, a serragem foi coraddemais pratica na
imobilizacdo, em termos de durabilidade em cultagitadas a 150 rpm,
contendo apenas 3,04 gHe células no meio. As células de
Saccharomyces cerevisianobilizadas em gel de agarose foram
utilizadas por Tafurt-Cardona et al. (2015), atwamd estudo como
agente de ligacdo na determinacéo seletiva demeetitirio (MeHg) em
aguas de rios.

Yu, Zhang e Tan (2007) utilizaram o bagaco do songoforma
natural, sem tratamentos, como suporte ha imobdiza de
Saccharomyces cerevisid@ suporte foi mantido no reator sem rupturas
por 20 dias, sendo que a concentracdo de céluas Ino efluente
manteve-se abaixo de 5 ¢.LA méaxima produtividade da fermentacédo
(16,68 glL*h! - 55% de conversdo de glicose) foi obtida com
200 g L* de glicose.

No estudo apresentado por Galanakis et al. (2@52¢feitos da
temperatura e da presséo na fermentacdo alcodlizando a levedura
Saccharomyces cerevisida linhagem comercial imobilizada nos poros
de pastilhas cilindricas dealumina §-Al.O3z) foram investigados. O
processo foi conduzido em batelada, durante 36rhaiér produtividade
de etanol obtida foi de ~ 1,67 ¢ b'l, com processo mantido a 30 °C.

Outra op¢ao de matriz para imobilizacéo celulat értikat®. Sua
apresentacdo € em forma de pastilhas, sendo umia swistituida de
alcool polivinilico (PVA) que possui alta estabdlite mecanica e elastica.
O estudo apresentado por Mathew et al. (2014)devebjetivo avaliar
a producgdo continua de bioetanol a partir do hildb do bagaco de
O0leo de canola utilizando células dBaccharomyces cerevisiae
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imobilizadas em Lentikat®. O estudo avaliou a cotregédo de substrato
no meio fermentativo. A maior produtividade obfidide 12,88 g ! h?,
com concentracdo de substrato de 60*gdendo considerada pelos
autores a melhor concentracdo de substrato dewralares avaliados.

Genisheva et al. (2014) estudaram o processo décagdo
envolvendo a fermentagcdo alcodlica, utilizand®accharomyces
cerevisiaecomercial imobilizada em cascas e caules da uvachra
separadamente. O processo fermentativo com a levedabilizada nos
suportes propostos mostrou-se mais eficiente daoquesmo processo
tradicionalmente realizado com células livres.

A imobilizagdo da leveduraSaccharomyces cerevisiada
linhagem AXAZ-1 em bagaco de malte deslignificadbestudada por
Kopsahelis, Kanellaki e Bekatorou (2007). A maioodutividade de
etanol (1,54 gt h') foram obtidas nas fermentacdes mantidas a
temperatura de 15 °C durante 25 h.

Singh et al. (2013) avaliaram a imobilizagdoSkecharomyces
cerevisiaeMTCC 174 em agarose e bagaco de cana-de-agUcar.aCo
célula imobilizada em agarose, a produtividadeltesem 0,26 g & ht
e com a célula imobilizada em bagaco de cana-deaagd produtividade
obtida foi de 0,42 gL h?, sendo esta considerada a mais viavel pelos
autores.

Ganatsios et al. (2014) avaliaram a fermentacamaltose em
temperaturas de 5°C e 10°C utilizando a leve@aecharomyces
cerevisiae AXAZ-1 livre e imobilizada em serragem de madeira
deslignificada. Na fermentacdo conduzida a 10°G, cglulas
imobilizadas apresentaram melhor produtividade emparagdo com as
células livres. Na fermentacdo conduzida a 5 °@¢hsgas livres foram
incapazes de fermentar a maltose, enquanto queantlb as células
imobilizadas a fermentagédo ocorreu normalmente.

Os principais trabalhos explorados estdo listados cedem
cronoldgica na Tabela 1, indicando os autores,porsel utilizado e a
linhagem de levedura.
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Tabela 1- Principais informacg6es dos trabalhos exploraditizando
diferentes suportes para a imobilizacadsdecharomyces cerevisiae

Referéncia Suporte Microrganismo
Kopsahelis, Kanellaki e bagaco de malte Saccharomyces
Bekatorou (2007) 9a¢ cerevisiaeAXAZ-1
Yu, Zhang e Tan (2007) bagaco do sorgq Sacchar_o_myces

cerevisiae
Galanakis et al. (2012) y-alumina Sacchar_ornyces
cerevisiae
agarose; Saccharomyces
Singh et al. (2013) bagaco de cana-det cerevisiaeMTCC
aglcar 174
casca de arroz; Saccharomyces
Cha et al. (2014) palha de arroz; omy
cerevisiae
serragem

: L. _ Saccharomyces
Ganatsios et al. (2014) serragem de mad”'rgerevisia SAXAZ-1

cascas de uva Saccharomyces
Genisheva et al. (2014) branca; omy
cerevisiae

caules de uva branca

Mathew et al. (2014) lentikat® Sacchar_ornyces
cerevisiae

Tafurt-Cardona et al. (2015 gel de agarose Sacchar_omyces
cerevisiae

Fonte: elaborado pela autora (2017).

McGhee, Julian e Detroy (1982) realizaram um estudizando
células imobilizadas na fermentagéo alcodlica, @wmdo o processo
em modo continuo com o0 modo batelada (ciclos). armbilizacédo, foi
utilizado 20 g (peso umido) de levedurac&haromyces cerevisiae
NRRL Y-2034 e 1 g de alginato de sédio, misturacim® 100 mL de
agua destilada esterilizada. A concentracdo dasgimicial contida no
meio de cultivo foi de 100 gL A fermentacdo conduzida em modo
continuo obteve concentracdo de etanol de 48.,gnko atingindo o
rendimento maximo tedrico, e mostrou-se inviavpdir de 40 dias de
fermentacao. Ja a fermentacdo em modo bateladeedimincentracédo de
etanol de 55,1 gL, atingindo o rendimento maximo teérico, e mostrou-
se viavel por mais de 60 dias. Esta informacgéo sanbalecisao presente
neste trabalho de avaliar o processo em modo Hatela
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2.2.1 Alginatos

O alginato é um copolimero linear pertencente aguapo de
polissacarideos comumente extraido da parede cdhigas marinhas
marrons (MACKIE et al.,, 2016). Sua estrutura guémigsode ser
visualizada na Figura 6.

Compondo cerca de 40% da massa seca de variagesspealgas
marinhas Phaeophyta o alginato promove flexibilidade e rigidez a
parede celular. Extrai-se anualmente 30 mil toralgénato das algas
marinhas, valor este que nédo atinge nem 10% doialataturalmente
biossintetizado por elas (GARCIA-CRUZ; FOGGETTILSA, 2008).

A producéo de alginatos em escala industrial inisie na década de 1930
nos Estados Unidos (CARGILL, 2014).

Figura 6 — Representagdo da estrutura quimica do algirasodio
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Fonte: adaptado de Souza, Peralta-Zamora e Zawgdig).

Além de ser encontrado nas algas marinhas, um @aim
semelhante ao alginato pode também ser sintetipaddactérias (do
géneroPseudomona® Azotobactey, diferindo apenas por ser mais
acetilado. A acetilacdo possui grande influéncia mpaopriedades
reolégicas e fisico-quimicas. Portanto, o conheatmda fonte biolégica
do alginato é importante para seu uso em pesagliisasetor industrial.

O alginato bacteriano foi descoberto em 1964 aldarse que sua
producdo permite obter materiais especificos (estypolimérica) com
caracteristicas uniformes (alta pureza), por saizexla sob condi¢Bes
controladas e com substratos de qualidade. Atradés dados
experimentais, comprovou-se que as configuracéeosilicas do
alginato de bactérias e do alginato de algas séibasts (GARCIA-
CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008; MULLER; SANTOS; BRIGIO,
2011).
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O alginato é constituido de sais de acidos algnisendo estes o
acido manurénico (M) e o acido gulurénico (G). Eskeidos se ligam,
formando blocos homopoliméricos M-M e G-G ou hgtetnéricos
M-G. Esta ligagdo ocorre de acordo com a posicas fisevoravel
energeticamente. A proporcao dos blocos é dependargspécie de alga
marinha da qual se extrai o alginato. O comprimertmimero de blocos
presentes determinam as propriedades fisicas deriatabxtraido
(GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008; CARGILL, 2014)

Os alginato de bério, de sbédio e de célcio sdo amngite
utilizados em encapsulamento celular, sendo oatlgide calcio o mais
adequado para utilizacdo em fermentacdo alcoOkcaém, para a
producdo de cerveja e de alcool potavel, os alggnatio sdo mais
utilizados na imobilizacdo celular, pois este stgporusa alteracdo no
aroma dos produtos finais (KOURKOUTAS et al., 2004)

O alginato de sodio é um composto amplamente adidizem
diversos setores por ser soluvel em agua e toeniasslUvel na presenca
de cétions bivalentes (Caou Mg, por exemplo). Estes cations se ligam
entre os blocos homopoliméricos linerares (Figurgormando uma
estrutura conhecida pegg-box modgimodelo caixa de ovo), formando,
assim, uma estrutura tridimensional gelatinosajaipor ions de calcio
ou magnésio (SOUZA; PERALTA-ZAMORA; ZAWADZKI, 2008;
CARGILL, 2014).

Figura 7 — Representacgéo da ligagdo dos blocos de homagokmtravés de
ions de calcio, formandoegg-box model

Fonte: adaptado de Kawaguti e Sato (2009).
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Este gel do alginato é capaz de formar micro lgitoa incorporar
tanto enzimas quanto células. Com isto, o algidagperta interesse na
biotecnologia, na area biomédica e na indUstrialideentos (GARCIA-
CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008).

O alginato é também utilizado na indUstria de coisme téxtil e
de papel, tornando-se, assim, um produto de vatoercial. Na industria
de alimentos, acredita-se que a maior aplicacd@lgimato seja na
producdo de sorvete, na qual ele previne a cratgip, mantendo o
produto mais homogéneo, além de ser utilizado ethaegara saladas
e maioneses como estabilizante, evitando, assgaparacdo das fases.
Na &rea médica, o alginato é utilizado como exoipipara liberacdo de
medicamentos, como material de impressao dentad eatros diversos
produtos farmacéuticos (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SKV2008;
MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011).

Devido ao fato de ser atéxico e de sua simplicidimanuseio,
o0 alginato de sédio é amplamente utilizado comodaple imobilizacédo
(bactérias, leveduras). Um fator a ser considegagige o gel de alginato
limita a transferéncia de oxigénio no interior dal,go que pode ser
vantagem ou desvantagem, dependendo do tipo datdlieador retido
(ZAIN; KOFLI; YAHYA, 2011). Uma das principais caas do
rompimento das esferas de alginato é a acdo déeagguelantes, sendo
este um problema simples de ser minimizado comc¢@@adie mais ions
de célcio (C#&) no meio (KAWAGUTI; SATO, 2009).

Na area biomédica e biotecnoldgica, desenvolvemesguisas
para utilizar o alginato em combinag¢&o com outrateniais. No trabalho
de Finotelli et al. (2008), os autores avaliarancanmbinacdo da
biocompatibilidade do alginato com as propriedademnéticas de
nanoparticulas de ferro e obtiveram um materialgpae ser utilizado
como suporte de medicamentos de liberacdo consrgdad estimulos
externos.

De acordo com o descrito por Cargill (2014), o ps3D de
producdo dos alginatos de algas marinhas baseiafato de que o acido
alginico e seus sais de calcio sdo pouco soluweidgria e 0s alginatos
de sédio e de potassio sdo sollveis em agua. @gI@EOSSUi quatro
principais etapas, iniciando pela desmineralizaEo seguida, ocorre a
extracdo, a precipitacao do acido alginico e, filond, a neutralizacdo e
obtencédo dos alginatos.

Sobre as propriedades mecéanicas dos géis de algasstume-se
gue o coeficiente de Poisson seja igual a 0,5. @asdim, os géis sédo
incompressiveis. Porém, ndo existe estudo que cwmpeste valor
(SALSAC; ZHANG; GHERBEZZA, 2009).
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A estabilidade mecanica de suportes de alginatorerhilizacéo
celular diminui ao longo do tempo. Isto pode ocodevido ao aumento
de células na suspensao ou a baixa concentragilgidato no suporte.
Para avaliacdo da atividade celular, deve-se cersid area superficial,
a porosidade e as propriedades hidrofébicas davassformadas
(KAWAGUTI; SATO, 2009). A viscosidade do alginatanesolugéo
diminui com o aumento da temperatura (CARGILL, 2014

A morfologia da superficie das esferas imobilizadds
Saccharomyces cerevisiaen alginato de célcio (3,0 % mfvpode ser
observada na imagem presente na Figura 8, a quatbtaa por
microscopia eletrénica de varredura com ampliagd@0d (DUARTE
et al., 2013).

Figura 8 — Eletromicrografia com ampliagdo de 380@e uma esfera seca de
Saccharomyces cerevisiddY 270 imobilizada com 3,0 % (mtyde alginato
de sddio

A casca de soja hidrolisada foi utilizada como doté substrato
em fermentacéo alcodlica no trabalho descrito gokétt et al. (2014).
O microrganismo avaliado foi a leveduaccharomyces cerevisiae
imobilizada em alginato de sédio (4% m)vA maxima conversédo de
substrato em produto foi de 88% e os autores canmiuque este
resultado sugere ser viavel 0 aumento de escaliz @éstudo.

Duarte et al. (2013) avaliaram a imobilizacdo @lude
Saccharomyces cerevisidAY-270 em alginato de sédio (3% m)em
fermentacao alcodlica utilizando glicose ou sa@mmsno substrato. As
esferas imobilizadas permitiram seu reuso sem pkrdiciéncia por 8
bateladas de 10 h cada. Apés 8 bateladas, assafessentaram ruptura
significante, tornando-as improéprias para redscoverséo de substrato
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em produto foi determinada a cada batelada, resldt@m média de
64,5% tanto para a glicose, quanto para a sacepose substrato.

Em outro estudo, o alginato de sodio foi prepaeapartir de acido
alginico, 4gua destilada e hidréxido de sédio. drsgntagens de alginato
de sddio avaliadas foram de 2%, 3% e 4% {in & levedura utilizada foi
a Saccharomyces cerevisiaeos resultados foram avaliados ap6s 8 h e
28 h de processo. A maxima converséo (80%) fodahttilizando-se 2%
(m v?1) de alginato de sédio na imobilizac&o celulaA(NESCU et al.,
2012).

Mathew et al. (2013) compararam a fermentacdo kdeodle
bagaco de canola hidrolisado utilizando célulag$we imobilizadas de
Saccharomyces cerevisiaks matrizes de imobilizacdo avaliadas foram
alginato (5% m V), Lentikat® e residuos de cervejaria. As maximas
conversfes foram obtidas utilizando células imphilas em alginato
(92,2%) e Lentikat® (90,2%), sendo que a imobiliagem Lentikat®
apresentou-se mais resistente.

O estudo comparativo da fermentacdo em bateladbmds de
mahula com células livres e imobilizadas em algin@% m v!) é
apresentado no trabalho de Swain et al. (2007&rdvdntacdo alcodlica
foi mantida por 24 h em temperatura de 30 °C atililo a levedura
Saccharomyces cerevisi@I CRI. Em analise quantitativa, a utilizacédo
de células livres e células imobilizadas n&do aptese diferenca
significativa, sendo as conversdes obtidas de 88&%04,6%,
respectivamente. Porém, em analise qualitativautsres destacam as
vantagens da utilizacédo de células imobilizadagddeao baixo custo de
recuperacao e reuso, além da estabilidade celular.

Raei et al. (2015) avaliaram a influéncia da cotregdo de
alginato (0,2% e 0,5%) na imobilizacédo de lactafierisolada a partir de
leite de camelo. A concluséo que os autores obtmdoi que utilizando
maior concentragéo de alginato, mais eficienta fonobilizacao.

A concentracdo de alginato em imobilizacéo foi @mstia também
por Dong et al. (2014). Neste estudo, o objetivarfmbilizar bactérias
oxidantes de amonia. O intervalo de estudo foi,dea3%,0% (m V). O
melhor valor para a concentracéo de alginato détadu pelos autores
foi de 4,5% (m ¥). Valores abaixo deste resultaram em esferas pouco
resistentes e valores acima resultaram em esfenas,dcom pouca
porosidade.

Ghorbani et al. (2011) utilizaram células &accharomyces
cerevisiaeimobilizadas em alginato de sédio (3% 1) para producéo
de etanol a partir do melaco de cana. A maxima&sd@o de substrato



46

em etanol obtida na fermentagéo conduzida em modtincio resultou
em 96%, sendo considerada satisfatoria pelos autore

A leveduraSaccharomyces cerevisisTCC 174 foi imobilizada
em alginato de sédio (4% mivno trabalho descrito por Singh et al.
(2013). O meio de cultivo foi bagaco de cana-desacchidrolisado. A
fermentacao alcodlica foi mantida por 72 h, poré@md6 h houve
consumo total do substrato. No final da 4.2 bateladmeio continha
fragmentos das esferas, ndo sendo viavel realizas bateladas. A
méaxima conversédo foi obtida na 1.2 batelada (82d%d final da 4.2
batelada a converséo foi de 64,7%.

No trabalho de Wu et al. (2014), a leved®accharomyces
cerevisiaéWu-Y2 foi imobilizada utilizando alcool polivindd (9% m v
1) e alginato de sédio (1% m'} Para fins comparativos, a fermentacédo
alcodlica foi conduzida com células livres e imizlilas. As células
imobilizadas apresentaram maior estabilidade oferalcem relacdo as
células livres. ApGs 48 h de fermentacdo, a efe#@de converséo de
acucares em etanol resultou em 87% para as célukse 94% para as
células imobilizadas, demonstrando o potenciakdhgdas imobilizadas.

Jin, Liu e He (2012) avaliaram a producéo de biugta partir do
caldo do talo de sorgo. As células Siaccharomyces cerevisi@CC
1308 foram imobilizadas em alginato (2% r).vA maxima conversao
de substrato em produto foi de 51,7%, a qual cwresitconcluiram ser
um resultado promissor para estudos futuros.

Estes trabalhos foram utilizados para a discusedaekultados,
sendo estas informacgdes retomadas no item 4.3d3rda resumida com
os dados dispostos na Tabela 11.

2.3 PARTICULAS MAGNETICAS

Particulas magnéticas de Oxidos de ferro sdo cdogos
comumente encontrados na natureza, além de padsinggtizados em
laboratério. Eles estdo presentes nas diversasragsferrestres
(atmosfera, biosfera, hidrosfera e litosfera). Asaguéncia légica desta
distribuicdo generalizada é que diferentes aregsedquisas cientificas
demonstram interesse em 6xidos de ferro, confoeserio na Figura 9
(CORNELL; SCHWERTMANN, 2003).



47

Figura 9 — Esquema ilustrativo das diversas &reas de mssque utilizam
oxido de ferro
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Fonte: adaptado de Cornell e Schwermann (2003).

2.3.1 Magnetita

De acordo com Silva, Souza e Costa (2010), a mitglee04) €
um importante mineral ferrimagnético que ocorresalss e sedimentos,
sendo formada por Fe Il e Fe Ill. A magnetita agmés coloracdo preta,
como pode ser observado na Figura 10, possui @strde espinela
inversa e sua densidade é de 5,18 §.cm

A magnetita é conhecida também por 6xido de fergtopminério
de ferro magnético, 6xido de ferro Il e lll, fegriferrosa, ima natural,
entre outros. Juntamente com a titanomagnetita, agnetita ¢é
responsavel pelas propriedades magnéticas dassrd€@@RNELL;
SCHWERTMANN, 2003).
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Figura 10—

Imagem da aparéncia dos cristais pretos mesatiaanagnetita

Fonte: adaptado de Perloff (2014).

A magnetita possui forma cristalina isométrica,dgeda classe
hexaoctaédrica. A partir de dados sobre a estratigtalina e a equacao
de estado de magnetita (press@osusvolume), Haavik et al. (2000)
apresentaram dados de parametros estruturais de$nao que
possibilitou a simulacdo de um modelo da estrutniatalina da
magnetita. A magnetita, por se apresentar comaialaesorvente, pode
ser utilizada na recuperacdo de solos contamingubws residuos
industriais ou de mineracao.

Na Figura 11 é apresentado um modelo da estruaunzadnetita,
sendo em azul as moléculas de ferro e em branaooésculas de
oxigénio. Estima-se que a composi¢do da magnediéa7®,36% de ferro
e 27,64% de oxigénio, sendo a distribuicdo em 34,88 FeO e 68,97%
de FeO3 (MAGNETITE MINERAL DATA, 2014).
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Figura 11 — llustracdo do modelo da estrutura cristalinandgnetita, sendo
que as moléculas de ferro estao representadasutm az moléculas de
oxigénio em branco

Fonte: adaptado de Magnetite Mineral Data (2014).

Visando buscar alternativas para rejeitos magregti¢ang, Mun
e Shim (2013) avaliaram a substituicdo da areiacaraposicdo do
concreto, por magnetita. Os autores afirmam que coaumento da
porcentagem de magnetita na composicdo do cimenfo
consequentemente, menor porcentagem de areiatoresuh concreto
com maior resisténcia mecénica e quimica e maionbiidade,
comparando-se com o concreto sem a adi¢ao de niagnet

No trabalho apresentado por Horszczaruk, Sikorapo@wski
(2015), os autores observaram que a presenca deetitagna
composigdo do cimento diminui 0 impacto negativee glevadas
temperatura (~ 450 °C) causam nas propriedadesinasao material.

2.3.2 Suportes magnéticos

Até recentemente, 0s avancos na area de nhanofmsticu
magnéticas se concentravam quase que exclusivarmmeatetronica, nos
computadores e nas telecomunicacbes. Porém, antalmeas
nanoparticulas magnéticas sédo estudadas paracéelcaa biomedicina
e bioengenharia (BEDE, 2010).
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Para imobilizacdo de biocatalisadores, 0s suporéegiéticos sao
mais favoraveis quando comparados com suportesnmeEgnéticos,
apresentando diversas vantagens. Além da facilidaedseparacdo do
suporte magnético, é possivel a utilizacdo de quéas extremamente
pequenas. Com isto, viabiliza-se a utilizacdo ddqudas ndo porosas e,
mesmo assim, pode-se manter a area superficialiGspe@dequada para
a imobilizacdo do biocatalisador (LI et al., 2009).

Outra vantagem que pode ser citada, € que o0 supageético
pode ser utilizado em reatores de leito fluidizadagneticamente
estabilizados, sendo assim uma opgéo em sistenmaatdees continuos.
Além disto, se utilizadas enzimas imobilizadas amtipulas magnéticas
em reatores de leito fluidizado, pode-se aumentaxade diluicdo sem
consideravel perda de particulas (AL-HASSAN et1#191).

De acordo com Al-Hassan et al. (1991), a primeiez que
suportes magnéticos foram propostos para utilizagianobilizacdo de
biocatalisadores foi no trabalho de Robinson €187 3) apud Al-Hassan
et al. (1991). Neste, o objetivo foi separar pegsemarticulas
imobilizadas de materiais insollveis com o0 uso dspasitivos
magnéticos. Dentre as possiveis aplicacdes de asimobilizadas em
suportes magnéticos, citam-se 0 processamento digluos, as
fermentacdes, a hidrélise de carboidratos, as esaeSpecificas de
reducdo de compostos organicos, entre outras.

Os suportes magnéticos utilizados sdo tanto porgsasto ndo
porosos. Porém, 0s ndo porosos tendem a ser nsitentes a
incrustacdes e ao atrito que os suporte porososiaigiais ndo porosos
mais comumente utilizados séo o ferro, o cobaseus 6xidos, sendo o0s
métodos de preparacdo: adsorcdo, encapsulamentajeuagente de
acoplamento e formacgéo de uma fina camada de polifae-HASSAN
etal., 1991).

Woo, Kwon e Lee (2015) utilizaram magnetita compaste na
imobilizacdo de lipase. Apés 10 ciclos, cerca di 8@ atividade inicial
foi mantida. A recuperagdo das enzimas imobilizddasealizada por
separagcdo magnética.

As nanoparticulas de magnetita foram avaliadas cuporte na
imobilizacao quimica do acido humico e da albundimaoro humano por
Bayrakci et al. (2014)Yusdy et al. (2009) utilizaram nanoparticulas
magnéticas como suporte na imobilizacdo de ladedarogenase.
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2.3.3 Propriedades magnéticas

Sinnecker (2000) descreve que a magnetizagdo deriaiaté
determinada pelo balanco energético de diferenpes tde energia.
Dentre eles, o autor cita a energia magnetostaieaergia das fronteiras
do dominio, a energia de anisotropia, entre oulfsfas energias afetam
0os locais e as direcbes da magnetizacdo; sendm,aassetam a
magnetizacao total do material.

A curva de histerese (curva de magnetizacdo) € fomaa de
estudar os materiais ferromagnéticos, pois € pelsgibservar o
comportamento destes materiais quando submetidasnacampo
magnético variavel. Para a obtencdo da curva dierése, ocorre o ciclo
de magnetizacdo e desmagnetizagcdo do material.igimaF12 estdo
representadas as curvas de histerese reversiugversivel (SMITH,;
HASHEMI, 2012).

Na curva reversivel, mostrada na Figura 12 (a)u@ndo néo
ocorre perdas energéticas durante o processo deetizagdo. Ja na
curva irreversivel, como pode ser visualizado ruid 12 (b), ocorre
dissipacado de energia, sendo esta, relacionada éea interna formada
durante o ciclo de magnetizacdo e desmagnetizacao.

Figura 12 — Representagédo grafica da curva de histeresev@lsivel e (b)
irreversivel

(a) Magnetizagdo (b) Magnetizagdo
| A

campo aplicado campo aplicado

Fonte: adaptado de Sinnecker (2000).

Com a aplicacéo deste campo magnético no matérbssivel
obter pardmetros para mensurar 0 momento magné&eoum
determinado material, como, por exemplo, a coatade, a
magnetizacdo de saturacdo e a magnetizagdo reraatee$RIBEIRO,
2000; SINNECKER, 2000).



52

A magnetizacdo de saturacdo de um material @idafcomo
sendo a intensidade da magnitude necessaria pateratodos os
momentos magnéticos. Ou seja, a saturacdo magaéticancada quanto
0 material estd completamente magnetizado. A oodacle esta
relacionada com a capacidade que o material apeesam manter os
momentos magnéticos em uma determinada posicade rEso,
alinhados. Sendo assim, é definida como o campamétiag necessario
para remover a saturacdo magnética (SMITH; HASHER12). A
magnetizacdo remanescente é definida como a mzag#d que é retida
no material apés a aplicacdo e remogdo do camponétieg
(FONTANIVE et al., 2014).

24 REATOR DE LEITO FLUIDIZADO MAGNETICAMENTE
ESTABILIZADO

Yang (2003) destaca que a principal caracterigticareatores de
leito fluidizado é que os sélidos se comportam ctimodo. Para fins de
processo, os soélidos podem ser tratados como flypeéomitindo a
alimentacao continua. Operando de modo continuneaia-se a area de
contato entre o sélido e o fluido, facilitando ansferéncia de calor e
massa.

Porém, em reatores de leito fluidizado é importaeterminar a
velocidade ideal de alimentagéo, uma vez que ddlpbde arrastar a fase
sdlida, comprometendo o sistema operacional. Adiftacdo é uma
ciéncia empirica, na qual apenas a modelagem pdéde resolver
problemas de operagdo. Em diversos casos € ndoesgéstar
parametros para cada fase liquida e fase solgl@msitilizados (YANG,
2003).

Liu, Wang e Ou-Yang (2009) citam que o reator de fluidizado
magneticamente estabilizado (MSFBR Magnetically Stabilized
Fluidized Bed Reactpipossibilita o aumento da velocidade do fluido,
uma vez que a fase sélida apresenta maior resstéoarraste. Sendo
assim, a estabilizacdo magnética apresenta-se waitajosa em
processos que necessitem velocidades mais altagtamesmo contra
fluxo. O MSFBR é considerado um sistema eficaz ajoneinte com
enzimas ou células imobilizadas para otimizagabioteansformacdes e
biocatalises.

Zong et al. (2013) definem o reator de leito flmédio
magneticamente estabilizado como sendo constitpimo particulas
ferromagnéticas sujeitas a um campo magnético mmég@m relacdo ao
espaco e ao tempo e espacialmente invariantesnt# tedirigido na
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direcdo axial em relagdo ao fluxo do fluido. Regsl. (2014) ilustram o
MSFBR, conforme modelo presente na Figura 13.

Figura 13 — Representacdo do modelo de reator de leitoifkdd
magneticamente estabilizado

; 2 "

Valvula de

contrapressio

Reator Estabilizado
Magneticamente

=

Bobina
eletromagnética E
> Amostra

Tanque de
alimentagio

Controlador

Bomba

Fonte: adaptado de Rossi et al. (2014).

O uso de particulas magnéticas em reatores deflaittizado
elimina o problema do arraste de pequenas padiouiaa vez que estas
estdo estabilizadas pelo campo magnético. A irdadsi do campo
magnético € um parametro de grande importancia, gmifor de alta
intensidade, pode causar aglomeracdo das particudascoluna,
comprometendo o correto funcionamento do reatond&eassim, a
intensidade deve ser a minima possivel para mamtesistema
estabilizado, sem o risco de aglomeracdo ou amdast@articulas e sem
comprometer a eficiéncia da reacdo (BAHAR; CLERIOQ).

Zong et al. (2013) compararam algumas caracteasstio reator
de leito estabilizado magneticamente (MSFBR), @dborede leito fixo e
do reator de leito fluidizado, conforme Tabela 2.

Tabela 2 —Dados comparativos entre reator de leito estaioitiz
magneticamente, de leito fixo e de leito fluidizado

Reator Investimento Custo Flexibilidade
Operacional Operacional
MSFBR médio médio alta
Leito fixo médio baixo baixa
Leito fluidizado alto alto média

Fonte: adaptado de Zong et al. (2013).



54

Este tipo de reator com campo magnético tem sidestigado,
principalmente, para a relacdo gas-soélido, sendopguco se descreve
para a relacdo gas-liquido e liquido-sélido. Pelados presentes na
Tabela 3, o MSFBR apresenta vantagens operaci¢a@ilG et al.,
2013).

Atualmente, a aplicagéo de reator de leito fluidzastabilizado
magneticamente é variada, conforme breves exenapl@Esentados na
Tabela 3, demonstrando a flexibilidade de utilizagé&ste modelo de
reator.

Tabela 3 —Exemplos de aplicacdo de reator de leito fluidizestabilizado
magneticamente presentes na literatura.

Referéncia Aplicacdo
Liu, Wang e Ou-Yang (2009) Producéo de etanol
Bayramoglu et al. (2014) Purificacdo de tripsina
Jovanovic et al. (2015) Descloragéo de fenéis [wphdos
Fidalgo et al. (2016) Producdo enzimatica de bgalie
Tian et al. (2016) Aumento no crescimento de nanotubos de
carbono

Hajar e Vahabzadeh (2016) Producéo de biolubrifesan
Fonte: elaborado pela autora (2017).

Estes trabalhos sdo apenas alguns dentre os repemieados
sobre o tema, que esta em foco nas pesquisadicaentido apenas da
area de engenharia bioquimica, mas como em divérsas da ciéncia.

2.5 ESTADO DA ARTE E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Neste item estdo dispostas informacdes sobre agdugiies
cientificas relacionadas a utilizacdo de materighgméticas em
imobilizacao celular. De modo geral € possivel plaseque a aplicacdo
de particulas magnéticas em imobilizagcéo celusoassa na literatura.

Considerando o conteddo apresentado na revisadedatura,
percebe-se que a maior parte das pesquisas quieelvemprego da
magnetita séo referentes a imobilizacdo de enziseslo grande a
caréncia de pesquisas de imobilizagéo celularimbtumagnetita.

A imobilizacdo por adsor¢do deaccharomyces cerevisiasm
magnetita foi estudada por Al-Hassan et al. (19913uporte magnético
de magnetita (R®a) foi coberto com uma camada do material aderente
(carvao ativado em p6 ou zedlito) com o auxilioekna epoxi.
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A suspenséo de células foi misturada com o supesgnético durante
3 h. Foram realizadas 6 bateladas de 42 h. O mebsultado de
conversdo do substrato em etanol (84%) foi obtitlizando carvéo
ativado como material aderente na imobilizag&olaelu

Liu, Wang e Ou-Yang (2009) avaliaram a imobilizacde
Saccharomyces cerevisi@d 4608em po de ferritas de manganés e zinco
(5% m vY) com alginato de sédio (3% mv O parametro analisado foi
a concentracdo de cloreto de calcio na imobilizag@e resultados
mostraram que em altas concentragfes (4% a 8%gfasms eram mais
resistentes, porém apresentavam baixa produtiviéaddermentacao
alcodlica. Os autores associaram esta baixa pridiadie a barreira
menos porosa que se formou, dificultando a traéstEa de massa. O
melhor valor considerado para a concentracdo dg&olde CaGlfoi de
2%. Na fermentacéo alcodlica utilizando a célulabitizada no suporte
magnético com o alginato, a conversédo do substeatcetanol foi de
91,4%.

Células deEscherichia colfforam imobilizadas por adsorgédo em
particulas de areia cobertas com magnetita noltralagescrito por Al-
Qodah et al. (2015). Neste trabalho, o foco foliavéipos de suportes
magnéticos. Os autores avaliaram dois suportesglosgne um dos
suportes consistia em ndcleo de areia, uma camsgtaa de magnetita
e uma camada externa de carvao ativado. O outsistianem nucleo de
areia, uma camada interna de magnetita e uma caawtataa de cinzas
volantes. Os autores concluiram que ambos os sgpEgtapresentaram
viaveis na imobilizacdo celular.

Na Tabela 4 consta um resumo dos principais trabatjue
avaliaram a imobilizacdo celular em suportes magpst listando os
autores, o suporte avaliado e o respectivo micnisg#.

Tabela 4— Principais trabalhos que avaliaram a imobilivagélular em
suporte magnético e 0s respectivos microrganismobilizados
Referéncie Suporte Microrganismo

magnetita com uma

Al-Hassan et al. (1991) | camada de carvdo ativado

em pé ou zedlito

Liu, Wang e Ou-Yang | p6 de ferritas de manganés Saccharomyces

(2009) e zinco e alginato de sAdio cerevisiaeGT4608

Al-Qodah et al. (2015) particulas de areia . Escherichia coli

cobertas com magnetita

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Saccharomyces
cerevisiae
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Os poucos trabalhos presentes na literatura qukarava a
imobilizacao celular com magnetita apresentaramiteetos promissores,
incentivando a realizacdo do presente trabalho.r&3epte trabalho
propde o estudo da imobilizacdo por aprisionameyie, se diferencia
dos trabalhos citados.

O grande diferencial da imobilizagdo por aprisioeata com
particulas magnéticas € que mesmo se as esfgragtisem em pedacos
menores durante o processo em reator de leitoiZadd estabilizado
magneticamente, nenhuma parte serd perdida, umajuezodas as
partes, por menores que sejam, possuem materiahétieg em sua
composicao.

Percebe-se também que a avaliacdo da integridadapdote, a
qual possibilita reutilizacdo das células imobilias, € escassa. O
presente estudo, além de imobilizar células comemahtmagnético,
avalia diferentes concentracfes de alginato deoséitiando manter a
integridade do suporte em mais ciclos de fermentasgm negligenciar
a produtividade da fermentacéo.

Nestes quesitos, o presente trabalho se apresenteardter
inovador e com potencial para contribuir com a coidede cientifica em
uma area pouco estudada. Sendo assim, sua exécjusdificavel.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo estdo descritas as metodologidgadidls para a
execucdo dos experimentos e para a andlises dastrasnooletadas
durante o decorrer do estudo.

3.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DA MAGNETITA

A etapa da sintese da magnetita foi realizada horasorio de
Engenharia Bioquimica (EngeBio/UFSC).

A metodologia utilizada neste trabalho para a séntla magnetita
€ baseada na metodologia proposta por Tie et @6§2 Os reagentes
utilizados foram: 11,0 g de sulfato de ferro 11 $&&), 5,7 g de oxalato
de amdnio (GHgN,O,), 16,0 g de sulfato de ferro 1l (K&Oy)3), agua
destilada e alcool etilico.

Em um béquer, misturou-se o sulfato de ferro Il exalato de
amoénio em aproximadamente 100 mL de agua destizda mistura foi
colocada em banho termostatico (90 °C), com agitd680 rpm) até
completa dissolucdo. Durante agitacdo, a misturdesoxigenada com
nitrogénio. A temperatura da mistura permaneceunadie 75 °C para a
adicdo do sulfato de ferro Ill. Apos esta adicdo,méstura foi
homogeneizada e o pH foi corrigido para 9,0 comdxido de amdnio.
A temperatura e a agitagdo foram mantidas porQom auxilio de um
magneto, a suspensao foi lavada trés vezes condagtimada e uma vez
com alcool etilico. Para finalizar, a mistura pemeweu em estufa (40 °C)
até secar.

O tamanho médio das particulas sintetizadas foerghiado
através da andlise de imagens obtidas por micri@sckgptransmissao
eletrbnica (MTE). Esta analise foi realizada no dralbdrio Central de
Microscopia Eletrénica (LCME/UFSC), em equipamed®eM-1011,
operando a 100 kV.

As amostras analisadas foram previamente prepansgasando-
se 100 mg de nanoparticulas de magnetita, tritaramualmente com
auxilio de um almofariz com pistilo, em 10 mL deidglestilada. Apds
breve agitacdo manual, esta dispersdo foi submetidaatamento
ultrassénico com frequéncia de 25 kHz durante 3enntemperatura
ambiente. Este procedimento foi realizado visandorapleta dilui¢&o,
evitando assim a sobreposicéo e aglomeragéo désupss, facilitando
sua observacdo e analise. Em seguida, uma aligleotaOulL foi
depositada em uma grade de cobre recoberta come fitta
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carbono/Formvétde 200 mesh e de diametro de 3,05 mm e mantidas em
temperatura ambiente por 24 h para a evaporacaguiaexcedente.

3.2 MICRORGANISMO

O microrganismo selecionado para ser utilizadoenestudo foi a
levedura da espéci&accharomyces cerevisiagonte comercial -
Fleischmann).

3.3 IMOBILIZAGAO CELULAR

Esta etapa do experimento foi realizada no Laboeatde
Engenharia Bioquimica (EngeBio/UFSC).

A técnica de imobilizagéo celular avaliada nestbdtho foi a de
aprisionamento em matriz porosa, sendo esta nsattetizadan situem
torno das células. A metodologia apresentada éablasea descricdo
metodoldgica do trabalho de Teixeira (2011).

Incialmente, preparou-se 10 mL de solucéo de algida sodio
(concentracdo estipulada de acordo com o estudauestido). Esta
solucéo foi mantida em agitador magnético parata thssolucdo dos
granulos. Entdo, as particulas magnéticas (100 rmgyiamente
trituradas manualmente com auxilio de um almofeoin pistilo, foram
adicionadas. Apés breve agitacdo manual, a suspelgiaato de sdédio
e particulas magnéticas foi submetida a tratamatitassénico com
frequéncia de 25 kHz, juntamente com agitacdo nezale 600 rpm,
durante 30 min para a completa dispersdo. Em pargleeparou-se
100 mL de solucéo de cloreto de célcio (GaG/1 M.

Na mistura alginato de sbédio e magnetita, adicies®u
Saccharomyces cerevisieassa seca estipulada de acordo com o estudo
em questdo). Entéo, esta mistura foi adicionadareenbureta e gotejada
na solucéo de cloreto de célcio com vazéo de 3 imt},ragitacdo manual
e altura de gotejamento de 24 cm. As esferas fasyermaneceram por
pelo menos 2 h imersas na solugédo a temperatutd@e, entdo, foram
lavadas com agua destilada esterilizada, estarmitgsr para uso em
processos fermentativos.

Conforme previamente descrito, na Figura 14 aptassnum
esquema ilustrativo das principais etapas da inzalg#io celular em
alginato e magnetita.



59

Figura 14 — Esquema ilustrativo da metodologia da imobifxacelular com
magnetita

. Alginato de sédio Células
Magnetita (1%, 1,5%, 2% m-v') l- (0.5g, 1g)

©.19 7
Tratamento Ultrassonico ‘

Aguu Destilada (10ml) B

Células Imobilizadas

Solugdo de
Meio para a Fermentagao CaCl,
Alcoodlica y 100ml, 0,1M

Fonte: elaborado pela autora (2017).
3.4 CARACTERIZACAO DA CELULA IMOBILIZADA

Neste item estdo presentes as metodologias daer&acédo da
levedura imobilizada com magnetita em alginatoalei@, sendo estes o
estudo da absorcdo de agua pela esfera imobilizaddtencdo das
imagens de microscopia eletrbnica de varredura avaiacdo do
comportamento magnético das esferas imobilizadas.

3.4.1 Estudo da absorc¢éo de 4gua pela célula imobéda

Este estudo foi realizado para verificar se asadigtas observadas
na fermentagéo alcodlica podem estar relacionagiasec absorcdo de
agua pela esfera de célula imobilizada. Parafigtmy-se a agitacdo em
150 rpm e a concentracéo de células em 100. @k valores estudados
para a concentracdo de alginato de so6dio foram 1L%% e 2%
(massa volumé= mv?). O teste foi realizado em 100 mL de agua
destilada estéril, mantido a temperatura de 300?@@ h.

As massas das esferas foram determinadas no éfwdinal do
estudo, avaliando o volume de agua absorvido ¢uacsio visual das
esferas. A medicao do diametro foi realizada comeaio de 4 vezes de
imagens fotograficas, conforme metodologia apreskentpor Yang
(2003).
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Existem diversos métodos relatados na literaturara pa
determinacdo da densidade de particulas poroggs gorém, os
resultados néo diferem significativamente do métoaldicinal, além de
serem demorados. Com isto, o método tradiciona gererminacdo da
densidade de particulas porosas (Equacéo 1) fiziadib neste trabalho
(YANG, 2003):

_Tp

Pp = v 1)

sendo rp a massa da esfera (g) ¢ @ volume que a esfera
deslocaria se sua superficie fosse ndo porosa. (cm?3)

3.4.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As imagens obtidas pelo microscépio eletrénico deredura
(MEV) séo de grande interesse na caracterizac&oatkeriais metalicos
e semicondutores pois permitem a observacdo dalogid, de trincas,
das camadas superficiais, da composicdo, da tdgentre outros
parametros de interesse qualitativo e quantitatiuA, 2010 apud
FONTANIVE et al., 2014).

A avaliagcéo da superficie das esferas imobilizémlasalizada por
imagens obtidas através de microscopia eletrbniea vdrredura,
equipamento modelo JEOL JSM-6390LV. As andliseanforealizadas
no Laboratério Central de Microscopia Eletrénic€ME/UFSC).

As esferas foram mantidas em estufa a 60 °C plop24a remocao
da umidade. Com auxilio de uma fita adesiva dugde fle carbono, as
esferas secas foram fixadas stagyspara serem recobertas com uma fina
camada de carbono, estando prontas para analeguigamento.

3.4.3 Magnetémetro da amostra vibrante (MAV)

Fontanive et al. (2014) definem um magnetémetrocceando
um equipamento composto por um conjunto de equiptrseitilizados
para mensurar 0 momento magnético de um determimatkrial com a
aplicacdo de um campo magnético pré-estabelecido.

Sendo assim, o0 comportamento magnético das esferas
imobilizadas foi avaliado através da curva de mtgmgho, obtida a
partir de ensaios de magnetizacdo da amostra tébras analises foram
realizadas no Laboratério Multiusuério de Carazémdio Magnética de
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Materiais, localizado no Departamento de Fisica SO em
magnetdmetro da marca Magmet Systems, modelo 33473-7
Electromagnet, operando com campos magnéticos €tr&Oe e 20
kOe.

3.5 FERMENTACAO ALCOOLICA

A etapa da fermentac&o alcoolica foi realizada alookatério de
Engenharia Bioquimica (EngeBio/UFSC).

3.5.1 Meio fermentativo

O meio de cultivo foi composto por 100,0 ¢ Ilde glicose
(CeH1206), 1,0 g L* de extrato de levedura, 10,3 ¢ de sulfato de
amonio ((NH):SQ), 0,5 g L! de fosfato de potassio monobasico
(KH2POy) e 0,5 g ' de sulfato de magnésio heptahidratado
(MgSQu7H,0). O meio foi previamente esterilizado em autoelper
15 min a 121 °C.

3.5.2 Conducéao do processo fermentativo

Para estes ensaios foram preparados 100 mL dedeeialtivo
para 10 gramas de suporte imobilizado, proporcéioida baseando-se
nos resultados de Zain, Kofli e Yahya (2011). O aneias esferas,
contidos em erlenmeyers de 250 mL, foram colocadosncubadora a
temperatura de 30 °C e a agitacao foi definidacdeda com o estudo em
questao.

3.5.3 Andlise cinética da fermentacéo alcodlica

A velocidade instantdnea do consumo de substrajo fdf
calculada pela Equacéo (2):

S e
dt
sendo S a concentracdo de substrato emh g Lo tempo em
horas. A velocidade especifica de consumo de sub4ir'), calculada
tendo a concentracédo inicial de células como refémé € apresentada
pela Equacéo (3):
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sendo X a concentracdo inicial de células em -y Lque
corresponde a massa de células adicionada, poi® @rmélula é
imobilizada, o crescimento celular ocorre no imterida esfera
(NAJAFPOUR; YOUNESI; ISMAIL, 2004, JIN; LIU; HE, Z).

O fator de converséo de substrato em produto fergénado pela
Equacéo (4):

Pr—P
Si — S¢

YP/S = (4)

As concentracdes final e inicial do produto (§ Lséo
representadas pok B R. § e S correspondem as concentraces final e
inicial do substrato (gL, respectivamente. O termo Pi, correspondente
a concentracgéo inicial de produto (etanol), quedvisiderada nula.

A produtividade (P da fermentacdo alcodlica com células
imobilizadas sera obtida considerando a concerdrfigél e inicial do
produto (P e R) e o tempo final de fermentacéo (h), conforme ik@sc
pela Equacéo (5):

- P;—P, ®)

O rendimento da fermentacdo alcodlica foi deterdona
conforme descrito pela Equacao (6):

R = Yp/s

== 6
Yo (6)

Para fins de célculo, considera-se a massa esjgeddietanol de
789,3 g L, conforme descrito por Najafpour e Lim (2002). &of de
conversao maximo teéric(ﬁg,s) foi utilizado como 0,51 grama de etanol

por grama de glicose consumida, de acordo comegesimetria da
fermentacao alcodlica, conforme Equacao (7):

1 GH120s > 2 GHsOH+ 2 CQ (7)
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Sendo a massa molar do etanol 46 g'nealla glicose 180 g mél
o fator de conversdo maximo tedrico de substrato peoduto foi
calculado de acordo com a Equacéao (8):
i 2 X MMgtanot 2 X 46
YP/S = T X MM, o0 1% 180
glicose

=0,51gg? (8)

3.6 ESTUDOS DA FERMENTACAO COM CELULAS
IMOBILIZADAS COM NANOPARTICULAS

3.6.1 Determinacdo da concentracdo do substrato damte a
fermentacao alcoolica

Inicialmente realizou-se um ensaio de 24 horasstaotio-se
amostras a cada 2 horas para a determinacdo dent@géio de substrato.
Com isto, é possivel verificar se a presenca dé&cpbr magnética possui
influéncia no processo fermentativo e na eficiératda imobilizacéo
celular com as particulas magnéticas.

Para este estudo, estipulou-se as quantidades pauebilizac&o
celular sendo de 0,1 g de particulas magnéticas, @,de alginato de
sodio (1,5% m¥) e 1,0 g de levedura em 10 mL de Agua destilada. A
agitacdo foi mantida em 150 rparante a fermentacao alcodlica. O
ensaio foi realizado em duplicata. As amostrasnfioemalisadas para
determinar as concentracfes do substrato (acUeahat®res).

Para a andlise cinética da fermentacdo deste esfadam
calculadas as velocidades instantaneas do consesubdtrato § pela
Equacéo (2) e a velocidade especifica de consumsubistrato pela
Equacéo (3).

3.6.2 Avaliacao da influéncia da concentracdo degahato de sodio e
da concentracgéo celular na integridade da esfera iobilizada

De acordo com Xin et al. (2016), sabe-se que adame alginato
interfere nas propriedades magnéticas de particnlgéticas e que
guando a célula é imobilizada por aprisionamentygscimento celular
pode deformar o suporte. Por isto, realizou-setudesda influéncia da
variacao da concentracdo de alginato de sédiooemizentracédo celular
durante o processo fermentativo.

Os valores avaliados para a concentracao de algieasodio e
para a concentracdo celular na etapa de imobilizagtio dispostos na
Tabela 5, expressos em g,lsendo que se fixou em 10 mL o volume de
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imobilizado a ser utilizado para 100 mL de meicdévo. A temperatura
foi mantida em 30 °C e a agitacdo em 150 rpm.

Tabela 5— Condicédo de imobilizacdo de cada amostra, sestds e teor de
alginato de sédio e a concentracdo de células

Amostra Alginato de Sédio | Concentracéo de Células

(% m v?) (gL

A 1,0 50

B 1,0 100

C 1,5 50

D 1,5 100

E 2,0 50

F 2,0 100

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Todos os experimentos foram testados, se possivemais de 1
ciclo de 24 h, verificando-se, entre cada ciclmtegridade das esferas
visualmente. Para critérios de avaliacdo, considseoa presenca de
rachaduras nas esferas e a presenca de fragmaatesfdras no meio de
cultivo. O aumento ciclos de reutilizacdo foi mdatienquanto os
resultados visuais se mostrassem viaveis.

O fluxograma do processo de utilizacdo da leveduabilizada
esta representado na Figura 15, indicando a etapaaprre a tomada de
deciséo de reutilizar ou ndo as esferas, com lzagaliacio qualitativa
da integridade das mesmas.



65

Figura 15— Fluxograma representativo do processo de ufdizala levedura
imobilizada com uma etapa de deciséo

[ Imobilizar a levedura ’

v
4 2\

Adicionar a levedura imobilizada no
meio de cultivo

e N
Realizar a batelada de fermentagao
alcodlicapor 24 h

E possivel
reutilizar a
levedura
imobilizada?

Sim

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Foram coletadas amostras no final de cada batpladaanalise da
cinética da fermentacéo alcodlica. Para esta arféliam avaliados dois
parametros, sendo estes a produtividade (Equac@m 5endimento da
fermentacado (Equacéo 6).

3.7 METODOS ANALITICOS
3.7.1 Quantificacéo dos acucares redutores
Para a quantificacdo dos acUcares redutores liaadid 0 método

de quantificacdo em espectrofotdmetro utilizandomémento de onda
de 540 nm e o reagente acido 3,5-dinitrosalici{@blS), proposto por
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Miller (1959) e adaptado por Gongalves et al. (2(iEba sua realizagédo
em placas de micro titulacdo. A concentracdo dasaaes redutores foi
obtida através de uma curva padrdo. As amostrasnfdidas em
espectrofotdbmetro modelo BEL SP1105 com comprimetanda de
540 nm.

3.7.2 Quantificacdo da glicose, do etanol e do gol

As amostras coletadas durante a fermentacdo alaofidram
centrifugadas por 10 min com velocidade de agitafgad@500 rpm na
centrifuga de tubos Quimis modelo Q-222TM. O schdante foi
separado e fitrado em membrana millipore GSWP-0138om
porosidade de 0,22m e analisado para quantificacdo dos acUcares
(sacarose, glicose e frutose), do etanol e dorglice

As andlises foram realizadas no Laboratério dedgial Molecular
e Biotecnologia de Leveduras (UFSC) por cromatigié&juida de alta
eficiéncia - CLAE (LC-2000 Plus, Jasco), com detegtor indice de
refracdo (RI-2031 Plus, Jasco). A coluna utilizend®io-Rad Aminex®
HPX-87H 300 mm por 7,8 mm, com solucédo d&&: 5 mmol L, como
fase mével, a uma vazdo de 0,3 mL tnintempo de analise de 30 min
para cada amostra.

As curvas de calibragédo foram obtidas utilizandweidiferentes
concentracdes (2,5; 5; 10; 30 e 50 para cada componente analisado.
Os componentes analisados foram a glicose, o gliro etanol,
conforme metodologia proposta por Fernandes (2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DA MAGNETITA

As particulas de magnetita foram sintetizadas cordo
metodologia proposta e podem ser observadas naaFlgy na qual as
particulas apresentam-se dispostas em um béqueiopaslo sobre um
ima circular, sendo atraidas pelo ima.

Figura 16 — Particulas de magnetita sendo atraidas pelo ima

Fonte: elaborado pela autora (2017).

A Figura 17 apresenta o resultado da analise deosaigpia de
transmissdo eletronica (MTE) realizada para serdbtagem direta
ampliada das particulas de magnetita sintetizadas.

Figura 17 — Imagem da microscopia de transmissao eletr@gsgarticulas de
magnetita em escala nanométrica

20 nmi
—

Fonte: elaborado pela autora (2017).
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Apesar do tratamento ultrassdnico, algumas nariopkas de
magnetita estdo parcialmente sobrepostas e agldasi@u seja, o limite
de cada particula é indefinido. Com isso, o taman#dio preciso das
particulas ndo pode ser determinado. Porém, coefamiservado na
Figura 17, o tamanho de cada particula situa-s¢oemo de 10 nm,
caracterizando um material nanométrico, conformepgsto neste
trabalho.

4.2 CARACTERIZACAO DA CELULA IMOBILIZADA

Neste item estdo presentes os resultados obtidearaeterizagdo
das esferas de célula imobilizada com magnetitalgimato de célcio.
Os estudos referentes a caracterizacdo sédo a abstmr@gua pela esfera
imobilizada, as imagens obtidas da microscopiaéeleta de varredura e
a avaliagdo realizada do comportamento magnétice esferas
imobilizadas.

4.2.1 Absorcao de 4gua pela célula imobilizada

No estudo da absorcao de agua pela célula imadaljagerificou-
se a diferenca da massa das esferas apds 48 hsreaenrsl00 mL de agua
destilada estéril com agitacdo de 150 rpm e terharde 30 °C. O teor
de agua absorvido refere-se a massa de agua petidasuporte em
relacdo ao seu peso inicial. Em adicional, mediwsdiametro das
esferas, determinou-se o volume e a densidade ¢ggudd. Os resultados
apresentados na Tabela 6 foram obtidos em trésodasd inicial (logo
apols a imobilizacdo), final (apés 48 h imersa emmédestilada) e da
esfera seca.
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Tabela 6— Propriedades da esfera imobilizada, de acordoadiferentes
teores de alginato de sddio adicionados no suparttapa de imobilizacéo

celular
Teor de alginato de sédio no suporte
Propriedade 1% (mv?Y | 1,5% (mv | 2% (mv?)
1
)
Teor (%) | Agua absorvida 55,5 57,4 48,2
Massa (mg) In.icialh 58,4+0,08| 53,1+0,07| 41,2+0,03
1 esfera FinaP* 90,8+0,11| 83,5+0,02 61,0+0,06
Esfera seca 5,0 £ 0,09 5,2 +£0,05 5,8 £0,07
Diametro | Inicial® 3,1 £0,00 3,1+0,02 3,1+0,01
(mm) FinaPt 4,0 £ 0,02 3,9+0,01 3,9+0,00
1 esfera | Esfera seca 0,7 £0,00 0,75 + 0,01 0,9+0,00
Volume Inicial® 15,6 15,6 15,6
(mm3) FinaP< 31,1 33,5 33,5
1 esfera | Esfera seca 0,18 0,22 0,38
Densidade | Inicial® 3,7 3,4 2,6
(mg mm3) | FinaP® 2,7 2,7 1,9
1 esfera | Esfera seca 27,8 23,5 15,2

2 Apos 48 h. P Foram analisadas 10 esferas de cada teor detalgina
¢ Calculados a partir das médias da massa e do ééme
Fonte: elaborado pela autora (2017).

Pode-se perceber que utilizando maior teor deatiyite sédio na
imobilizacdo (2% m V), a porcentagem de Agua absorvida é menor.
Najafpour, Younesi e Ismail (2004) avaliaram adléficia do teor de
alginato (1,5%, 2%, 3% e 6%) na imobilizacdo Saccharomyces
cerevisiae As esferas de célula imobilizada com 1,5% deéatg na
imobilizacdo apresentaram pouca integridade e pastabilidade.
Esferas com 6% de alginato apresentaram muitaedgédhouve baixo
consumo de substrato. Com isto, 0s autores coratatque com o
aumento da concentragdo de alginato de sédio, edéom suporte
menos poroso para a transferéncia de agua e, cmmemente, de

nutrientes.

Liu, Wang e Ou-Yang (2009) avaliaram a influéncia d
concentracdo de cloreto de célcio, com alginateddiéo (3% m ), na
imobilizacdo de Saccharomyces cerevisia®@T4608. Os resultados
mostraram que em altas concentracdes de cloret@lce (4% a 8%), as
esferas eram mais resistentes, porém a fermeraéng#iica apresentava
baixa produtividade de reacdo. Sendo assim, a lpmogutividade foi
associada a barreira menos porosa que se formgualadificultou a
transferéncia de massa.
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Em relagao ao diametro inicial das esferas (3,1,magjesultados
sao proximos dos apresentados por Liu, Wang e Ggr{2009), no qual
0s autores relatam que as esferaSaecharomyces cerevisi&T 4608
imobilizadas em alginato e p6 de ferritas de maéganzinco mediam
3,2 mm. Ghorbani et al. (2011) e Najafpour, Youmetsmail (2004)
relatam que o tamanho da esfera 8accharomyces cerevisiae
imobilizada somente com alginato foi de 5,0 mm eédlian

Foi possivel verificar que a absor¢cdo de agua peloorte
imobilizado ndo causa as rachaduras presentes pwtsudurante a
fermentacao alcodlica. O aumento na massa de étida pelas células
imobilizadas causou aumento do didmetro das esfier@9 mm para o
suporte que contém 1% (mwde alginato de sédio e um aumento de 0,8
mm para os suportes com 1,5% e 2% {hde alginato.

A densidade da esfera seca imobilizada com meoodéealginato
(27,84 mg mm) € maior que a esfera que contém maior teorgieadb
(15,2 mg mn¥). Isto pode ser explicado pelo fato de que, moter
menos alginato na composicdo da mistura para ailiraadio, 0 espacgo
na esfera € ocupado por particulas magnéticas tducagotejamento.
Sendo assim, quanto mais alginato de sddio, meartisydas magnéticas
estariam presentes em cada esfera unitaria imadéliz

4.2.2 Andlise da microscopia eletronica de varredar

As imagens obtidas da microscopia eletrénica deeglara estéo
presentes nas Figuras 18 e 19 e foram obtidas sfasa® secas
imobilizadas com 1,0 % (mY de alginato de sé6dio, 100 g'lde
Saccharomyces cerevisiaenanoparticulas de magnetita apds 2 ciclos de
reutilizacdo em fermentacdo alcodlica. Na Figura4i8o ilustradas as
ampliacdes de 58, 100x e 300x.

Analisando as imagens da Figura 18 é possivel wirsgue a
superficie é rugosa e irregular, com a presencavldades de diferentes
formatos e tamanhos. Estas cavidades podem sginamtas pelo
crescimento celular ocorrido no interior das esfec@mo descrito por
Vilela et al. (2012). Zimmermann (2001) relata gpeas cavidades
podem ser originarias da secagem do alginato. Niedtalho, ambas as
causas séo consideradas validas para as cavidesbEntes na esfera
seca.
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Figura 18 — Eletromicrografia com ampliacdo de (a)>50(b) 100x e (c)
300x de uma esfera seca imobilizada com 1,0 % tde alginato de sédio,
100 g L* deSaccharomyces cerevisiaanagnetita apés 2 ciclos de reutilizagéo
de 24 h em fermentacgéo alcodlica

a) b c)
X50 500pm X100 100pm X300 50pm
Fonte: elaborado pela autora (2017).

Na Figura 19 estdo ilustradas as ampliagbes de<50000x e
2000x de uma esfera imobilizada com 100 g de Saccharomyces
cerevisiae, magnetita e 1,0% () e alginato de sédio ap6s 2 ciclos de
24 horas cada.

Figura 19 — Eletromicrografia com ampliacéo de (a) 530(b) 1000x e (c)
2000x de uma esfera seca imobilizada com 1,0%{jrde alginato de sddio,
100 g Lt deSaccharomyces cerevisiaemagnetita apds 2 ciclos de reutilizacdo
de 24 h em fermentacéo alcodlica

‘, Wi R 2N ] \
™~
c)

3 = (b) 2

* X500 .750pm.-~ X1,000~ 10pm  X2,000 10pm

Fonte: elaborado pI autora (2017).

Observando-se as imagens presentes na Figura Isséved
confirmar a eficiéncia da ligagdo entre as nanépdas de magnetita, o
alginato e as células de levedura, formando agitesr de tamanho
médio de ~ 5um. Os resultados estdo coerentes com os relatados n
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trabalho de Duarte et al. (2013), no qual a leve@accharomyces
cerevisiag]AY-270 foi imobilizada somente com alginato 3%\ Os
aglomerados relatados pelos autores possuiam tamaddio similar ao
deste trabalho, indicando que a presenca da m&gnéb interferiu no
processo de imobilizacao da célula.

N&o foi encontrado na literatura trabalho similarcdracterizacéo
de esfera de levedura imobilizada com material mbdgm para a
discusséo destes resultados.

4.2.3 Andlise das propriedades magnéticas
O comportamento magnético das esferas de célulaslinadas
em fungéo da intensidade do campo magnético aplitadieterminado

por meio da curva de histerese, a qual esté itlsstma Figura 20.

Figura 20— Curva de histerese da levedura imobilizada cagnetita e
alginato de célcio

25
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Magnetizacéo (emg?)
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Intensidade do Campo Magnético (kOe)

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Analisando-se a curva de histerese presente naaFigQ, é
possivel afirmar que a presenca do alginato evaéglga néo influenciou
na magnitude da magnetita, uma vez que a curvaeapieecaracteristica
reversivel, indicando que n&o houve perda eneegétim a aplicacdo do
campo magnético variavel. A partir desta curvaivebam-se os valores
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da magnetizacdo de saturagdo (Ms), da coercividitly) e da
magnetizacdo remanente (Mr). Os valores destesnptds para as
esferas imobilizadas com magnetita em alginatooept&sentes na
Tabela 7, na qual apresentam-se também os valaresnmksmos
parametros para a nanoparticulas de magnetitaproomfdescrito por
Henriques (2016), que utilizou a mesma metodol@giea sintese da
particula.

Tabela 7- Valores da magnetizagéo de saturacédo (Ms), el@ivmade (Hc) e
da magnetizagao remanente (Mr) da magnetita esdflasae imobilizadas com
magnetita em alginato

Amostra Ms (emu g% Hc (Oe) Mr (emu g%)
Magnetita
(HENRIQUES, 2016) 57.0 750 0,027
Esferas imobilizadas
com magnetita
Fonte: elaborado pela autora (2017).

2,393 4,57 0,007

Os valores presentes na Tabela 7 indicam a ndadssile maior
intensidade de campo magnético aplicado para qumssa manter a
estabilidade magnética das esferas imobilizadas owmgnetita em
alginato, como por exemplo, manter as esferas ssapeno reator. Isto
devido a presenca dos componentes ndo magnéticagpnde, ou seja,
o0 alginato de calcio e a levedura.

No trabalho apresentado por Liu, Wang e Ou-Yan@4}200s
autores avaliaram a producdo de etanol &aocharomyces cerevisiae
GT4608imobilizadas em p6 de ferrita de manganés zincortb%4) com
alginato de so6dio (3% mY em reator de leito fluidizado
magneticamente estabilizado. O volume do reatbzado no estudo foi
de 2,76 L e possuia duas bobinas nas laterais de ftobre de 10 cm de
altura com capacidade para produzir um campo miagrdd intensidade
maxima de 500 Oe.

De acordo com Jiles (2015), a magnetizacao desgdioda ferrita
manganés zinco é ~ 48,3 embig sua coercividade é ~ 335 Oe, sendo
ambas menores que a da magnetita utilizada nonpeesabalho. Liu,
Wang e Ou-Yang (2009) ndo avaliaram as propriedademéticas do
suporte imobilizado, tornando inviavel a comparag@ive os trabalhos.
Porém, os autores descrevem que durante os expérsna intensidade
maxima necessaria foi de 120 Oe, menos de 25% micidade total
projetada para o reator.
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Sendo assim, pode-se afirmar que as esferas izaatals com a
magnetita avaliadas neste trabalho possuem prapesdmagnéticas
vdlidas para serem aplicadas em reator de leitadifhdo
magneticamente estabilizado, conforme modelo pmeaide proposto
pela literatura.

4.3 ANALISE DA INFLUENCIA DA PARTICULA MAGNETICA NA
FERMENTACAO ALCOOLICA

4.3.1 Cinética do consumo na fermentacao alcodlica

Para verificar se a presenca das particulas magaépossui
influéncia na cinética do processo fermentativo, fealizada a
fermentacdo com a levedura imobilizada em algipattamente com as
nanoparticulas magnéticas. A fermentacdo com aleaeimobilizada
somente em alginato foi realizada para fins contpasa

Na Figura 21 apresentam-se 0s respectivos gréfidas
concentracdo do substrato (acUcares redutoresus o tempo de
fermentacdo. Em ambos, é possivel observar conmpenta similar,
alcancando concentragdo aproximadamente nula déraiobno tempo
proposto de estudo.

Figura 21 — Concentracao de substrato ao longo do temperag®htacdo com
célula imobilizada sem a presenca da magnetitaneacpresenca da magnetita
com coleta de amostraa cada 2 h

100 .
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2 80
o =
E 60 = =Sem Magnetita
2 X =
7 40 % &=
%_ 20 X § =
% 0 T T X X ? L*_*_*
© 0 4 8 12 16 20 24
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Fonte: elaborado pela autora (2017).

As velocidades do consumo de substragp feram calculadas
conforme Equacdo (2) descrita no item 4.5.3. Naeltal8 estdo
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apresentados os valores obtidos para as velocidademtaneas de
consumo de substrato para a fermentacdo alcodtinduzida com

células imobilizadas sem a presenca da magnetitanea presenca da
magnetita, considerando o intervalo de tempo delé fermentacéo.

Tabela 8— Velocidades de consumo de substrato da ferm@mtdcodlica
conduzida com células imobilizadas sem a preseagaagnetita e com a
presenca da magnetita para os respectivos interdaltempo de fermentagéo

Intervalos de Imobilizagdo sem Imobilizagdo com

tempo (h) magnetita (g L' h?) magnetita (g L' h'?)
0-4 6,58 9,46
4|8 6,03 6,50
812 5,87 4,39
12| 16 2,27 0,50
16 —| 20 1,12 0,83
20 | 24 0,17 0,10

Fonte: elaborado pela autora (2017).

A velocidade especifica média de consumo de stibstpara
ambos os casos, foi calculada pela Equacéo (3)idero item 4.5.3,
considerando o tempo total de fermentacao (24hgamcentracao inicial
e final de substrato. Conforme descrito anteriotsesm concentracdo de
células foi considerada a inicial (10 ¢d)L.uma vez que as andlises de
concentracéo celular no meio de cultivo resultararauséncia de células
no meio.

Para a fermentacao alcodlica conduzida com céiluakilizadas
sem particulas magnéticas, a velocidade espedificaonsumo de
substrato resultou em 0,3674 ‘§lyl. Para a fermentacdo alcodlica
conduzida com células imobilizadas juntamente coartiqulas
magnéticas, a velocidade especifica de consumabdtrato resultou em
0,3631g ¢ h.

A partir desta andlise cinética pode-se afirmar @jpeesenca da
nanoparticula magnética ndo possui influéncia fiigiiva no processo
fermentativo ao se analisar o consumo de substfdtidassan et al.
(1991) obtiveram a mesma resposta em seu estudguala@afirmaram
gue as particulas magnéticas nao possuem efeitessad nas células de
levedura, pois as mesmas exibem comportamentdticatademelhante
ao de células de leveduras sem a presenca deaisiragnéticos.

Na andlise visual, ndo se percebeu a presenca pienasou
qualquer outra alteracdo no meio de cultivo. Apésh2e cultivo, as
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células imobilizadas com as particulas magnétipessantavam atragéo
pelo ima e rachaduras, conforme pode ser visualizad-igura 22.

Figura 22 — Esferas de células imobilizadas com as paraukgnéticas sendo
atraidas pelo ima apés 24 horas de cultivo

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Pode-se observar na Figura 22 que as esferas ri#asfmeram
durante o processo fermentativo com a acdo dagcagitdeformando-se
apenas devido ao crescimento celular interno rexasima vez que nao
havia células no meio de cultivo.

4.3.2 Avaliagdo qualitativa da influéncia da concdracéo de alginato
de sédio e da concentragdo celular no processo ferntativo

Conforme dados apresentados no item anterior, wd@stlas
condicdes de imobilizacdo (variacdo no teor denatgie na concentracdo
de levedura) durante a fermentacéo alcoodlica mestraéavel. Na Tabela
9 estdo presentes os resultados da quantidadelds gue foi possivel
realizar com cada uma das condi¢des estudadas.
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Tabela 9— Condigdes de imobilizagdo com a magnetita etipleades de ciclos
de reutilizagdo de cada amostra avaliada

Condicao de Imobilizagéo .
Amostra Alginato (% m v?) Levedura (g LY Ciclos de 24 h
A 1,0 50 2
B 1,0 100 2
C 1,5 50 4
D 1,5 100 2
E 2,0 50 4
F 2,0 100 2

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Para fins de andlise, considerou-se como viavelnaicdo que
atingiu 4 ciclos de 24 horas e inviavel a condigée atingiu 2 ciclos. O
resultado do Teste Qui-quadrado para as duas ea&iastudadas para a
imobilizacdo celular, sendo estas o teor de algir@ mv') e a

concentracdo celular (g¥), esta presente na Figura 23, indicand®s o
valuedo teste igual a 0,05.

Figura 23 — Resultado do Teste Qui-quadrado para as vasifeei de alginato
(% m vY) e a concentragio celular (g)L.comp-valuedo teste de 0,05

Teor de alginato - 0,0199

0 0,05

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Analisando a variavel concentracédo celular (§,Lo p-value
calculado resultou em 0,0833, sendo este um vaddornque op-value
do teste (0,05). Com isto, os dados amostrais ndicam evidéncia

estatistica que a concentracdo celular esta adsoaiantegridade das
esferas imobilizadas.
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Analisando a variavel teor de alginato de sédiaor(%*) utilizado
na etapa de imobilizacéo celulap-waluecalculado resultou em 0,0199,
sendo menor quemvaluedo teste (0,05). Com isto, os dados amostrais
indicam que h& evidéncia estatistica de que a atmaggio de alginato de
sédio esta associada a integridade das esferadiradas.

Na Figura 24 estdo apresentadas as imagens apidseir@ ciclo
de 24 h de fermentacgédo alcodlica utilizando 1%%1€52% (m V) de
alginato de sddio na imobilizacéo.

Figura 24 — Imagens das esferas imobilizadas com magneiis 24 h utilizando:
1%, (b) 1,5% e (c) 2% (mty de alginato de sédio na imobilizagéo

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Nas Figuras 24 (a), (b) e (c), a concentracdoeliga utilizada
na imobilizacdo foi de 50 gle a velocidade de agitagdo durante o
processo fermentativo foi de 150 rpm. E possigebtatar visualmente
0 aumento da integridade das esferas com o aurdartoncentracdo de
alginato.

4.3.3 Avaliacdo quantitativa da influéncia da congdracao de
alginato de sédio e da concentracao celular no presso fermentativo

A partir da analise realizada por cromatografialitig de alta
eficiéncia, foi possivel determinar os valoresatasentracdes de glicose
e das concentrac¢des dos produtos (glicerol e ¢tahtilos no final de
cada ciclo de 24 h para as diferentes condi¢desndbilizacdo da
levedura com a magnetita. O valor inicial de suaibgtrobtido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e utiliaguhra os calculos foi de
98,021 gLl sendo que na composicdo do meio fermentativo foi
adicionado 100 gt de glicose. A concentracdo média de glicerol abtid
nas amostras foi de 5,562 g,lcom desvio padrdo de 1,28 g.L

Na Tabela 10 estdo dispostos os valores das coacées de
substrato e de etanol e os valores de produtivigadendimento da
fermentacao calculados conforme Equacdes (5) ee€)ectivamente.
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Tabela 10 —Dados obtidos no final de cada ciclo de 24 h parancentragéo
de substrato e de etanol e os valores calculadpeodatividade e do
rendimento da fermentacdo para cada amostra irdticas condicbes de
imobilizacdo com a magnetita

o Condicéo de o Resultados obtidos no final de cada

= Imobilizacdo g = ciclo

g Alginato | Levedura | 8 d| clicose | Etanol Pr R

< mvy | @Ly |9 | @Lh | @Ly | @Lhy | ()
1° 18,624 24,44 1,02 60,38

A 1.0 50 20 0,961 33,17 1,38 67,02
1° 5,142 36,76 1,53 77,62

B 1.0 100 20 2,794 35,07 1,46 72,23
1° 34,57 13,34 0,56 41,25
2° 14,05 23,00 0,96 53,71

c 1.5 50 30 7,18 26,51 1,10 57,24
40 17,71 25,18 1,05 61,49
1° 26,12 4,37 0,18 11,93

D 1.5 100 2° 15,29 32,08 1,34 76,05
1° 27,59 14,74 0,61 41,04
20 15,05 30,58 1,27 72,28

E 2,0 50 30 451 35,65 1,49 74,76
40 13,48 24,53 1,02 56,90
1° 45,47 24,24 1,01 90,50

F 2,0 100 20 12,64 7,61 0,32 17,84

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Observando-se os dados presentes na Tabela 10s@pdeceber
que em poucas amostras obteve-se rendimento sup&086, sendo que
apenas na Amostra B todos os ciclos resultaramadones maiores que
70%, sendo 77,62% para o 1° ciclo de 24 h e 72[28%0 2° ciclo. Esta
condicdo de imobilizacao foi também a que obtete ebnsumo de
substrato e alta geracéo de etanol em todos @scggndo que apenas a
produtividade resultou em valores que podem sevaliedos pela
cinética da reacéo, verificando-se a possibilidbeeducéo do tempo de
fermentacdo, sem negligenciar o rendimento da ceaga

A amostra D obteve rendimento de 76,05% no 2° ciolesmo
com menos consumo de substrato que na amostradnPorendimento
do 1° ciclo (11,93%) desmotiva nesta condicdo, seue a integridade
das esferas manteve-se por apenas 2 ciclos de 24 h.

A amostra E obteve rendimento de 41,04% no 1°,ci@®8% no
2° ciclo, mesmo com menos consumo de substratmaguemostra B,
74,76% no 3° ciclo e 56,9% no 4° ciclo. Esta ogdmlide imobilizacdo
apresentou produtividade acima da média nos 4s¢isémdo que a média
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da produtividade da fermentacéo para as amostuzdaess resultou em
1,02 g Lt hl. Sendo assim, esta condicéo é viavel para furstglos,
pois a integridade das esferas manteve-se porlegsae 24 h e seus
resultados apresentam-se promissores.

A amostra F apresentou rendimento de 90,5% nizld® mesmo
com menos consumo de substrato que todas as aoiesiras. Porém,
no 2° ciclo, o rendimento decai para 17,84, desrawatio estudos nesta
condicéo.

Conforme o resultado apresentado pelo teste Quik@da
presente no item 4.3.2, na andlise qualitativalaol®s amostrais indicam
gue ndo ha evidéncia estatistica de que a concéatde células esteja
associada com a integridade das esferas imobiiz&da este motivo, a
discussdo dos resultados sera focada em relacdeoaale alginato
utilizado na imobilizacdo celular. Desta forma,egra-se a andlise
gualitativa com a quantitativa.

Os teores de alginato de sédio (% #yavaliados na imobilizacéo
celular (Tabela 10) com a particula magnética fodanl,0%, 1,5% e
2,0%. Na Tabela 11 apresenta-se um resumo em anaemlogica dos
trabalhos descritos na revisdo da literatura gaéaaam a imobilizag&o
celular com diferentes teores de alginato de sgdia fins de discusséo
dos resultados presentes na Tabela 10. Os resuétatio discutidos com
base no rendimento da reacgéo.



Tabela 11— Principais trabalhos que avaliaram a imobilizagé
Saccharomyces cerevisiaem alginato de sédio e a maior converséo de
substrato em produto obtida em cada trabalho coespectivo teor de alginato
utilizado na imobilizacéo
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Microrganismo

Teor de alginato

Referéncia estudado (% m vY) R (%)
Swain et al. Saccharomyces 4 946
(2007) cerevisiaeCTCRI ’
Ghorbani et al. Saccharomyces 3 96.0
(2011) cerevisiae ’
Cilinescu et al. Saccharomyces > 80.0
(2012) cerevisiae ’
Jin, Liu e He Saccharomyces > 517
(2012) cerevisiaeCICC 1308 ’
Duarte et al. Saccharomyces 3 645
(2013) cerevisiagJAY 270 ’
Mathew et al. Saccharomyces 5 922
(2013) cerevisiae ’
Singh et al. Saccharomyces 4 824
(2013) cerevisiaeMTCC 174 ’
Hickert et al. Saccharomyces
(2014) cerevisiae 4 88,0
Wu et al. (2014) csrif/?gzmyiezs 1 94,0
Neste trabalho Saccharomyces 115 772%
(2017) cerevisiae 2 % ’5

Fonte: elaborado pela autora (2017).

Para os quatro ciclos das amostras (A e B) imaltiis com 1,0%
de alginato de sddio, todos os ciclos resultaramesimento acima de
60%, sendo o valor maximo de 77,52%. Wu et al. 42@laliaram o
mesmo teor de alginato e obtiveram rendimento méd@ 94%. O
rendimento méaximo obtido no presente trabalho abtixo do valor
citado na literatura, porém, esta condicdo de ilizalgéio destaca-se
positivamente por manter o rendimento da reacdec@eariavel em

repetidos ciclos.

Para os seis ciclos das amostras (C e D) imobdzadm 1,5% de
alginato de sdédio, 5 ciclos resultaram em rendimeima de 40%,
sendo o valor maximo de 76%. O rendimento do ooittm foi de
11,93%. Nao foram encontrados dados na literatseesmobilizacéo
celular deSaccharomyces cerevisieem o teor de alginato de 1,5% sem
a presenca de magnetita. Por isso, optou-se emtidisstes dados em



82

comparacgéo com os trabalhos que avaliaram o val@;@%o para o teor
de alginato na imobilizacdoalthescu et al. (2012) e Jin, Liu e He (2012)
avaliaram o teor de alginato de 2,0% e obtiveramineento maximo de
80% e 51,7%, respectivamente. Os resultados obtinlpsesente estudo
Sa0 promissores, uma vez que o valor maximo olpida o rendimento
foi de 76%, proximo do valor obtido potikhescu et al. (2012) e acima
do resultado obtido por Jin, Liu e He (2012).

Para os seis ciclos das amostras (E e F) imobéizadm 2,0% de
alginato de sodio, 3 ciclos resultaram em rendimexima de 70%,
sendo que o valor maximo obtido foi de 90,5%. D&r@da com os dois
trabalhos que utilizaram o mesmo teor de alginatoimobilizacao,
Cilinescu et al. (2012) e Jin, Liu e He (2012), odierento maximo
obtido no presente estudo foi superior ao apredenf@or ambos,
demonstrando que a presenca da magnetita naenmiarh reacao.

A média obtida no presente estudo para o rendindateacao
dos ciclos que resultaram em valores acima de 4Qfefa 10) é de
64,5%. O rendimento médio da reacdo, de acordo @®r valores
obtidos da literatura, € de 82,6%, conforme desand Tabela 11.
Realizando um Teste t de Hipoteses Bilateral coml mie significancia
de 5%, as duas médias nédo sdo estatisticamentendés.

Sendo assim, percebe-se que a presenca da magéetitapediu
a ocorréncia do processo fermentativo, pois o gtiostoi consumido e
o produto foi gerado. Ou seja, o rendimento dadeaéo foi afetado de
forma estatisticamente significativa pelo fato dpate conter a particula
magnética. Com isso, pode-se afirmar que a metg@dodte imobilizacéo
proposta neste trabalho, além de inovadora, ageesenadequada as
tendéncias cientificas.
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5 CONCLUSOES

A imobilizac&o celular d&accharomyces cerevisiaen alginato
com magnetita € um estudo inovador na area de fieagin alcodlica.
Por este motivo, estudos preliminares séo requepdoa demonstrar a
viabilidade de estudos de maiores dimensdes e qimeimetros
confiaveis.

Apesar da metodologia utilizada para evitar a mgsede
aglomerados na preparacdo da amostra para a adélisécroscopia
eletrbnica de transmissao, houve a presenca degteaerados. Porém,
estes ndo impediram a correta analise da esctdand@ho das particulas.
A andlise da MET comprovou que as particulas &matgas possuem, de
fato, tamanho na escala nano.

Foi possivel realizar a imobilizacdo celular da ethwa
Saccharomyces cerevisiagom alginato de calcio e as particulas
magnéticas, uma vez que a presenca da magnestitgpode ndo impediu
gue a estrutura gelatinosa do alginato se forneasen que as células se
mantivessem no interior do aprisionamento da cargatdinosa.

Pelos resultados obtidos no estudo da absorcagudepgla célula
imobilizada, descartou-se a possibilidade de quacsduras presentes
no suporte durante a fermentacdo alcoodlica fossauosaclas pelo
aumento do volume de &gua no interior do suporssind, a ocorréncia
principal das rachaduras foi associada ao crestinoetular interno nas
esferas imobilizadas.

A caracterizacdo da esfera imobilizada por micrpisceletronica
de varredura mostrou que a superficie das esfesmipaspecto rugoso
e irregular, com a presenca de cavidades de diéreformatos e
tamanhos. A analise das imagens obtidas pela soigpia eletrénica de
varredura permitiu concluir que a presenca da niggmeo interferiu no
processo de imobilizacao da célula, uma vez querdemou a eficiéncia
da ligacado entre as nanoparticulas de magnetigjrato e as células de
levedura. Os aglomerados formados durante a immabéio apresentaram
tamanho similar ao relatado na literatura em inwdgbio sem a presenca
da particula magnética.

Analisando-se as propriedades magnéticas da megmetncluiu-
se que a presenca do alginato e da levedura n&oipo8uéncia nas
mesmas, uma vez gue a curva de histerese se maotevearacteristica
reversivel, indicando que ndo houve a perda erieaggim aplicacdo do
campo magnético variavel. Sobre comportamento ni@gnéo suporte
imobilizado, pode-se concluir que o mesmo possuipnedades
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magnéticas validas para serem aplicadas em reattgitd fluidizado
magneticamente estabilizado.

Em relagéo a analise das velocidades instantameesndumo de
substrato, a presenca da particula magnética nésempou influéncia
significativa. Para a velocidade especifica de wosde substrato, a
diferenga entre os valores obtidos do processouzishal com células
imobilizadas somente em alginato e células imadilis com material
magnético apresentou-se apenas na terceira cagaatld0,3674 e
0,3631 g d h?, respectivamente). A imobilizacdo, nas condicdes
estudadas, manteve sua integridade no tempo estpulie 24 h,
mostrando-se viavel para os estudos seguintes.

As condic¢des de imobilizacao foram estudadas emgregescala
visando compreender a influéncia das nanoparticoiagnéticas na
imobilizacdo celular em processos fermentativoscohtinuidade de
reutilizacdo das esferas em mais ciclos foi deaidimt observacéo visual,
de acordo com a integridade das esferas, obsersandachaduras,
quebras e o formato das mesmas, obtendo-se dadb&tiuos. As
amostras foram classificadas de modo enumerati&eeou ndo viavel),
permitindo a realizagdo do Teste Qui-Quadrado. teste indicou que,
dentre as variaveis estudadas, apenas a concenteagiginato de sddio
possui evidéncia estatistica de estar associadaisténcia das esferas
imobilizadas.

A analise quantitativa indicou que a presenca dgnetéa no
suporte ndo impediu o consumo do substrato e ndéamnzacdo dos
produtos avaliados. Esta concluséo foi obtida coamui-se os dados
presentes na literatura para processos fermergatwaoduzidos com
células imobilizadas somente com o alginato condamos obtidos no
presente estudo. O Teste t de Hipbteses Bilateval aivel de
significancia de 5% indicou que a média dos rendio®e da reacdo
obtida neste estudo ndo é estatisticamente diterdat média do
rendimento relatado na literatura, sendo estes aepresenca da
magnetita no suporte.

Como as andlises quantitativa e qualitativa saoptemmentares,
ambas foram consideradas para a determinacdo dadic@®es de
imobilizacdo promissoras para futuros trabalhosndSeassim, as
condicbes sdo 1% de alginato de sédio e 100" gl levedura, que
manteve a integridade das esferas por 2 ciclospsmbm rendimento
acima de 70%, e 2% de alginato de sddio e 50 glelevedura, que
manteve a integridade das esferas por 4 ciclog@np@penas 2 ciclos
resultaram em rendimento superior a 70%.
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Com base no objetivo geral e nos objetivos espesifilefinidos
neste trabalho, conclui-se que o mesmo foi realizadinalizado com
sucesso, pois cumpriu todos 0s objetivos propesépsesenta resultados
e conclus@es de importancia cientifica para cantritiositivamente com
a comunidade académica. Os dados obtidos nedbalhmwa s&o
promissores, incentivando a continuidade destausse servindo de
base para trabalhos conseguintes.

Sugestbes para trabalhos futuros:

— Estudar a cinética da fermentagdo das melhoresigdmsd
definidas neste trabalho visando a reducéo do temepoada
ciclo;

— Avaliar se, operando em modo batelada alimentag@ssivel
manter a integridade das esferas por mais cicloswud#izacéo;

— Avaliar a produtividade da fermentacdo e a integhd das
esferas operando em modo continuo;

— Propor um modelo de reator de leito fluidizado l@gzado
magneticamente para as melhores condicdes avalizekie
trabalho;

— Avaliar outras condigGes de operacao que possasmim@ntar as
taxas de converséo obtidas neste trabalho.
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