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(10)

® Minimizagdo: para que um valor desejado 6timo 7 seja minimo para uma resposta Y,

tem-se uma funcdo desejabilidade definida conforme a Equacgdo (11), onde U € o

maior valor aceitavel para a resposta Y.

d =+

-

N

1 se I<Y

{Q:Z} se T<YSU

4

U-T

0 se

Y>U

(1)

e Funcao bilateral: a fungdo bilateral de desejabilidade ¢ aquela em que o valor desejado

T esté localizado entre o limite inferior (L) e o limite superior (U) e ¢ definida segundo

a Equacao (12).

L

{

.
{ﬂ} se L<Y<T

3

0 se Y<L

T-L

gl:} se T<YU
U-T

0 se Y>U j

(12)

Nas Equacgodes (10)- (12), S” e ¢’ sdo os pardmetros que definem a varia¢ao da taxa de

desejabilidade com a resposta. Variando-se S’ e t’, pode-se acelerar ou retardar a

desejabilidade e atribuir diferentes valores aos diversos niveis de resposta. Valores altos de S

e t, fardo com que a desejabilidade decresca rapidamente, tornando-se muito baixa exceto

quando Y esta perto do valor 6timo. Valores baixos de S’ e ¢’ fardo com que a resposta tenha

uma variacao mais ampla sem que a desejabilidade seja diminuida (NETO, 2001). A escolha

dos parametros S’ e ¢’ ¢ determinada de acordo com a prioridade que se atribui a cada resposta
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di. Assim, a taxa de variagao ou queda da desejabilidade nao precisam ser simétricas em torno
de T.

De acordo com NETO (2001) depois de se identificar o conjunto de condigdes que
maximizem ou minimizem a desejabilidade global, é necessario analisar o comportamento
individual de cada uma das respostas e verificar se as mesmas estdo em regides tecnicamente
possiveis e com suas restri¢des perfeitamente atendidas.

A variacdo dos parametros S’ e ¢’ gera um conjunto de solu¢des otimizadas e a propria
variagdo entre essas solugdes indica o quanto é robusta a condicdo experimental avaliada.
Assim, se as solucdes forem insensiveis a variagdo de S’ e ¢’, o procedimento experimental

esta bem posto.

2.9 -Modelagem e simulac¢io

Poucos trabalhos na literatura mostram o uso de modelos matematicos para prever
taxas de difusdo de substratos e produtos em células imobilizadas, considerando que a
principal desvantagem no procedimento de imobilizacdo ¢ a limitagdo imposta pelos
processos difusivos nos pellets (BRODELIUS e VANDAMME, (1987), citados por
CARVALHO, 2000).

SILVA (2001), utilizando fermentagdo alcoolica continua e extrativa e trabalhando
com modelos empiricos, afirma que conseguiu uma conversao de 99,2% dos actcares (glicose
e sacarose) do meio de alimentag@o e uma produtividade de 21,0 g/(h L).

Existem diversos modelos para determinacdo de pardmetros cinéticos para

fermentagdo na literatura. Segundo BAILEY et al. (1986), os modelos cinéticos podem ser

descritos segundo a Tabela 05 abaixo:

Tabela 05 — Classificagao dos modelos cinéticos (BAILEY et al.,1986)

Modelos Cinéticos

Tipos Caracteristicas

Nao-estruturados e ndo-segregados  Células sao consideradas como solutos.

Células sdo individuos multiplos componentes,

Estruturados e ndo-segregados R
com composi¢ao média semelhante.

Células sdao seres individuais distintos, mas
descritos por um Unico componente.
Células sdo seres individuais distintos, mas
descritos por multiplos componentes.

Nao-estruturados e segregados

Estruturados e segregados
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Segundo BIROL (1998), sdao citados na literatura 11 equacdes de modelos cinéticos,

conforme as Tabelas 06, 07 ¢ 08.

Tabela 06 — Modelos cinéticos sem inibi¢ao (BIROL, 1998)

Modelo d—X ﬁ d—P
dt dt dt
S
Monod | o [X q L X | Ldax) (1 .dp
K +S max Ksp + S ", dt Y, dt
S J S" 1 ax) (1 ap
Moser  f_ | ——|X A [ R I B
(st +Sw qmax Ksp +Sn x/s dt Yp/s dt
S
Teisse M| l=XD| — || X 4 |1-exp _ 5 Y — ldx) |\ 1 dpP
KSC . Ksp Kc/s dt Yp/s dt

Tabela 07 — Modelos cinéticos com inibi¢ao pelo substrato (BIROL, 1998)

Autor d_X ﬁ d_P
dt dt dt
1 dx 1 dP
Noack  « S X . S X _[ J_[ J
1+ K., + s 1+ Ks.r + s Y, dt Yp/sdt
S K .. S K,,
. S S S S _[ 1 cD(J_( 1 dP]
Aiba X — —
Hm (K“ +Sjexp( KI,SJ G (KS,P +SJ€XP( ]{IP] X Y, dt );/s dt
g g Y S s Y 1 ax) (1 dpP
Luon ,um[ ]exp(l— J X 1 X _L ]_{
g Ks\‘+S SS,rmx qrmx KS‘,P +S em SPJTED( Yx/s dt Yp/S dt

Segundo BIROL (1998), os modelos de Monod e Hinshelwood foram os mais

adequados para a simulacdo no sistema batelada utilizando células de Saccharomyces

cerevisiae em alginato, mas esse fato foi funcao de faixas muito estreitas de concentragao de

substrato.



Tabela 08 — Modelos cinéticos com inibi¢ao pelo produto (BIROL, 1998)
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CAPITULO 03 - MATERIAIS E METODOS

3.1-Microrganismo e preparo do indculo

O microrganismo utilizado nessa dissertacdo foi a levedura Saccharomyces cerevisiae,
na sua forma liofilizada e produzida pela empresa Mauri do Brasil. A cepa da levedura
utilizada foi a Y904 que ¢ destinada para a producdo de etanol. Para a sua utilizagdo, a mesma
foi hidratada segundo metodologia proposta por FERREIRA (1998), onde a massa de
fermento ¢ adicionada a um baldo de 0,100 L que tem seu volume preenchido com agua
destilada. Em seguida, essa solugdo celular ¢ transferida para um Erlenmeyer de 0,250 L e
levada para um incubador rotativo a uma temperatura aproximada de 25°C por 2 horas. Apds
a hidratacdo, os indculos sdo preparados para a imobilizacdo em gel alginato de calcio,
segundo as condi¢des do planejamento estatistico proposto.

Os reagentes e materiais utilizados nas andlises e na preparacdo do meio de cultura

foram os produtos analiticos (PA) apresentados na Tabela 09.

Tabela 09 - Lista de Reagentes e Materiais utilizados nos ensaios de fermentagao

Reagentes e Materiais

Reagentes Materiais
Agar malte Pipeta de ImL / Volumétrica Kitassato de 2000 mL
Agua destilada Pipeta de 5 mL / Volumétrica Erlenmeyer de 2000mL
Alginato de sédio Pipeta de 10 mL/Volumétrica Erlenmeyer de 500mL
Cloreto de calcio Pipeta de 50 mL/Volumétrica Erlenmeyer de 250mL
Citrato de potassio Pipeta de 10 mL Erlenmeyer de 125 mL
Cél. de Saccharomyces cerevisiae |Pipeta de 50 mL Erlenmeyer de 50mL
Glicose Bastao de vidro Provetas de 500 mL
Sulfato de amonio Tubo Folin Wu Provetas de 100 mL
Sulfato de magnésio heptahidratado | Mangueiras Tubos de Centrifuga
Dihidrogenofosfato de potassio Luvas assépticas Paquimetro de precisdo
Monohidrogenofosfato de sodio Tocas assépticas Papel aluminio
Nitrato de aluminio Algodao Papel
Azul de metileno Gaze Tubos de Vortex
Sulfato ctprico Péra Alcool hidratado
Dicromato de potéssio TermOmetro digital Luvas de amianto
Etanol Viélvulas globo Tubos de ensaios
Sal de Seignette Pissete Agulhas cirtrgicas

O meio de cultura sintético foi preparado segundo FERREIRA (1998) e ¢ apresentado
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na Tabela 10. Destaca-se que o mesmo nao sofreu nenhum tipo de processo de esterilizagao
ou processo asséptico e apenas seu pH foi ajustado para 4,5 conforme relatado por ERGUN

(1999).

Tabela 10 — Composicao do meio de cultura sintético (FERREIRA, 1998)

. . Concentracao
Nutri¢cao mineral (e/L)
(NH4)>SO4 1,2
KH,PO, 2,4
NazHPO4 1,2
Glicose variavel*
MgSO4.H20 0,3
Extrato de levedura 3,0

* Conforme planejamento experimental.

3.2- Técnicas utilizadas nos ensaios

3.2.1-Métodos analiticos

A concentragdo celular do inéculo foi determinada em espectrofotdmetro a 650nm a
partir da suspensdo de células devidamente diluida em agua destilada. Uma curva de
calibragdo foi estabelecida para correlacionar o peso seco (g/L) de células livres e
imobilizadas com a absorbancia a 650nm. A determinac¢do da concentra¢do celular (células
livres) no meio fermentativo, ao longo de todos os ensaios, foi realizada através da mesma
técnica.

A concentragdo de células imobilizadas foi quantificada a cada intervalo de 2 horas,
recolhendo-se uma amostra composta por 5 pellets de alginato do fermentador e colocando-os
na presenca de uma solu¢do de citrato de potassio 4% (p/v), onde os mesmos foram
dissolvidos e centrifugados a 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante da centrifugacao foi
descartado e o material solido contido no frasco da centrifuga foi colocado em suspensdo e
diluido com 4gua destilada em baldo de 0,025L. Apos essa etapa, a solucao obtida foi levada
ao espectrofotdmetro e teve sua leitura realizada em cubeta de vidro a 650nm para
determinag¢ao da concentragao de células.

Para a quantifica¢do do etanol, foi utilizado o método do dicromato de potassio, onde

uma amostra do meio de cultura foi centrifugada a 10.000 rpm e o sobrenadante foi levado ao
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baldo de destilagdao junto com uma aliquota de 0,075L de 4gua destilada. Uma nova amostra
foi recolhida do destilado e adicionou-se 0,002L de dicromato de potdssio a mesma. A
solugdo amostra/dicromato foi aquecida em banho a 60°C por 30 minutos em um tubo Folin
Wu. Apds o aquecimento, deixou-se o material em repouso a temperatura ambiente para
resfriamento, quando uma amostra foi coletada para analise em espectrofotometro operando a

600nm (FERREIRA , 1998).

A determinagdo de acucares redutores (glicose), foi determinada pelo método de
Eynol-Lane modificado, segundo citado por FERREIRA (1986). O método baseia-se na
titulagdo da amostra a ser analisada com uma solu¢do de sulfato cuprico e uma solucao
alcalina do sal de Seignette, usando o azul de metileno com indicador. Destaca-se que a

titulagdo foi realizada a quente.

Além das analises de concentracdo de células, etanol e glicose, avaliou-se o raio médio

dos pellets com o software de processamento de imagens Global Lab®.
3.2.2- Procedimentos Experimentais

a) Selecao do fermento para ensaios de fermentacio

Sabe-se que existem diferentes tipos de fermento bioldgico no mercado e esses
fermentos visam atender as mais diversas aplicacdes (desde as grandes usinas produtoras de

alcool até as pequenas panificadoras).
Na impossibilidade de se trabalhar com culturas puras e/ou geneticamente modificadas
para maximizacao de eficiéncia, foi realizado um ensaio estatistico (quadruplicata) do tipo:
e Unico fator (tipo de fermento);
e Unica resposta (concentragio méaxima de etanol produzida).

A partir das andlises realizadas, determinou-se um intervalo de confianca para a
verificagdo da existéncia de diferengas significativas entre as médias dos ensaios e
conseqlientemente, a existéncia da diferenga entre os varios tipos de fermento investigados.
Os ensaios foram realizados em reator de mistura da marca New Brunswick, modelo

MultiGen, com volume 1til de 2L (Figura 14), operando em regime descontinuo.
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Figura 13 - Reator utilizado nos ensaios fermentativos.

b) Técnicas de imobilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae em alginato de calcio

O indculo obtido foi imobilizado em gel alginato de calcio previamente preparado
segundo proposto pelos planejamentos experimentais, onde os fatores estudados em uma
etapa de varredura foram: concentracdo de alginato de sdédio, concentragdo de cloreto de
calcio e tempo de cura, conforme metodologia apresentada por CARVALHO (2000). Os
pellets foram obtidos pelo gotejamento do alginato de sddio em solugdo de cloreto de calcio
nas concentragdes propostas no planejamento (0,1M, 0,15M e 0,2M). As particulas com as
células imobilizadas foram mantidas em solugio de cloreto de célcio a 4°C durante 0, 12 e
24h e apos esse periodo, lavadas com agua destilada e usadas nas fermentagdes.

Na realizagdo do planejamento fatorial fracionado, o tempo de cura em todos os
ensaios foi mantido em torno de 30 minutos e as particulas foram tratadas com AI(NO3); por

5 minutos conforme proposto por ROCCA et al. (1995).
¢) Preparacao dos pellets de alginato de calcio

A obtengdo de pellets com didmetro padronizado conforme a necessidade exigida pelo
planejamento foi realizada com a utilizacdo de procedimentos diferenciados de gotejamento
do alginato de so6dio em solug¢do de cloreto de calcio utilizando-se o sistema experimental

apresentado na Figura 14. A avaliacdo das dimensdes das particulas produzidas foi efetuada
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com o software de processamento de imagens Global Lab®. Esse software faz a digitalizag¢ao
da imagem, possibilitando a avaliagdo do nimero de pellets e apresentando o raio médio
equivalente de cada pellet. A confeccdo de pellets para uma escala industrial pode seguir

procedimento sugerido por BRANDENBERG (1998).

Figura 14 — Equipamento utilizado na imobilizagao e confeccao dos pellets.

A Figura 15 apresenta uma amostra representativa dos pellets obtidos pelo
procedimento de preparagdo utilizando a técnica de gotejamento com “ponteiras”
selecionadas (Figura 16) para fornecerem os diferentes didmetros exigidos pelo planejamento

experimental.

Figura 15 — Amostra representativa dos pellets de alginato de calcio obtidos e o padrao de
medida (didmetro externo del5mm) usado no software Global Lab®.
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Figura 16 — “Ponteiras” usadas para obten¢ao dos pellets de diferentes didmetros e
padrao de medida (didmetro externo del Smm).

A Figura 17 apresenta imagens de pellets analisadas pelo sofiware de varredura e
tratamento de imagens. Para avaliagdo dos didmetros, o software converte o didmetro do
padrio em pixels e através de comparagdo, determina o diametro médio das imagens
selecionadas. Apos essa analise, o software de tratamento de imagens fornece os raios médios

dos pellets, possibilitando, assim, a avaliacdo do desvio padrao para os raios calculados.

(c)

Figura 17 — Processamento de imagens dos pellets: (a) imagem processada; (b) determinagao

dos diametros de cada particula; (c) avaliacdo do nimero de particulas para determinagdo do
raio médio do conjunto de particulas.

3.3-Planejamento de Experimento
3.3.1 — Planejamento Varredura

A técnica de varredura (Screen experiment) ¢ uma técnica usada para verificar quais
variaveis sao importantes para descrever um processo (CALLADO et al., 2003). NETO et al.
(2001) afirmam que ndo existe uma técnica para se determinar quais os niveis e fatores que

sd0 mais significativos no processo e que essa escolha ¢ feita empiricamente segundo
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caracteristicas de cada processo, assim esse planejamento visou identificar os parametros mais
importantes para a maximizagdo da fermentagao alcoolica.

Segundo CALLADO et al. (2003), o algoritmo de Piepel e Snee pode ser utilizado
para se encontrar os vértices e os centrdides da regido de estudo e suas restricdes. Nos ensaios
propostos, o algoritmo utilizado considerou cada restricdo escrita na forma linear, onde cada
restricao representa uma linha através da regido experimental e para cada restricdo, avalia-se
se a restricdo ¢ atendida ou ndo. Se isso nao acontece, novos vértices sao calculados,
definindo assim uma nova regido experimental, que ¢ atualizada a medida que nova restri¢ao
¢ analisada. Apos a defini¢do da regido final do planejamento, os centroides dos lados sdao

calculados e representam os pontos do planejamento que sdao utilizados para o estudo

experimental (Figura 18).

Figura 18 —Diagrama de dispersao dos pontos do planejamento gerado.

As restrigdes definidas para os ensaios realizados, sdo:

1 (% p/v) < concentragdo de alginato de sdédio <2 (% p/v)
0,1 M < concentragdo de cloreto de calcio <0,3M

0 h < tempo de cura < 24h

A Tabela 11 apresenta os fatores e os diferentes niveis estudados no planejamento do tipo
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varredura e a Tabela 12 (contendo os fatores e niveis codificados) apresenta um esquema
do planejamento fatorial completo 2°, que foi utilizado para se avaliar os efeitos
principais e as interagdes entre as varidveis (concentracdo de alginato de sodio,

concentragdo de cloreto de célcio e tempo de cura) na regido de estudo.

Tabela 11 - Fatores e niveis do planejamento fatorial tipo varredura

NIVEIS
FATORES
-1 0 il
Concentracao de alginato de sodio (% p/v) 1 1,5 2
Concentracdo de cloreto de calcio (M) 0,1 0,15 0,2
Tempo de cura (h) 0 12 24

nivel superior: +1; nivel inferior: -1 ; nivel central: 0

Tabela 12 - Matriz do planejamento experimental fatorial completo 2° com fatores e niveis

codificados
Ensaios Concentracao de Concen.tragéo de Tempo de
cloreto alginato cura
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

3.3.2- Planejamento tipo fatorial composto central

Nesse planejamento procurou-se verificar a influéncia dos didmetros dos pellets no
processo fermentativo e caso exista, um valor que maximize a eficiéncia do processo
fermentativo. Nas Tabelas 13 e 14, tem-se os fatores e niveis do planejamento composto

b b 4-1 L4 :
central e a matriz do planejamento composto central 3" contendo os fatores e niveis
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codificados, respectivamente.

Tabela 13 - Fatores e niveis do planejamento composto central

NiVEIS
FATORES
-QL -1 0 +1 +a
Concentracao de alginato de sodio (% p/v) 2,0 2,2 2,5 28 3,0
Concentracdo de cloreto de calcio (M) 0,05 0,10 0,18 0,26 0,30
Concentracao de glicose (g/L) 30,00 41,35 65,00 88,65 100,00
Diametro do pellet (mm) 3,1 3,5 4,2 4,9 5,2

nivel superior: +1; nivel inferior: -1 ; nivel central: 0 e niveis : +a=1,48 ¢ -a=-1,48

A Tabela 14 apresenta o planejamento proposto do tipo 3*'. Destaca-se que os 16
primeiros ensaios representam um planejamento do tipo 2°. Assim, a maneira como foi
estruturado a seqiiéncia de ensios permitiu avaliar, apds os primeiros 16 ensaios, se o
didmetro era um fator estatisticamente significativo no processo operando em regime
batelada. Caso a conclusdo fosse positiva, o planejamento proposto seria executado e em caso

negativo ter-se-ia que definir um novo fator.

Na fracao do planejamento composto central pode-se verificar se existe interagao entre

o diametro e outros fatores e se ela ¢ significativa ou ndo, no nivel de confianga estudado.

3.3.3- Investigacao da funcio desirability em bioprocessos

A funcdo de desejabilidade permite otimizar simultanemente os niveis de fatores de
interesse para a maximizacdo do rendimento da fermentacdo. O modelo adotado foi o de
maximizagdo com valor s’=1 (Equagdo 10). Utilizando-se os dados experimentais obtidos
para todos os ensaios com 40 niveis simulados, pode-se avaliar a desejabilidade global dos
ensaios realizados. Nesse caso tem-se uma combinacdo 40x40x40 para o experimento

varredura e uma combinagdo 40x40x40x40 para o planejamento composto central.
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Tabela 14 - Matriz do planejamento experimental fatorial composto central 3*" contendo
fatores e niveis codificados

Concentracao de

Diametro do Pellet

Concentragao de

Concentracdo de

Ensaio Glicose (om) Alginato de S6dio  Cloreto de Calcio
(g'L) (% p/v) M)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 -a 0 0 0
19 +a 0 0 0
20 0 -a 0 0
21 0 +a 0 0
22 0 0 -a 0
23 0 0 +a 0
24 0 0 0 -a
25 0 0 0 +a




CAPITULO 04 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Avaliacao dos diferentes tipos de fermento bioldgico

Dois diferentes tipos de fermentos bioldgicos disponiveis no mercado foram avaliados
estatisticamente com o objetivo de se determinar qual apresentava melhor rendimento
fermentativo e condi¢des de operacionalidade adequada.

A Tabela 15 apresenta os resultados do desempenho fermentativo de dois tipos de
fermentos disponiveis e utilizando o meio de cultura proposto por FERREIRA (1998) com
glicose como fonte de carbono. Os resultados foram expressos em concentragdo de etanol e

em rendimento Pasteur.

Tabela 15 — Avaliagdo estatistica entre os fermentos bioldgicos disponiveis no mercado

Fermento Fermento ® d=X, - X3
Ensaios
Fermentativos " Etanol Rendimento Etanol Rendimento Etanol Rendimento
g/L Pasteur g/L Pasteur g/L Pasteur
1 22,55 92,97 17,50 72,14 5,05 20,83
2 22,31 92,00 17,53 72,27 4.79 19.73
3 22,94 94,45 16,96 69,93 4.98 24.52
4 22,50 92,78 17,56 72,42 4.94 2036
Média 22,58 93,05 17,39 71,69 4,94 21,36
Desvio Padrao 0,277 1,023 0,286 1,179 0,111 2,154
Graus de
Liberdade 3 3 3 3 3 3

(1)- Concentracdo de etanol (Pyem g/L) ao término de 04 horas de fermentagdo com Sy = 50g/L e X,=10g/L
(A)- Fermento biologico seco instantdneo: Massa doce
(B)- Fermento biologico fresco instantdneo

Ap6s avaliagdo estatistica, utilizando o teste t-student, obtivemos um tcaiculado
=2.83x107, contra um valor tabelado de 614. Pode-se afirmar entdo, com nivel de confianga
de 95%, que existe uma diferenca na média dos resultados, concluindo portanto que o
fermento A ¢ mais eficiente que o fermento B e essa eficiéncia encontra-se na ordem de 20%

de superioridade.

Essa ¢ uma informagdo significativa, pois todos os ensaios sdo dependentes desse

resultado e influem diretamente na resposta do planejamento, comprovando que a escolha do
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microrganismo a ser utilizado tem impacto direto sobre a produtividade e eficiéncia

fermentativa. Dados cinéticos dessa avaliacdo, encontram-se nas Figuras 19 e 20,

respectivamente.

Concentragdo (g/L)

*

—m— CElulas
—+—Glicose
Etanol

FERMEMTO (A}

T T T T T T T T T
o 1 z 3 4
Tempo (h}

Figura 19 — Perfis de concentracdo de etanol, glicose e células livres para o fermento tipo A.

Figura 20- Perfis de concentracdo de etanol, glicose e células livres para o fermento tipo B.

concentragdo {gfl)

—ms—(C&lulas
—*—Glicoze
Etanol

4.2- Avaliacao das distribuicoes dos diametros dos pellets obtidos

A Tabela 16 apresenta os raios médios obtidos durante os ensaios e calculados pelo

software de processamento de imagens com médias indicadas em negrito. Os resultados

mostram que nao houve dispersdo significativa dos raios obtidos, validando assim a proposta

do planejamento e do procedimento experimental de confeccao dos pellets.
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Tabela 16 —Raios médios para particulas confeccionadas nas 5 faixas analisadas
com software de processamento de imagens

Raios médios obtidos ( mm )

1,5 2,3 1,7 2,1 2,5
1,5 2,3 1,7 2,1 2,5
1,5 2,3 1,7 2,1 2,5
1,5 2,3 1,7 2,1 2,6
1,5 2,3 1,6 2,1 2,5
1,5 2,3 1,7 2,1 2,5
1,5 2,3 1,7 2,1 2,5
1,6 2,3 1,7 2,1 2,6
1,6 2,3 1,7 2,1 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,7 2,2 2,6
1,6 2,6 1,8 2,2 2,6
1,6 2,3 1,7 2,2 2,6
1,6 2,3 1,8 2,2 2,6
1,6 2,7 1,7 2,2 2,7
1,6 2,7 1,8 2,2 2,7
1,6 2,7 1,8 2,2 2,7
1,6 2,5 1,8 2,2 2,7
1,6 2,5 1,8 2,2 2,7
1,6 2,5 1,8 2,2 2,6
1,6 2,3 1,8 2,2 2,6
1,7 2,7 1,8 2,3 2,7
Valores médios dos raios
1,57 2,47 1,72 2,16 2,59

4.3- Avaliacao do planejamento fatorial completo a dois niveis do tipo 2

A realizagdo desse planejamento tem como objetivo a verificagdo dos fatores mais
importantes no fendmeno de imobilizacdo e visa a identificagdo de quais fatores sdo mais
significativos na melhoria do processo fermentativo.Trata-se, entdo, de um planejamento que
tem um carater de varredura, pois o mesmo nao ¢ capaz de identificar pontos de maximo,
minimo ou sela, se eles existirem, o que a principio ¢ uma limitacdo para uma possivel
otimiza¢cdo ou minimizagao local. O planejamento utilizou como resposta a concentracao de

etanol ao final de 5 horas de batelada e uma concentracao inicial de 30g/L de glicose.
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A Tabela 17 apresenta os fatores e niveis estudados e a resposta obtida em cada
ensaio com uma correlacdo superior a 0,98, ou seja, o modelo ¢ capaz de explicar a
variabilidade dos ensaios em 98% dos casos (R’= 98,32%). E possivel observar que as
restrigdes estudadas mostraram que a regido delimitada por um cubo, sdo as regides onde os

estudos a dois niveis devem ser executados, comprovando a eficiéncia do algoritmo de Piepel.

Tabela 17 — Planejamento 2’ e a resposta obtida nos ensaios

Concentracdo Concentracdo  Tempo de  Concentragdo Rendimento

Ensaios =, 1 cto de alginato cura de Etanol  Pasteur (%)
: 1 1 -1 13,2 90,4
5 1 1 -1 14,0 95,9
; i 1 -1 12,4 84,9
! 1 1 -1 12,1 82,9
s o 1 +1 13,1 89,8
. 1 1 +1 12,3 90,4
] i 1 +1 12,2 83,4
. o 1 H 9.5 65,1

A Figura 22 apresenta o comportamento das médias marginais dos ensaios realizados.
Pode-se observar o ndo paralelismo das curvas de cloreto de calcio operando nos niveis -1 e
+1 (0,1M e 0,2M, respectivamente), representando os possiveis efeitos de interacdo entre o
cloreto de calcio e o tempo de cura, tendo em vista que o processo de gelificagdo do alginato

ocorre devido a troca i0nica entre os ions sodio e cloreto durante a imobilizacao.

Pode-se observar que a alteragdo de nivel para o cloreto de calcio apresenta importante
efeito na resposta estudada. Na Figura 21, os valores entre parénteses sdo as faixas previstas
para o modelo, calculadas pelo software Statistica 6.0%. A concentragio de etanol ¢ dada pela

equacao 13.

Etanol = 12,35 — 0,575*(Tempo de cura) — 0,375*(Conc.Cloreto) — 0,8*(Conc.Alginato)+
—0,5*(Tempo*Conc.Cloreto) — 0,375*(Conc.Cloreto*Conc.Alginato)

(13)
Outro ponto de destaque € o tempo de cura, pois se percebe pela Figura 21, que ao se

deslocar o tempo de cura de 24h para Oh, obtém-se uma melhoria na resposta, fato esse que

apresenta um diferencial para execucdo de processos industriais, onde o fator tempo de
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execugao ¢ primordial.
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Figura 21 — Representacdo dos efeitos para o planejamento 2°.
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Figura 22 — Gréfico das médias marginais obtidas no planejamento 2°.

Na Figura 23, tem-se o diagrama de Pareto, onde os efeitos principais e de interagao

entre as variaveis sao observados.
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Alginato 7,07
Tempo
Cloreto X Tempo

Cloreto

Cloreto X Alginato

Figura 23- Diagrama de Pareto das varidveis mais significativas, com nivel de
confianga de 95% (niimeros proximos as barras do diagrama sao os valores do teste ¢-student)

O diagrama da Figura 23 mostra os fatores que mais influénciaram nos ensaios e que
tém maior significancia estatistica. A concentracdo de alginato foi o fator que apresentou
maior significancia estatistica, com nivel de confianca de 95%, provavelmente devido ao fato
de que a sua concentracao influi na transferéncia de massa na particula. O segundo fator mais
importante foi o tempo de cura, provavelmente devido ao fato de que a cura possui efeito na
difusdo de massa na matriz de gel e esse efeito aumenta com o tempo de cura. A interagao
entre cloreto de cdlcio e tempo de cura também foi significativa no intervalo de confianca
estudado. Esses resultados apresentam concordancia com afirmacdes da literatura
(CARVALHO, 2001) pois sdo os fatores responsaveis pelo formacdo e gelificacdo do
alginato, conseqiientemente respondem pela eficiéncia do processo.

A concentracdo de cloreto de célcio e o tempo de cura das esferas também foram
fatores significativos ao serem analisados com um nivel de confianga de 95%. Destaca-se
também, que a interagdo entre os fatores, tempo de cura e concentragdo de cloreto, teve uma
contribuicdo importante, no mesmo nivel de confianca estudado, conforme dados

apresentados na forma de diagrama de Pareto da Figura 23.

As superficies de resposta apresentadas na Figura 24 mostram também uma
maximizagdo da resposta, operando-se nas concentracdes de alginato igual a 1% (p/v),
concentra¢do de cloreto 0,2M e tempo de cura Oh. Cabe ressaltar que nem sempre a proposta
estatistica corresponde 4 realidade fisica, pois o alginato ndo opera continuamente para o
inferior e se assim o fosse, o sistema tenderia a se comportar como sistema de células livres e

certamente a diminuicdo excessiva de alginato comprometeria a capacidade de retengao
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celular do pellet.
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Figura 24 — Superficies de resposta de obtidas no planejamento de varredura.

Durante os ensaios que operaram na condi¢do de tempo de cura e concentracdo de
cloreto nos niveis inferiores, foi observado uma perda de estabilidade mecanica do gel. Para
se contornar esse problema, estudos baseados nos trabalhos de ROCCA (1995), que propde
um tratamento das esferas de gel em solugdo de AI(NOs);, em substituicdo ao tempo de cura
foram realizados e serdo apresentados posteriormente nessa dissertagdo em planejamento
experimental 2% e 3*".

Os resultados preliminares do planejamento de varredura indicam que ha a
necessidade de estudos mais detalhados na regido de imobilizacdo. Na proxima secao,

apresenta-se a proposta para um planejamento composto central.
4.4- Planejamento do tipo 2*

Para um estudo mais detalhado da regido de imobilizagdo, novos experimentos foram
planejados com o objetivo de se investigar o efeito da concentracdo de glicose, diametro de
particula, concentracdo de alginato de sodio e da concentragdo de cloreto de célcio na
eficiéncia fermentativa. A analise do desempenho fermentativo no planejamento 2° indicou
que o tempo de cura operando no nivel inferior implica em melhor desempenho, mas
apresenta menor estabilidade operacional. Além disso, os ensaios com pellets submetidos ao

tratamento de tempo de cura, apresentaram pellets danificados apds 6 horas de operagcdo em
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batelada, indicando que o reaproveitamento dos mesmos em bateladas sucessivas seria

inadequado.

Para a investigagdo de um método alternativo de producdo de particulas com melhor
resisténcia mecanica, buscou-se a producdo de pellets tratados com AI(NO;); ao invés de
tempo de cura. A técnica de tratamento com Al(NOs); foi proposta por ROCCA (1995), que
afirma ter obtido bons resultados substituindo o tempo de cura por um tratamento alternativo
com AI(NOs);. Segundo ROCCA (1995), pellets produzidos com essa metodologia
apresentam estabilidade operacional por até 70 dias, obtendo produtividade de até 31g/L.h.
Outro aspecto que o autor destaca é que o pellet tratado com AI(NO;); apresenta um aumento

médio no didmetro de 7,5%.

A melhoria nas caracteristicas mecanicas do pellet tratado com AI(NOs); ¢ uma
condicdo de produ¢do interessante, pois indica a capacidade de reaproveitamento do pellet.
Além disso, devido as propriedades de eficiéncia fermentativa obtidas, os pellets produzidos
possuem potencial de utilizacdo industrial. Esses fatos estimularam a substitui¢do do
tratamento de tempo de cura pelo tratamento com solucdo de Al(NO3)s, assim aliando um

processo que apresenta elevado desempenho fermentativo e ainda boa resisténcia mecénica.

Baseando-se no planejamento varredura efetuado, propds-se um novo planejamento
experimental, onde o tratamento de tempo de cura foi substituido pelo tratamento das
particulas com solucdo de AI(NOs); e adicionou-se um novo fator, o didmetro do pellet, na
avaliacdo do rendimento fermentativo. Em principio, o estudo do didmetro como fator do
planejamento tende a mostrar as possiveis limitagdes, restricdes a transferéncia de massa e
interacdes competitivas entre os fatores investigados no processo de fermentacao de

interesse.

Na Tabela 18, apresentam-se os fatores, niveis e respostas do planejamento 2°
investigado. O objetivo do planejamento ¢ encontrar valores de didmetros que reunam
caracteristicas desejaveis de difusividade aliadas a propriedades de resisténcia mecanica.

A analise do grafico de Pareto do planejamento 2*, Figura 25, mostra que existe uma
interacdo significativa entre o diametro do pellet € a concentragdo de alginato. Além disso,
tem-se que o segundo fator mais importante ¢ a concentragao de cloreto de célcio usada na
imobilizag¢do, conforme ja observado no planejamento varredura 2°. Esse fato deve-se a troca
de ions entre a solucdo de cloreto de calcio e alginato de sodio, para a geleificacdo do pellet
em condi¢Oes brandas. Destaca-se que os ensaios revelaram uma interacao entre o cloreto de

P . T ~ . 3
calcio e o alginato de sddio ndo observada no planejamento 2°.
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independente, e no planejamento 2*, onde a interagdo (alginato x cloreto) foi observada, tem-

se que fazer uma consideragao do efeito associado ao didmetro do pellet, pois particulas

maiores podem apresentar um processo de geleificagdo diferente daquele existente nas

menores particulas.
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Figura 25 — Anélise de Pareto para a fragdo 2* do planejamento composto central com limite

de confianca de 90%.
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Com a determinagdo dos fatores mais significativos, torna-se necessario avaliar a
regido experimental definida para o planejamento. Essa analise foi implementada através da
funcdo desirability (funcdo desejabilidade) e encontra-se detalhada na Figura 26. Ao se
avaliar a funcdo desirability com 40 ensaios de simula¢ao tem-se os valores que maximizam
a resposta dentro da faixa experimental proposta. Pela Figura 26, pode-se observar a “dire¢ao”
do 6timo que o planejamento sugere. O valor méximo da desirability para o planejamento 2°
efetuado ¢ de 0,975, com valores 6timos nos extremos superiores da regido investigada nos
experimentos. Este resultado indica que a faixa escolhida para o experimento 2 ndo permite a
identificagdo das condigdes Otimas para o experimento no interior da regido de busca, pois

planejamentos em 2 niveis ndo conseguem verificar essa situagao.

Glicose Diametro Conc. Alginato Conc. Cloreto Desirability
100,00 T
|
2221 A 18
(LR e =
i S
5 2 5
; = E
’_. @ =
A =
. 5]
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s 2
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' —
' ~
65,000 :
97545 :
] z
: =
=
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(=

-1, 1, -1, 1, -1, 1, -1, 1,

Figura 26 — Perfis para valores preditos ¢ desirability para o planejamento 2°* (desirability
global de 97,55%).

A Figura 27 apresenta a distribui¢do dos residuos em relagdo ao modelo descrevendo o

rendimento percentual na equagdo 14,
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Rendimento(%)=84,29+0,8350*D+1,7538*C+1,0112*G*A-0,9800*G*C+4,1575*D*A+
+1,1512*A*C (14)

Onde D representa o didmetro do pellet, G a concentragdo de glicose, A a concentracdo de
alginato e C a concentragdo de cloreto. Da Figura 27 pode-se concluir que os residuos seguem
a distribui¢cdo normal e que 90% dos residuos padronizados estdo dentro do intervalo do nivel

superior (+1) e nivel inferior (—1). Caso isso nao ocorresse, ter-se-ia a presenga de outliers.

3.0

Valor Normal Esperado
Rendimento

01

-4 -3 -2 -1 1] 1 2 3 4
Residuo

Figura 27 — Distribuicdo dos residuos em funcio dos valores normais para o planejamento 2°.

A Figura 28 apresenta a distribui¢do dos residuos em fun¢do dos valores preditos.
Pode-se observar que os residuos ndo apresentam tendéncia, o que caracteriza variancia dos

erros constante.

A Figura 29 apresenta as médias marginais do planejamento 2*, onde pode-se notar a
interagdo dos fatores operando no nivel inferior (-1) e superior (+1). Esta observagdo pode ser
avaliada, a partir das inclinacdes das retas nos diagramas. Observa-se que quando as retas
possuem inclinagdes proximas, a interacdo entre as variaveis ndo ¢ significativa no nivel de
significancia estudado e, no entanto, o cruzamento das mesma mostra uma forte interagao

entre os fatores.



Figura 28 — Distribui¢do dos residuos em funcio valor predito para o planejmento 2°.
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Figura 29 -Médias marginais para o panejamento 2* com nivel de confianga de 90%.

Rendimento (%)

Residuos
o

-4

72

w
on

74 76 78

80 82 84 86 28 90 92 94 95
Valores Preditos

S0

ac

a0

c

== Glicose
1
T0 e
Diimetro: -1, 1, Diimetro: -1, 1, = THCDSE
Alginata: -1 Alginato: 1

100

oc

S0

85

a0

-z

70

== Cloreto
-1,
ot =
Alginate: -1, 1 Alginate: -1, 1, = "I,Icretc
Didmetra: -1, Didmetre: 1,

53

Como o planejamento 3*' foi estruturado, tem-se a possibilidade de se estudar o
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processo em duas etapas. Assim, ao se observar a disposicdo dos fatores na Tabela 18,
conclui-se que os 16 ensaios realizados podem ser os mesmos ensaios usados para construir
um planejamento do tipo 3*" (planejamento composto central). Na proxima se¢do, avalia-se o
planejamento composto central complementando os experimentos da Tabela 18 de forma a

atender as exigéncias do planejamento composto central do tipo 3*" com o=1,48.

4.5- Planejamento composto central do tipo 3+

Na Tabela 19 apresentam-se os fatores, niveis e respostas do planejamento 3*'
investigado. O objetivo do planejamento ¢ aumentar a regido de andlise realizada no
planejamento 2*, ampliando-se o planejamento com experimentos axiais de rotabilidade

o =1,48 de forma a possibilitar a verificagdo dos termos quadraticos no modelo de regressao.

30
25}
20
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05F

00

&
Rendimento

1.15

Valor Normal Esperado

,01

Residuo

Figura 30 — Residuos para o planejamento 3*" com nivel de significancia de 90%.

A Figura 30 indica que os residuos para o modelo seguem aproximadamente a
distribuicdo normal, caso isso ndo ocorresse, ter-se-ia a presenga de outliers e seria entdo
necessario a aplicagdo de teste para o reconhecimento da(s) anomalia(s) apresentada(s) nos
resultados (por exemplo o teste de Grubbs). No caso em andlise, ndo se identificou nenhum

outlier segundo a metodologia six-sigma. A Figura 31, entretanto, mostra que a utilizagao dos
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pontos axiais para a ampliacao da area experimental a ser estuda revelou que o modelo para a
regido de estudo ampliada ndo representa de maneira satisfatoria (quando comparado com o
modelo obtido para o planejamento 2*) o comportamento experimental, apresentando uma
correlacdo/ajuste estatistico de aproximadamente 80%. Obviamente ¢ uma redugdo
significativa no nivel de confianca, mas é necessario considerar que a regido experimental
ampliada possibilita que dois novos niveis de operagdo sejam acrescentados, totalizando
assim uma proposta experimental para cinco niveis de operagao. A adi¢ao dos niveis +a e -a
na proposta do planejamento implica que € necessario confeccionar cinco didmetros diferentes

para a realiza¢do dos ensaios, além dos cinco niveis de operagdo para os novos fatores.

Tabela 19 — Planejamento fatorial tipo 3*" e a resposta obtida nos ensaios

Concentragdo  Concentragao

. Concentragdo de  Didmetro do . Rendimento
Ensaio Glicose (g/L) Pellet (mm) (;%g‘ikgl(zﬁtg /3;: deCé?llc(i):)ezlc\)/l(;e Pasteur (%)
1 -1 -1 -1 -1 89,50
2 +1 -1 -1 -1 87,76
3 -1 +1 -1 -1 78,15
4 +1 +1 -1 -1 80,71
5 -1 -1 +1 -1 71,21
6 +1 -1 +1 -1 79,57
7 -1 +1 +1 -1 85,97
8 +1 +1 +1 -1 87,44
9 -1 -1 -1 +1 89,85
10 +1 -1 -1 +1 84,71
11 -1 +1 -1 +1 83,67
12 +1 +1 -1 +1 82,71
13 -1 -1 +1 +1 80,43
14 +1 -1 +1 +1 84,63
15 -1 +1 +1 +1 92,75
16 +1 +1 +1 +1 89,62
17 0 0 0 0 87,55
18 -a 0 0 0 93,13
19 + o 0 0 0 93,34
20 0 -a 0 0 93,93
21 0 +a 0 0 81,24
22 0 0 -a 0 86,03
23 0 0 + o 0 73,40
24 0 0 0 -a 77,75
25 0 0 0 +a 85,14
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Figura 31 — Distribuicdo do valor predito versus valor observado para o planejamento 3+

Diametro (L) x Alginato (L)
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Alginato (L) x Cloreto (L) 1,217404

Glicose (L) x Alginato (L) 1,069359

Glicose (L) x Cloreto (L) -1,03631

4,3964021

1

he]

Figura 32 - Analise de Pareto para o planejamento 3*' com limite de confianca de 90%.

Efeitos dos fatores: Lineares(L), Quadraticos (Q).
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O Diagrama de Pareto da Figura 32 confirma o fato de que ndo € possivel avaliar o efeito
das variadveis (fatores) de forma independente (a acdo isolada de cada fator sem os devidos efeitos
de interagdo).

A interagdo didmetro do pellet x concentragdo de alginato de so6dio foi observada
como a mais importante e significativa para o nivel de confianca de 90%. Outros fatores
também tiveram significancia estatistica com seus termos lineares e quadraticos, como ¢
possivel observar na analise de Pareto.

E interessante destacar que todos fatores avaliados como principais e identificados no
planejamento varredura (screem) mostraram-se novamente importantes e significativos
estatisticamente.

As interagdes obtidas e fatores isolados abaixo do nivel de confianga proposto foram
desconsiderados para analise, a fim de se reduzir o numero de termos expressivos na

avaliacdo dos residuos indicados nas Figuras 30 e 31.

Glicose Diametro Alginato Cloreto Desirability
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Figura 33 — Perfis para valores preditos otimizados e desirability para o planejamento 3*
(desirability global igual a 1).

Com a andlise de Pareto, e portanto conhecendo-se os fatores mais significativos, foi
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realizada a avaliacdo da regido experimental definida para o planejamento composto central.
Com o objetivo de se encontrar os valores que maximizem os fatores envolvidos utilizou-se a
investigacdo da funcdo desirability (funcdo desejabilidade), com 40 ensaios de simulacao,
para a faixa de interesse. O resultado da andlise encontra-se na Figura 33 que permite
identificar os niveis dos fatores investigados que produzem maximo rendimento fermentativo
na faixa investigada para os experimentos, ou seja, o ponto de maxima desirability que situa-
se aproximadamente nos niveis de glicose, didmetro, alginato de célcio e cloreto de calcio
produzindo a resposta mais desejavel para o rendimento e indicadas por desirability global 1

na Figura 33.
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Figura 34 — Curvas de nivel para desirability do planejamento 3*"': Valores 6timos com
ajuste spline.

A Figura 34 mostra as diversas curvas de nivel obtidas para a fung¢ao desirability onde
¢ possivel verificar as regides que levam aos valores 6timos de desirability. As combinagdes
dos fatores mais importantes foram apresentadas em funcdo do valor da desirability global
para uma melhor visualizacdo das regides de interesse. Dessa maneira, ¢ possivel fazer

inferéncias rdpidas as diversas analises disponiveis como, por exemplo, verificar a regido de
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desirability igual a 1 para os fatores concentragdo de cloreto de calcio e concentracdo de

alginato de calcio, conforme indicado pela seta na Figura 34.

CBLNpUST

B 0
[]70
I 60

Figura 35 — Regido de maximo rendimento como fung¢ao das concentragdes de cloreto de
célcio e alginato de sédio no planejamento 3*.

A Figura 35 apresenta a regido de maximo rendimento fermentativo para as faixas de
concentragdes de cloreto de cdlcio e alginato de calcio investigadas, confirmando a regido ja
indicada na analise de desirability. Outro aspecto a ser destacado € que o algoritmo de Pipel
utilizado para projetar o experimento varredura (screen) foi capaz de propor uma regiao
inicial consistente para a realizacdo dos experimentos, uma vez que a investigagdo posterior
indicou a existéncia de maximo rendimento fermentativo na regido experimental estudada e
sob as condic¢des propostas.

A avaliagdo da Figura 33 mostra um aspecto interessante para a glicose, pois este fator
nao tem ponto maximo € minimo no interior da regiao investigada, possui um ponto chamado
de ponto de sela. Além disso, pode verificar na Figura 33 que a concentragdo elevada de
alginato de sédio influi de maneira direta nos mecanismos de transferéncia de massa e
difusividade do pellet e a partir dessa informagao ¢ possivel especular-se que essa influencia
também acontega no coeficiente de parti¢ao das esferas e nesse caso, estudos mais detalhados

devam ser realizados com o objetivo de se obter uma melhor compreensdo desses
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mecanismos, e por fim viabilizar o desenvolvimento de modelos matematicos que descrevam

o comportamento de difusividade e transferéncia de massa no interior do gel.

Em uma avaliagdo de eficiéncia fermentativa para os experimentos realizados,
observa-se que o aumento do didmetro do pellet reduziu a eficiéncia fermentativa,
excetuando-se naqueles sistemas operando no nivel superior de concentracdo de alginato de
calcio, onde tal aumento no didmetro leva a uma elevagdo no desempenho fermentativo. Esse
fato pode esta relacionado ao efeito de interagdo entre didmetro do pellet e concentragdo de
alginato na obtencao das respostas dos ensaios, conforme apresentado na Figura 32. De outra
forma, a avaliacdo do efeito da concentracdo de alginato de s6dio na eficiéncia fermentativa
indica que para as particulas desenvolvidas nos niveis superiores de diametros tem os seus
rendimentos fermentativos superiores na faixa de ensaios investigada. Essa observagdo nao ¢
intuitiva, uma vez que uma mesma massa de particulas de menores didmetros possui maior
area superficial total disponivel a transferéncia de massa do que aquela com maiores
diametros. E fato que, na anélise realizada, outros efeitos importantes merecem uma maior
investigagao, tal como o efeito da fluidodinamica de mistura e suspensdo mecancia dos pellets
no meio agitado, uma vez que particulas maiores tendem a se depositar mais facilmente na
parte inferior do bioreator.

Segundo os resultados apresentados na Tabela 19, tem-se que o melhor rendimento
obtido foi da ordem de 93,93% em relagdo ao rendimento Pasteur. Esse valor apresenta um
desempenho significativo e mostra que a proposta de imobilizagdo ¢ promissora do ponto de
vista técnico e operacional, apresentando-se como uma alternativa competitiva e eficaz.

LUONG(1985) citado por BORZANI et al., 2001, utilizando células de Zymomonas
mobilis imobilizadas em particulas de gel hidrofilico de K-carragenana e operando em leito
fluidizado, com glicose como substrato afirma que na concentragdao de glicose igual a 10g/L,
os efeitos difusivos eram despreziveis se o didmetro da particula fosse igual ou menor que
Imm, com concentracdo celular no suporte/matriz igual a 27,6g/L.. Nessas condigdes
operacionais a velocidade reacional se igualava a velocidade maxima possivel. Por outro
lado, particulas que apresentavam concentragdo celular igual a 27,6g/L possuiam a velocidade
reacional maxima possivel inferior e 0 mesmo ainda afirma que nessa situacdo, particulas
maiores que 3mm de didmetro tem desempenho inferior.

FERREIRA (1986), utilizando Saccharomyces cerevisiae imobilizada em carragenato,
com esferas em torno de 4mm de diametro e utilizando a glicose como substrato, afirma que
os valores do coeficiente de particdo independem das concentragdes de etanol e glicose no

meio e que o efeito mais pronunciado ¢ obtido em funcdo da concentracdo de microrganismos
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no gel (Massa de microganismo / Massa de gel = 0,13). Dessa maneira ¢ valido considerar se
o diametro e a concentracdo celular tem um efeito de interagdo significativo ou nao, pois
segundo o autor o coeficiente de parti¢do para o etanol tende a 1 , ou seja a concentragdo
dentro do gel e no leito tem o mesmo valor, enquanto que para a glicose o coeficiente fica em
torno de 0,73. Pelos resultados obtidos, acredita-se que existe uma condi¢do de imobilizacao
que otimiza esses valores e que didmetros maiores realmente dificultam a transferéncia de
massa, se considerados isoladamente, mas a interagdo da concentragdo do gel e o diametro
mostra que valores de diametro (4 mm) proximos aos valores relatados por FERREIRA
(1986) tem apresentado bons resultados. Outro aspecto a se destacar nesse trabalho, ¢ que
dada a agitacdo do sistema, a transferéncia de massa foi significativamente melhorada,
justificativa essa para a proposi¢ao acima.

NAJAFPOUR et al., (2003) utilizando células de Saccharomyces cerevisiae
imobilizadas em alginato de calcio em reator tipo batelada com concentracdo de substrato de
50g/L, obteve uma produtividade média de 2,8g/L.h, sendo esse desempenho ligeiramente
superior ao encontrado nos ensaios dessa dissertacdo, tendo em vista que na melhor condi¢ao
partiu-se de uma concentragdo inicial de glicose de 60g/L e atingindo uma produtividade de
3,2g/L.h. NAJAFPOUR et al., (2003) aponta as seguintes caracteristicas de imobilizagao

apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20 - Propriedades do alginato de célcio (NAJAFPOUR et al., 2003)

Caracteristicas gerais do processo de imobilizagao

Concentracao de
alginato (% p/ v) L5 2 3 45
Diametro dos pellets 5 4.9-5 4,.8-4.9 45
(mm)
Expansdo do didmetro ~
apos 72h (%) 50-60 25-30 20-25 Sem expansao
Problemas de difusdo Nenhum Nenhum Nenhum Talvez existam
Atividade Celular Ativa Totalmente ativa Totalmente ativa Parcialmente
Ativa
Aparéncia fisica Facilmente Flexivel e forte o Flexivel e forte  Muito forte
quebravel  suficiente para
estabilidade
Estabilidade Sem Boa estabilidade Estavel e rigida Muito rigida
estabilidade
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Pela Tabela 20, relativa aos trabalhos de NAJAFPOUR et al. (2003), observa-se que
concentragdes baixas de alginato ndao tem estabilidade suficiente para condugdo do processo e
altas concentragdes mostram que podem existir problemas relacionados a transferéncia de
massa. Pouco pode-se concluir a respeito dos didmetros, pois a faixa de estudos foi
praticamente a mesma em todos os ensaios (Média = Smm) e para a faixa estudada o autor

afirma que ndo encontrou problemas de difusividade. Essa faixa também foi estudada no

presente trabalho e ¢ indicada como 6tima pela funcao desejabilidade.

Concentragao: Glicose / Etanol (g/L)
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Figura 36 - Cinética e produtividade de fermentagio do melhor ensaio obtido (n° 20, vide
Apéndice).
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A Figura 36 apresenta o desempenho fermentativo obtido no melhor ensaio realizado
no planejamento 3*', onde se representa graficamente as diversas curvas experimentais
indicadas respectivamente nos graficos: crescimento de células livres no meio fermentativo,
crescimento celular no interior da matriz, consumo de glicose e produgdo de etanol.

Pode-se observar que a técnica de imobilizagdo foi eficiente, pois ap6s 10 horas de
fermentagdo a razdo entre células livres / imobilizadas foi de aproximadamente 1,4% e apds 8
horas de fermentagdo foi obtida a produtividade maxima média de 3,0g/L.h, com uma
concentragdo celular de 42g/L. no interior do pellet.

O estudo de imobiliza¢do das particulas permite mostrar que nas condi¢des de maior
produtividade, a relagdo percentual das concentragdes de células livres e concentracdo de
células imobilizadas ¢ uma medida da eficiéncia de imobiliza¢do, assim quanto menor for
esse nimero, melhor sera a imobilizagdo. E também claro que uma imobilizagdo eficiente ndo
pode levar a um decaimento das caracteristicas de produtividade associadas ao sistema.
Assim, fator de eficiéncia de imobilizagdo menor que 2% com niveis de produtividade
superiores a 92% do rendimento Pasteur sdo altamente significativos para esses sistemas com
particulas imobilizadas em agitacdo ou em leito fluidizado. Nesse estudo, apdés 10h de

produgdo, os niveis de retencdo situaram-se sempre da ordem de 1,0% a 1,5%.
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~ 1.2 4 .rﬂ_ﬂ____ﬂ——-
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Figura 37- Relacdo percentual entre concentragao de células livres e células imobilizadas,
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A relagao percentual entre células livres e imobilizadas apresentada no grafico da
Figura 37, mostra que a técnica de imobilizacao foi eficiente do ponto de vista de retengao
celular, evidenciando dessa maneira que a capacidade de retencdo do alginato foi
significamente melhorada com a utilizagdo do AI(NO3)s.

A Figura 38 apresenta as particulas utilizadas nos experimentos. A Figura 38a
apresenta as particulas sem o tratamento de AI(NOs); representando particulas do tipo A apos
5h de utilizagdo, enquanto a Figura 38b apresenta as particulas do tipo B coletadas durante
uma fermentacdo para determinacdo da concentragdo média de células no interior das

mesmas.

Figura 38 — Particulas de alginato de calcio com células imobilizadas:
(a) Pellet do tipo A; (b) Pellet do tipo B.

A Tabela 21 apresenta uma breve comparagdo das caracteristicas principais das
particulas do tipo A (preparadas com tempo de cura) e do tipo B (preparadas com a utilizagao

de AI(NOs)3) observadas nas faixas de experimentos realizadas.

Tabela 21 — Caracteristicas aparentes das particulas investigadas

Caracteristicas Pellet A Pellet B
Estabilidade mecéanica | Pouco estavel Muito estavel
Problemas de difusdo Nao observado Pequeno
Atividade celular Ativa Ativa
Aparéncia Alongada ap6s uso  Flexivel e forte
Diametro Investigado 4mm (3,5-4,9)mm
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As caracteristicas de estabilidade mecanica das particulas e as aparéncias das mesmas
foram avaliadas conforme segue: pellet do tipo A: avaliagdo ap6s Sh de fermentagdo em
bioreator agitado operando em batelada; pellet do tipo B apds 10h de fermentagdo sob as
mesmas condigdes de agitacdo. As Figuras 38a e 38b, ilustram as diferengas de caracteristicas
aparentes das particulas. A avaliacdo da atividade celular deu-se pelo acompanhamento da
producao de etanol desses sistemas, enquanto as caracteristicas de difusao foram avaliadas
para niveis de agitacdo e didmetros distintos para as particulas e a diferenca comparadas a
producdo do sistema para uma condi¢do de células livres. Nesse sentido, para uma melhor
aprofundamento dessa analise um estudo de particdo para o sistema de fermentacdo deve ser
feito.

Na proxima se¢do apresentam-se alguns aspectos desenvolvidos na modelagem do

fermentador investigado.

4.6 — Aspectos introdutdrios para a modelagem do fermentador.

A cinética de transformacdo para um sistema com células imobilizadas ¢ diferente
daquela resultante de células livre. Existem varios efeitos que contribuem para essas
diferengas sendo a modificacdo de acdo metabodlica ¢ a existéncia de efeitos de resisténcia a
transferéncia de massa os fatores mais importantes dessa diferenga. O balango de massa para

o substrato dentro de uma particula esférica pode ser escrito na forma unidimensional

conforme:
1 d( , . dS
e U D; = R; (15)

Onde R; ¢ a taxa de transformagdo do substrato por unidade de volume na particula.

As condig¢des de contorno para o problema sio dadas por:

Em:
ds
o — =0
=0,
ds
R, DE:kL(SO -35) (16)



Onde:

S Substrato consumido

So  Substrato inicial

r  Posi¢do radial no pellet

R Raio do pellet (Superficie da particula)
k;  Constantes de inibi¢ao (Monod)

D Coeficiente de difusividade

Escrevendo o modelo com variaveis adimensionalizadas:

Tem-se o modelo adimensional e com D constante,

ii £ do - R® R
E2dé d¢) DS, °

As condigdes de contorno na forma adimensional sdo,

do _
Emcf:O,d—g_

dp _ kR
Emé‘:l, dg_

(1-¢)=Sh(1-p)

66

(17)

(18)

(19)

(20)

21

A simulacdo computacional desse modelo ¢ simples e pode ser feita utilizando uma

metodologia de discretizagcdo acoplada a um algoritmo para solucdo de sistemas de equacdes

nao lineares. Nesse trabalho utilizou-se a técnica de colocagdo ortogonal com polindmios de

Jacobi (VILLADSEN e MICHELSEN, 1978) em um ambiente Scilab. A investiga¢dao

preliminar utilizou-se uma cinética do tipo Michaelis-Menten dada pela expressao de taxa:
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_ kC.S

UK, +S (22)

A dificuldade de se medir a concentragdao de glicose (S) dentro da particula fez com
que se escolhesse uma abordagem paramétrica de investigacao preliminar onde investiga-se o

efeito dos parametros que descrevem o modelo. Nesse aspecto, busca-se valores que

possibilitem compreender o efeito a ser verificado experimentalmente em trabalhos futuros. O

. . . S() . . 2 I(CY]Q2
sistema investigado, com 7 :K_ e varios valores de modulo de Thiele, ¢ = DK

m m

apresenta o comportamento descrito na Figura 39. Merece destaque o fato de que como a
concentragdo de células aumenta com o tempo, a exploracdo do comportamento desse sistema
para uma faixa de valores do médulo de Thiele permite esbogar o comportamento que esse
modelo descreve para o comportamento do sistema. De forma analoga, o raio da particula

possui influéncia quadratica nesse comportamento.

Concentragéo adim.

10

- +

0.0 ————— & & . . . r Raio adim.

0.0 0.1 02 03 04 0.5 06 0.7 0.8 09 10

Figura 39 - Comportamento estacionario de uma particula com 5 pontos de colocacao

internos, polindmio de Jacobi com o =1, =1, Sh=100, y =0,2 ¢ ¢2 =[1(+), 10(x),
100(0)].
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O modulo de Thiele apresenta explicitamente, para uma particula esférica com raio
fixo, uma proporcionalidade direta com a concentracdo de células, indicando assim que
durante a operagdo do sistema o comportamento qualitativo que se espera no tempo seja algo
similar ao resultado mostrado na Figura 39, considerando comportamento estacionario com
trés niveis de concentracdo de células na particula. Pode-se, também, investigar o efeito da
resisténcia externa a transferéncia de massa. Nesse trabalho, procurou-se minimizar esses
efeitos com uma agitacdo eficiente no sistema.

O sistema operando com células imobilizadas apresenta menores problemas em
relacdo a inibi¢do pelo substrato. Mesmo assim, estudos do metabolismo das células
imobilizadas e avaliacdo dos mecanismos difusivos no interior de uma particula num processo
de fermentagdo com células imobilizadas merecem ainda a atengdo futura. Procurando
explorar os efeitos que tal descricdo de modelo pode apresentar, faz-se na Figura 40 uma

analise com uma cinética com inibi¢do pelo substrato e expressao de taxa dada por:

- kCS
> (K, +S\1+S/K)

(23)

Concentragéo adim.

1.0

0.9_ * hd -
3 - . * ¢

T X
x +
0.0 —tt———t——+—F . r r . Raio adim.

0.0 0.1 02 03 04 05 06 0.7 0.8 09 10

Figura 40 - Comportamento estacionario de uma particula com 5 pontos de colocacdo
internos, polindmio de Jacobi com o =1, f=1.Sh=100, y =0,2, ¢2 =100 e v, =[0(+),
10(x), 25(),100( ¢))].
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A simulacdo para elevados niveis de modulos de Thiele faz com que o efeito de

inibicdo pelo substrato seja entendido a medida que o parametro de inibigdo

Vo=

i
concentragdio do substrato dentro da particula. E fato também que com o crescimento celular,
os mecanismos difusivos se alteram e considerar que o coeficiente de difusividade interno ¢
constante pode ndo representar bem a realidade. De acordo com FERREIRA (1986), os
coeficientes de parti¢do em particulas de gel contendo Saccharomyces cerevisiae sao fungdes
da concentracdo celular, e possuem a tendéncia de reducao com o aumento da concentragao
de células no interior da particula.

A consideragdo de uma cinética com inibi¢ao pelo produto segue mesmos padrdes da
inibi¢do pelo substrato e fornece uma expressdo do tipo das Equagdes 24 e 25 para inibi¢ao

ndo competitiva e competitiva, respectivamente.

_ kCxS

* (K, +S)(1+P/K,) @)
B kCxS

K, +S+(K,/K,)P (23)

No caso da inibi¢do pelo substrato, exige-se que o balango de massa para o produto

também seja feito na particula. Assim, o modelo descrevendo o sistema tem a forma:

1 d ds 1 d dP
D R ’D —R
r dr( drj e, dr( g drj > (26)

Onde D, ¢ a difusividade do etanol na particula. Escrevendo o sistema na forma

adimensionalizada, com:

1 d( _,do R*? 1 d( _,do R? 1
22 = R 0 2 S =-——=R 0
Eodé dé DS, T st de dé DS, & ¢

27)
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As condicoes de contorno na forma adimensional sao,

do do

Em§=0,d_§:0ed—§:0 28)
dp kR

Emg:l’d_éz LD (1—(0)=Sh(1—€0) (29)

do kR Sh
L=, -6)=22(6,-6) 0
dé DS S (30)
onde 6, = il .
SO
Somando-se as equagdes dos modelos pode-se mostrar que:
o-0 +1=2 G1)
)

Isso permite que modelo seja resolvido apenas substituindo & na expressao da taxa e resolve-

se 0 balango de massa para o substrato. A resolucdo desse sistema para o caso em que a

concentra¢do do produto na fase liquida ¢ nula, y, = KO ¢ investigada numa faixa inibitdria
1

de0al100e & =1. A Figura 41 apresenta o comportamento para o substrato.
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Concentragdo adim.
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Figura 41- Comportamento estacionario de uma particula com inibigao pelo produto de
forma nao competitiva utilizando 5 pontos de colocagdo internos, polindmios de Jacobi com

a=1, =1, y=02,Sh=100, #* =100 e y,=[0(+), 10(x), 25(e),100(#)].

A andlise apresentada ndo considera casos em que a difusividade ¢ fungdo da
concentragdo. Entretanto, essa consideracdo pode ser facilmente implementada nos sistemas
investigados nessa sec¢do se tal comportamento constitutivo for conhecido.

Da avaliagdo preliminar do comportamento estacionario da concentragdo de substrato
dentro de uma particula esférica pode-se inferir que o comportamento quando o numero de
células precisa também ser considerado ndo ¢ de todo simples para uma descrigdo transiente.
Abordando-se o reator de mistura investigado (e considerado em mistura perfeita), pode-se

escrever o balango de células, etanol e glicose conforme seguem:

Balango de células livres no fermentador:

dc,
dt

=R,,C(0)=¢ (32)
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onde R, ¢ a taxa efetiva de crescimento celular no exterior da particula com células

imobilizadas e¢a concentragdo inicial de células livres (<<l g/L). Uma expressao

para R, para uma cinética tipo Monod pode ser dada por:

max — gf
= ImY o 4K Cl, 33
ef Rym C . L p “cd ( )

Assim, tem-se:

dCL _ lumaxcgf CL +KPC:d

d K,+C, (34)
onde;

Cor Concentragao de glicose no fluido

Ced Concentracdo de células

Co Concentracdo celular no leito

Kp, Kum, n. Constantes de processo

Mes Concentragao de etanol no interior da particula

A\ Volume do reator

Wmax Velocidade especifica maxima

Na Equagdo 34, a primeira parcela ¢ resultante do crescimento celular das células

livres ¢ a segunda parcela origina-se do desprendimento da propria particula, sendo K, e n

constantes que dependem fundamentalmente do processo utilizado para a confeccdo da
particula e da operacdo do fermentador (resisténcia a estresse, etc.). Pelos resultados
experimentais apresentados nesse estudo, que ndo reutilizou particulas em fermentacdes
subseqiientes, a contribui¢ado do nimero de células por desagregacdo de particulas pode ser
negligenciada, mantidos os niveis operacionais conforme investigado.

A avaliagdao do comportamento do substrato e produto para o sistema pode ser descrita

pelos balancos:

Balango de Etanol:

VdCy _y  HwaCor cpip 0 0)=0 (35)
= +me ; e =
a K, +C, " 1o
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onde mef ¢ a quantidade de etanol, gerada no interior da particula, e que foi transferido para a

fase bulk do fermentador. Esse termo pode ser descrito conforme comumente feito na

literatura de transferéncia de massa, nesse caso, m. ¢ proporcional a (P—P.), ou seja

mera' (P—P,).
Balango de Glicose:

VdCr :umaXC
d;f = Ys/cﬁC V—mg; C, ,0)=C,, (36)

onde mg € a quantidade de glicose consumida no interior da particula, e que foi retirada da

fase bulk do fermentador, nesse caso mgf a' (C,=S8),C,=S,.

Evidentemente o modelo pode ser facilmente ajustado para considerar expressoes
cinéticas de fermentagdo de glicose com Saccharomyces cerevisiae mais complexas. Os

balancos dentro da particula podem ser expressos por:

Balango dentro da Particula

oS _1.d dS
D R
ot i dr ( dr j S 37
6P 1d dP
— D +R
ot rdr ( P dr j > (38)

Onde Se Psio as concentragdes de glicose e etanol no interior da particula. As condi¢des de
contorno para caso de coeficientes de transferéncia de massa nas vizinhangas externas a

particula dadas por k,, sdo descritas por:

A dP
Em =0, d_ dt (39)

dsS dP
Em r=R, D;:kL(So_S)erE:kL(Po_P) (40)
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O conjunto de equacdes descrevendo o modelo desse sistema, embora ndo seja
simples, ainda ¢ tratavel de um ponto de vista numérico, necessitando, entretanto, de
parametros cinéticos, de operagdo e internos a particula. A simulagdo e validagdo do modelo
proposto, bem como a avaliagcdo dos resultados experimentais, serdo deixadas como sugestao

de continuidade desse trabalho.



CAPITULO 05 - CONCLUSOES

O uso de técnicas estatisticas para a condu¢do dos ensaios, apresentou-se como uma
ferramenta robusta para a avaliagdo do processo fermentativo, permitindo a avaliacdo de
fatores que nao sdo observaveis ou mensuraveis diretamente para sistemas complexos ¢ as
interagOes entre eles.

Dos resultados obtidos pode-se concluir que:

» A concentracdo de alginato de sodio influi diretamente no rendimento fermentativo,
como demonstrado no planejamento Screen. O ensaio realizado na condi¢do em que a
concentragdo de alginato, o tempo de cura e a concentracdo de cloreto operaram nos
niveis: 1%, Oh, 0,2M , respectivamente, produziram o melhor rendimento observado,

embora com pellets pouco estaveis.

» A alteracdo da concentragdo de cloreto de calcio influi no rendimento fermentativo, de
forma ndo isolada e sim combinada com o tempo de cura. O aumento da concentragdo
de cloreto indica que em tempos de cura relativamente curtos, existe a necessidade de
saturagdo da solucdo de cloreto. Nos experimentos do planejamento 2°, verificou-se
que as particulas eram afetadas demasiadamente para os niveis de concentragdo de
glicose investigados, mesmo para elevadas concentra¢des de cloreto de calcio e
tempos de cura de 24 horas. Essa constatacdo levou a mudanga no procedimento de
preparacdo das particulas com a adogdo de AI(NOs)s, que levou a particulas de maior
resisténcia mecanica ¢ com eficiente imobilizagdo de células no seu interior, mesmo
para particulas com 4,9mm de didmetro e sob condi¢des de suspensdo mantida com

agitacdo mecanica.

» O alginato de sddio mostrou-se isoladamente importante ou em interagdo com outros
fatores estudados e até mesmo em interagdes quadraticas, como mostrado no

planejamento composto central.

» A matriz de gel € robusta a concentragdo de glicose ¢ etanol no meio. O grafico das
médias marginais mostra que a glicose nao teve atuacdo significativa no processo no

intervalo de confianca estudado.

» A técnica de gotejamento do alginato de s6dio mostrou-se satisfatéria para a produgdo
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de pellets com elevado grau de esfericidade.

Nao foi estudado o tipo de empacotamento da célula no interior no pellet, mas pode-se
inferir que ele n3o foi agressivo para o microrganismo, em virtude da taxa de

crescimento celular verificada no pellet apds a sua solubilizagao.

A funcéo desirability (desejabilidade) para a fracdo 2* teve seu alvo global de 97,55%,
mostrando que a escolha das varidveis independentes para otimizar o rendimento
fermentativo foi adequado, de outra forma, o planejamento composto central tipo 3*'
teve sua alvo global de 100%, mostrando que a ampliacdo da faixa investigada para as
variaveis independentes levou ao aperfeicoamento da regido experimental. A faixa de
concentragdo de glicose com maior desirability acontece proximos aos extremos do
planejamento, indicando que a avaliagcdo de uma faixa mais ampla pode ser importante

para esse estudo.

As avaliacdes conduzidas com a funcdo valor desejado mostram que a regido
investigada captura um ponto de oOtimo rendimento. Dentre os experimentos
realizados, esse ponto € proximo aos valores de concentragdo de glicose igual a 65g/L,
concentragdo de alginato igual a 2,2%, a concentragdo de cloreto igual a 0,26M e o

didmetro do pellet igual a 5,2mm.

Analisando a formacao do pellet como uma mistura de trés componentes e utilizando o
algoritmo de Piepel e Snee, com as devidas restri¢des, foi possivel construir e projetar
um planejamento estatistico bem posto e avaliar quais foram os fatores mais

significativos e que impactaram no processo fermentativo.

A alteracdo da concentracdo de alginato influi no rendimento fermentativo
diretamente. Os fendmenos de transferéncia de massa e difusividade estdo fortemente

ligados a concentracao de alginato de so6dio usada para confecgdo das esferas.

O tratamento das particulas com Al(NOs); contribuiu para melhoria de estabilidade do
pellet estudado e de sua resisténcia mecanica, garantindo uma melhor capacidade de
reten¢do celular em comparagdo aos pellets obtidos e tratados com tempo de cura. A

imobilizacdo das células nas condi¢cdes investigadas manteve grau elevado de
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atividade celular, o que constitui em fator promissor da utilizagdao industrial desses

pellets na producao de etanol.

A investigacdo do sistema nas condigdes estabelecidas pelos planejamentos de
experimentos confirmam que o uso de técnicas estatisticas para a conducdao dos
ensaios permite a avaliacdo de fatores que ndo sdo observaveis ou mensuraveis

diretamente para sistemas complexos e as interacdes entre eles.



CAPITULO 06 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ampliar a faixa de concentragdo de glicose para valores acima de 100 g/L e verificar,
se existe acao inibitoria para o microrganismo, problemas relativos a transferéncia de

massa e difusividade no gel.

Determinar a faixa de concentracdo 6tima de AI(NOs); que proporciona pellets com
caracteristicas adequadas de baixa resisténcia a transferéncia de massa com elevada

resisténcia mecanica.

Desenvolver técnicas analiticas compativeis com a precisdo necessaria a uma maior
fundamentagdo experimental do fendmeno de fermentacdo com células imobilizadas.
Nesse aspecto, a utilizagdo da cromatografia de alta resolugdo (HPLC) para o célculo

do coeficiente de parti¢do do etanol e da glicose pode ser uma contribui¢ao valiosa.
Otimizar as condi¢des de operagao de um bioreator em sistema batelada.

Analisar as condi¢des de imobilizagdo em bioreatores operando em sistema continuo

em regimes de leito fixo e fluidizado.
Avaliar outros tipos de suporte para a investigacdo da imobilizacio.

Desenvolver experimentos para medida de parametros de transferéncia de massa para

o sistema particula-fermentador.

Validar modelo e simular os diversos esquemas de bioreator descritos nesse texto.
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Apéndice A

1 - Curvas de Calibracao

As curvas de calibracao para a quantificagdo da concentragao de etanol e celular foram
elaboradas utilizando-se o software Origin 7.0°. O teste estatistico utilizado para sua
validagdo foi o teste t-Student, com resultados apresentados na Tabela A1, onde a absorbancia
(ABS) ¢ correlacionada a concentracdo celular e de etanol conforme metodologia apresentada

por NETO et al. (2001).

Tabela A1 — Curvas de calibragdo para concentragdo celular e de etanol

Concentracao celular

ABS =-9,023x10™*+0,0437x[concentragdo (g/L)]

Correlagdo Desvio Padrdo Numero de amostras (N) t
0,999 0,009 7 <0,0001

Concentracao de etanol

ABS =0,011+0,031x[concentracdo (g/L)]

Correlagdo Desvio Padrao Numero de amostras (N) t
0,996 0,007 6 <0,0001




Apéndice B
1- Resultados dos Ensaios de Fermentacao Realizados

Tabela B1 - Resultado da cinética de fermentacao — Ensaio 01

. Concentragao de Diametro do Pellet Copcentragaq d.e Concentraqa9 d.e
Ensaio Glicose (g/L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
1 41,35 3,5 2,2 0,1
Concentragao de Concentragdo de Concentracdo de Concelrltragao
U @) gl o) Gliemre(ell) s Limes (L) (DEITEs
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 6,25 25,24 0,0272 11,36
4 12,16 10,20 0,0653 17,16
6 17,95 0 0,2893 26,68
8 _ _ _ _
10 L L L L
12 - -

Tabela B2 - Resultado da cinética de fermentagao — Ensaio 02

. Concentragdo de Diametro do Pellet Copcentragaq d.e Concentraga9 d.e
Ensaio Glicose (/L) i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
2 88,65 3,5 2,2 0,1
Concentragio de Concentragio de Concentragio de Concerrltrac;ao
Usizso (10) Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) deCeulk
g & & Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 5,56 76,25 0,02610 11,78
4 13,25 60,01 0,06432 17,25
6 20,12 42,15 0,2791 25,65
8 2510 21,36 0,50400 40,39
37,73 4,30 0,5850 46,31

—_
N O




Tabela B3 - Resultado da cinética de fermenta¢ao — Ensaio 03

. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.lcentrac;aol d.e Concentrac;a? d.e
Ensaio Giltesse (L) i) Alginato de S6dio  Cloreto de Célcio
(%o p/v) ™M)
3 41,35 4,9 2,2 0,1
Concentragao de Concentragao de Concentragio de Concer}tragao
e (12) Btanol (/L) Cleme(El) il Lirs (gl) . o oous
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 4,58 29,24 0,04789 10,89
4 10,69 16,20 0,06532 16,25
6 15,67 3,51 0,5873 27,98
8 . - . -
10 _ - L L
12 _ - L L
Tabela B4 - Resultado da cinética de fermentag¢do — Ensaio 04
. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.mentra(;ao, d.e Concentraga9 d.e
Ensaio Giltesse (L) (iin) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
4 88,65 4,9 2,2 0,1
Concentracao de Concentragdo de Concentracdo de Concerlltragao
Ui () Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) e (Ol
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 3,69 77,12 0,02320 10,16
4 11,25 57,26 0,05522 16,10
6 17,04 44,15 0,2893 27,60
8 25,12 22,33 0,50380 36,40
10 29,59 5,30 1,026 49,34
12 34,70 0,71 1,4121 53,12
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Tabela BS - Resultado da cinética de fermentacao — Ensaio 05

. Concentragao de Diametro do Pellet Copcentraqaq d.e Concentraga9 d.e
Ensaio Clissse (L) (i) Alginato de Sodio  Cloreto de Célcio
(%o p/v) ™M)
5 41,35 3,5 2,8 0,1
Concentragdo de Concentragio de Concentragdo de Concer}tragao
Uiy () Etanol (g/L) Glfeme(el) O Ly o cone
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 2,36 31,00 0,02611 11,00
4 6,72 19,03 0,07513 16,99
6 9,11 11,1 0,2997 26,89
8 10,23 4,09 0,5200 38,25
10 14,28 0,66 0,5800 41,33
12 _ L _ _
Tabela B6 - Resultado da cinética de fermenta¢do — Ensaio 06
. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.lcentrac;aol d'e Concentraga9 d.e
Ensaio Giltesse (L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(% pv) (M)
6 88,65 3,5 2,8 0,1
Concentracao de Concentragdo de Concentracao de Concer}tragao
Uit (5] Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) g Ol
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 6,8 66,21 0,02720 12,46
4 11,01 55,09 0,06532 18,36
6 17,21 41,19 0,2893 24,78
8 28,12 24,26 0,50380 35,25
10 31,54 9,25 0,5800 42,43
12 34,21 0 0,9923 49,65
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Tabela B7 - Resultado da cinética de fermentagao — Ensaio 07

. Concentragao de Diametro do Pellet Cor.wentrac;aol d.e Concentrac;a? d.e
Ensaio Clissse (L) i) Alginato de S6dio  Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™)
7 41,35 4,9 2,8 0,1
Concentragio de Concentragao de Concentragio de Concer}tragao
Tempo ) = Benol (/L) Clhomlely  CShesLmes(ely 0 con
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 4,10 29,23 0,02680 11,77
4 6,75 16,20 0,06342 16,75
6 11,24 9,77 0,2689 27,11
8 15,02 3,35 0,5134 33,13
10 17,24 0 0,9685 40,24
12 _ _ _ _
Tabela B8 - Resultado da cinética de fermentagdao — Ensaio 08
. Concentragao de Diametro do Pellet Cor.lcentrag:aor d.e Concentraqa9 d.e
Ensaio Glicose (/L) () Alginato de S6dio  Cloreto de Calcio
(% p/v) (M)
8 88,65 4.9 2,8 0,1
Concentracao de Concentracdo de Concentragdo de Concerﬁraqao
i (1) Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) ¢ Ok
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 3,12 76,25 0,02517 9,31
4 6,65 60,01 0,06223 14,98
6 14,56 42,15 0,2961 23,64
8 23,61 21,36 0,52650 32,41
10 31,04 4,30 0,5678 42,31
12 37,6 0 1,0030 45,97
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Tabela B9 - Resultado da cinética de fermentagao — Ensaio 09

. Concentragao de Diametro do Pellet Cor.wentrac;aol d.e Concentraqaf) d.e
Ensaio Sl (L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
° (% p/v) (M)
9 41,35 3,5 2,2 0,26
Concentragao de Concentragao de Concentragio de Concer}tragao
Tempo®) = Branol (o/L) Gifeme(ol)  ©aes Lies (i) COEImER
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 8,1 19,89 0,02915 10,98
4 15,4 11,24 0,06262 16,94
6 18,2 0 0,2762 22,52
8 . o _ .
10 o o o .
12 L L L L
Tabela B10 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 10
. Concentragio de Diametro do Pellet Copcentragaq d.e Concentrac;a(? d.e
Ensaio Glicose (/L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
: (% p/v) (M)
10 88,65 3,5 2,2 0,26
Concentragdo de Concentracgao de Concentragao de Concer}tragao
lisirigo (1) Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) Ao Lilnlks
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 1,45 66,25 0,02496 12,26
4 12,11 55,01 0,06312 19,00
6 19,26 43,15 0,2743 25,78
8 31,51 11,16 0,5920 39,55
10 36,4 0,60 0,5911 41,23
12




Tabela B11 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 11

. Concentragdo de Didmetro do Pellet Cor.wentrac;aol d.e Concentrac;a? d.e
Ensaio Sl (L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
11 41,35 4,9 2,2 0,26
Concentragdo de  Concentragdo de Concentragao de Concer}tragao
TempOibY ol (/1) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) ol
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 1,1 27,24 0,02817 13,34
4 9,23 12,20 0,06966 20,12
6 10,17 3,1 0,3025 29,51
8 16,78 0 0,49985 31,24
10 - _ _ _
12 - _ _ _
Tabela B12 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 12
. Concentragdo de  Didmetro do Pellet Cor.lcentrag:aor d.e Concentragaf) d.e
Ensaio Clieese (L) i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
12 88,65 4,9 2,2 0,26
Concentracao de Concentragdo de Concentragdo de Concegtragao
Sempo W0 g oo i) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) dt Otk
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 4,3 69,20 0,02986 11,51
4 9,21 57,01 0,06345 17,19
6 16,12 43,15 0,3000 2591
8 27,1 19,98 0,5975 38,95
10 31,04 9,12 0,6104 44,39
12 35,56 1,22 1,1253 47,32




Tabela B13 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 13

. Concentragdo de  Diametro do Pellet Cor.lcentra(;aor d.e Concentraqaf) d.e
Ensaio Clisese (L) i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(Yo p/v) ™)
13 41,35 3,5 2,8 0,26
Concentragio de Concentragao de Concentragio de Concer}tragao
Tempo ) gy ol (o/L) C—— o —— e
Imobilizadas (g/L)
0 0 41,35 0 8,1
2 2,54 28,72 0,02699 8,3
4 8,59 14,03 0,05932 19,14
6 11,23 7,16 0,2811 24,23
8 16,13 5,6 0,57280 26,25
10 _ _ _ L
12 _ _ _ L
Tabela B14 - Resultado da cinética de fermentacdo — Ensaio 14
. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.mentrac;aol d'e Concentrag:af) d.e
Ensaio Sl (L) () Alginato de S6dio  Cloreto de Célcio
(% pv) (M)
14 88,65 3,5 2,8 0,26
Concentracao de Concentracdo de Concentragdo de Concegtrag:ao
Ui ) Etanol (g/L) Glicose (g/L)  Células Livres (g/L) g Otk
Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 5,85 68,25 0,02520 13,25
4 11,26 54,01 0,06592 17,12
6 17,45 47,31 0,2943 27,63
8 23,2 23,16 0,5180 40,44
10 29,41 16,31 0,5750 45,30
12 31,06 7,52 0,6500 49,32

14 36,39 1,11 1,3012 49,11
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Tabela B15 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 15

. Concentragdo de Diametro do Pellet Copcentrac;aq d.e Concentrag:a? d.e
Ensaio Gt (L) (i) Alginato de S6dio  Cloreto de Célcio
° (% piv) (M)
15 41,35 4.9 2,8 0,26
e (10) Concentragao de Concentragio de Concentragdo de ng(gﬁgfo
Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) sl s (L)
0 0 41,35 0 8,1
2 3,9 25,24 0,02719 11,23
4 12,6 10,20 0,06585 16,13
6 18,6 5,63 0,2800 21,68
8 _ L _ _
10 _ L _ _
12 _ L _ _
Tabela B16 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 16
. Concentragao de Diametro do Pellet Cor.lcentra(;ao, d.e Concentra939 d.e
Ensaio Sl (L) () Alginato de S6dio  Cloreto de Calcio
° (% piv) (M)
16 88,65 4,9 2,8 0,26
Concentragdo de Concentracdo de Concentracdo de Concer}tragao
Wit (1) Etanol (g/L) Glicose (/L) Células Livres (g/L) ¢ Oy
: < &) Imobilizadas (g/L)
0 0 88,65 0 8,1
2 3,1 76,25 0,02310 10,94
4 8,5 60,01 0,05532 17,45
6 17,4 42,15 0,2993 25,36
8 26,1 21,36 0,5280 38,44
10 29,3 4,30 0,6100 41,31
12 38,53 0 1,0500 52,32




Tabela B17 - Resultado da cinética de fermentagao — Ensaio 17

. Concentracao de Diametro do Pellet Copcentra(;ao, d.e Concentraqaf) d.e
Ensaio Giltesse (L) (i) Alginato de S6dio  Cloreto de Célcio
(Yo p/v) ™)
17 65 4,2 2,5 0,18
Concentragdo de Concentragdo de Concentragao de Concel?tragao
Tempo @)  gionol (/L) Gifeme(el)  COWenrms (i) oo
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 3,45 33,41 0,02729 13,02
4 11,62 20,84 0,06542 19,14
6 25,69 10,12 0,27226 28,66
8 27,6 2,70 0,55886 39,55
10 _ _ - _
12 _ _ - _
Tabela B18 - Resultado da cinética de fermentacdo — Ensaio 18
. Concentragdo de Diametro do Pellet Copcentrac;aq d.e Concentrac;a? d.e
Ensaio Glicose (/L) i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(% pv) (M)
18 30 4,2 2,5 0,18
Concentragdo de Concentragdo de Concentracao de Conce{ltraqao
Tempoi(BY S el (2/) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) ¢ Ok
Imobilizadas (g/L)
0 0 30 0 8,1
2 3,21 22,11 0,03020 12,36
4 13,51 0,11 0,09512 17,12
6 I I - N
8

—_
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Tabela B19- Resultado da cinética de fermentagao — Ensaio 19

Ensaio

Concentragao de

Diametro do Pellet

Concentragao de
Alginato de Sodio

Concentragao de
Cloreto de Calcio

Glicose (g/L) (mm) (% piv) (M)
19 100 4 2.5 0,18
Concentragio de Concentragao de Concentragdo de Concer}tragao
Tempo ) pranol (2/L) e G e g sy R AL
Imobilizadas (g/L)
0 0 100 0 8,1
2 3,54 80,01 0,02729 10,94
4 12,59 72,15 0,06530 17,14
6 17,56 63,03 0,2356 24,69
8 27,6 44,17 0,5000 36,44
10 31,94 29,30 0,5622 39,37
12 27,61 19,12 0,6529 44,31
14 37,25 8,59 0,9564 49,22
16 45,27 1,66 1,60982 52,24
Tabela B20 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 20
. Concentragdo de Didmetro do Pellet Copcentragao, d'e Concentraga9 d'e
Ensaio Glicose (/L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
20 65 3,1 2,5 0,18
Concentragao de Concentragao de Concentragao de Conce{ltraqao
Wity () Etanol (g/L) Glicose (/L)  Células Livres (g/L) e (Colms
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 1,05 49,01 0,02785 12,32
4 8,69 32,82 0,06409 19,10
6 17,69 12,43 0,2762 23,58
8 26,11 6,56 0,5168 41,65
10 29,61 2,11 0,5600 42,10
12
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Tabela B21 - Resultado da cinética de fermentagdao — Ensaio 21

. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.wentra(;ao, d.e Concentraga9 d.e
Ensaio Giltesse (L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(o p/v) ™M)
21 65 5,2 2,5 0,18
Concentragao de Concentragio de Concentragao de Conce{ltragao
Tempo (M ol (2/L) CTeese (L) e Lifvres (@il ol
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 0,98 41,01 0,02320 13,00
4 6,13 30,82 0,06329 16,99
6 19,5 12,43 0,2863 28,56
8 20,2 7,56 0,5022 39,45
10 23,4 2,71 0,5150 44,43
12 25,61 0,95 1,1548 46,31
Tabela B22 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 22
. Concentragdo de  Diametro do Pellet Cor.mentrac;aol d'e Concentrac;a? d.e
Ensaio Glicose (/L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(% pv) (M)
22 65 4,2 2 0,18
Concentracao de Concentracdo de Concentragdo de Concer}tragao
Tempo () e nol (2/T) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) @ (Ol
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 3,1 38,06 0,02633 12,36
4 8,6 29,82 0,06522 16,16
6 25,4 10,43 0,2988 25,68
8 27,12 0,33 0,5301 41,45

—_
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Tabela B23 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 23
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. Concentracao de Diametro do Pellet Cor.wentra(;ao, d.e Concentraqaf) d.e
Ensaio Clieese (L) (i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o piv) ™)
23 65 4,2 3 0,18
Concentragao de Concentragio de Concentragao de Concer}tragao
Tempo (1)~ Rianoll (g/L) S (=) e Wi (L) (DEAmE
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 4,9 52,25 0,02990 9,36
4 7,9 30,82 0,07032 14,16
6 15,63 16,43 0,3193 21,68
8 19,21 10,56 0,56380 36,45
10 20,89 5,62 0,64890 43,13
12 21,04 0,6 1,2569 45,42
14 23,14 0 1,6589 47,44
Tabela B24 - Resultado da cinética de fermentacdo — Ensaio 24
. Concentracao de Diametro do Pellet Cor'mentra(;ao’ d.e Concentraga9 d.e
Ensaio Glicose (g/L) i) Alginato de Sodio Cloreto de Calcio
(%o p/v) ™M)
24 65 4,2 2,5 0,05
Concentragao de Concentragao de Concentragao de COIICCI’ItI'aan
Tempo (h) = F - nol (/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) ¢ Ok
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 3,4 49,21 0,03129 11,74
4 8,9 36,82 0,07219 17,58
6 13,45 17,43 0,31052 25,68
8 20,2 6,56 0,58964 38,41
10 24,51 0 0,69982 41,33
12




Tabela B25 - Resultado da cinética de fermentagdo — Ensaio 25

Concentragao de

Diametro do Pellet

Concentracao de

Concentracao de

Ensaio Glicose (/L) (i) Algln(a:;;) ;/f, )SOle Cloreto(lc\l/f)Calcm
25 65 4,2 2,5 0,3
e () Concentragao de Concentragao de Concentragdo de C(()ir;cgré‘;;algaslo
Etanol (g/L) Glicose (g/L) Células Livres (g/L) .
Imobilizadas (g/L)
0 0 65 0 8,1
2 0,56 42,12 0,0242 12,46
4 5,1 31,25 0,0593 19,13
6 9,33 19,63 0,3193 28,67
8 15,28 12,51 0,5838 39,41
10 19,78 8,91 0,7100 41,37
12 21,07 4,18 0,9988 47,24
14 26,84 0,41 1,2358 49,86
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