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RESUMO

A producdo de CGTase foi realizada por células de Bacillus firmus cepa 37, livres no
meio de reacdo num biorreator batelada e também por células imobilizadas em carvéo ativado
de 0sso bovino, um suporte inovador para esta aplicagdo, o qual foi utilizado numa coluna de
leito fluidizado jaquetada, com recirculacdo de fluido para controle da temperatura. Um
planejamento experimental foi desenvolvido com trés quantidades de carvao de 0sso bovino
(3,5; 7 e 14 g) e trés taxas de aeracdo (0,5; 1 e 2 v/iv/Im). O uso de carvao ativado de 0sso
como suporte, a aeracdo do meio de fermentacdo e a coluna de leito fluidizado contribuiram
para uma maior producdo da enzima, pois as atividades enziméticas encontradas foram as
maiores em comparacao com o bacilos livre. Ao fim de 120 h de ensaios de producéo a partir
de 7 e 14 g de carvao de 0sso e taxa de aeracdo de 2 v/v/m a atividade de CGTase obtida foi
de 2,5 U/mL. Além disso, verificou-se no que a quantidade intermediaria de carvao de 0sso
(7 g) utilizando a maxima taxa de aeracdo (2 v/v/m), foi o ensaio que obteve valores de
atividade de CGTase mais significativos, ou seja, atividade enzimatica de 1,75 U/mL em 96 h.
Em contraste, para os ensaios utilizando o micro-organismo livre no meio de reacdo e sem
aeracao, a atividade encontrada foi de 0,7 U/mL, ap6s 96 h de produc¢do. Portanto, concluiu-se
que tanto a aeracgdo, a imobilizacdo do micro-organismo em carvao de 0sso €, 0 biorreator de
leito fluidizado, foram fundamentais para aumentar a producdo de CGTase. Um modelo
estatistico de segunda ordem indicou que se as variaveis independentes (quantidade de carvéo
de 0sso e a taxa de aeracdo) fossem aumentadas, o valor da atividade enzimatica também seria
maior, para um cultivo de 120 horas. No entanto, um ensaio utilizando 28 g de carvéo de 0sso
e 4 v/vim, ndo conduziu ao aumento da atividade enzimatica, que se manteve em 2,5 U/mL,
mas mostrou uma diminuigdo no tempo de producdo da enzima que foi reduzido a 60 h. Este
estudo demonstrou a possibilidade de producdo de CGTase com o Bacillus firmus cepa 37
imobilizado em carvdo ativado de o0sso bovino e mostrou valores elevados de atividades

enzimaticas de CGTase, em comparagao com outras matrizes de suporte citadas na literatura.

Palavras-chave: Produgdo. CGTase. Bacillus firmus. Imobilizacdo. Carvao de 0sso bovino.
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ABSTRACT

The production of CGTase was performed by cells of Bacillus firmus strain 37 free in the
reaction medium in a batch bioreactor and also by cells immobilized activated bovine bone
char, an innovative support for this purpose, which was used in a jacketed fluidized bed
column with fluid recirculation and temperature control. An experimental design was
developed with three quantities of bovine bone char (3.5, 7 and 14 g ) and three aeration rates
(0.5, 1 and 2 v/v/im). The use of bone char as support, aeration of the fermentation medium
and the fluidized bed colunm contributed to a higher production yield of the enzyme, because
the enzyme activities found were the highest compared wthi free cell. At the end of 120 h of
production assays using 7 and 14 g of bone char and aeration rate equal to 2 v/v/im the
CGTase activity obtained was equal to 2.5 U/mL. Furthermore, it was found that the amount
of the intermediate bone char (7 g) using the maximum rate of aeration (2 v/v/m), the test was
that the most significant values obtained CGTase activity, i.e., enzyme activity of 1.75 U/mL
at 96 h. In contrast, for the assays using the microorganism free in the reaction medium or
without aeration, the activity was found to be 0.7 U/mL after 96 h of production. Therefore, it
was concluded that both aeration, the immobilization of the microorganism on bone char and
the fluidized bed bioreactor were instrumental in increasing the production of CGTase. A
statistical model of second order revealed that the independent variables (aeration rate and
amount of bone char), the values of the enzymatic activity for the cultivation of 120 h.
However , an assay using 28 g of bone char and 4 v/v/m, did not increase the activity, which
remained at 2.5 U/mL, but showed a reduction in the enzyme production time that was halved
to 60 h. This study has demonstrated the possibility of producing CGTase using Bacillus
firmus strain 37 immobilized activated bovine bone char and showed relatively high values of

CGTase enzyme activities, compared to other support matrices.

Keywords: Production. CGTase. Bacillus firmus. Immobilization. Bovine bone char.



viii

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Representacdo espacial de CGTase. Verde, verde amarelado, azul, rosa e laranja
indicam dominios A, B, C, D e E da enzima, respectivamente. Cilindros vermelhos e fitas

amarelas representam o-hélices e B-filamentos (Ohdan et al., 2000). 22
Figura 2 - Representacdo esquematica das reacdes catalisadas pela CGTase (KELLY et al.,
2009). 23
Figura 3 - Estruturas da a-, B- ¢ y-CDs (adaptado de SZEJTLI, 1988; VENTURINI et al.,
2008). 30
Figura 4 - Estrutura da o-CD e formacdo do complexo de inclusédo (adaptado de VALLE,
2004). 31

Figura 5 - Mecanismo de funcionamento de CDs na aplicacdo de perfumes, aromas ou
fragrancias e na remocéo de odores em tecidos téxteis (ANDREAUS et al., 2010). ----- 33
Figura 6 - Métodos de imobilizacdo celular de micro-organismos, em que: A= imobilizacdo
na superficie do suporte; B= aprisionamento em matriz porosa; C=floculacdo celular
(formacdo de agregados); D= aprisionamento em microcapsulas ou em membranas.
Adaptado de Covizzi et al. (2007). 40
Figura 7 - Desenvolvimento de biofilme. (a) Colonizagdo primaria; (b) crescimento, e
producdo de EPS (exopolimero); (c) coadesdo de células individuais, coagregadas e
grupos de células, originando biofilme jovem, de mdltiplas espécies; (d) maturacdo e

formacdo de mosaicos clonais no biofilme maduro (CORREIA, 2010). ------------=------ 45
Figura 8 - Microfotografia de carvao de 0sso bovino granular (Guedes et al., 2005). --------- 50
Figura 9 - Transferéncia gasosa em reatores trifasicos. Adaptado de Nicolella et al. (1999). 53
Figura 10 - Organograma do projeto de pesquisa. --=-=-==========mmmmmmmmmm oo oo oo 55
Figura 11 - Organograma do projeto de pesquisa. --=-=-=======n=mmmmmmmmmm oo 65
Figura 12 - Difragéo de Raios X do carvéo de 0SS0 boVino. ------=-=-=-=-====nmnmmmmmmm oo 73

Figura 13 - Dados de velocidade superficial do fluido (meio de producdo) usado para a
fluidizacdo das particulas de carvdo ativado de 0sso e sua correspondente porosidade do
leito fluidizado, aos quais foi ajustada a correlacdo de Richardson e Zaki (1954). Leito
expandido (A) e Leito fluidizado (B). 76

Figura 14 - Adsorgdo enzimética no carvdo ativo de osso: Atividade de CGTase (circulo) e
atividade especifica de CGTase (losango) em funcdo do tempo de produgéo da enzima. 79

Figura 15 - Atividade de CGTase (circulo) e concentracdo celular (quadrado) em funcgdo do
tempo de producgdo enzimatica, com células livres no meio do B. firmus em agitador
orbital. 81

Figura 16 - Atividade de CGTase (circulo) e atividade especifica de CGTase (losango) em
fungéo do tempo de producdo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvéo de
0ss0, em cinco bateladas repetidas de 48 h, sendo que de 0 a 48 h perfaz a 12 batelada, de
60 a 96 h a 22 batelada, e assim SUCESSIVAMENTE. ----=-==-=-mmnmmmmmm oo 83

Figura 17 - Atividade de CGTase (circulo), pH (triangulo) e concentracdo de acUcares
redutores totais (quadrado) em fungdo do tempo de producdo enzimatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado no carvédo de 0sso, em cinco bateladas repetidas de 48 h, sendo que
de 0 a 48 h perfaz a 12 batelada, de 60 a 96 h a 22 batelada, e assim sucessivamente. ---- 85



file:///C:/Users/user/Documents/Larissa_2/DOUTORADO/TESE/Correções%20da%20Tese/Tese%20corrigida%20e%20formatada-Larissa%20Albunio2.docx%23_Toc392710777

Figura 18 - Atividade de CGTase (circulo) e atividade especifica de CGTase (losango) em
funcéo do tempo de producdo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvéao de
0SS0. -- 87

Figura 19 - Atividade de CGTase (circulo), pH (tridngulo) e concentracdo de acUcares
redutores totais (quadrado) em funcdo do tempo de producdo enzimatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado no carvéo de 0sso. 88

Figura 20 - Atividade de CGTase em fungdo do tempo de producgédo enzimatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 3,5 g de carvéo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1; 2 v/v/im. - 90

Figura 21 - Atividade de CGTase em funcdo do tempo de produgdo enziméatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 7 g de carvéo de 0sso e taxas de aeragdo de 0,5; 1; 2 v/v/im. --- 90

Figura 22 - Atividade de CGTase em funcdo do tempo de produgdo enziméatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 14 g de carvao de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1; 2 v/iv/m. -- 91

Figura 23 - Atividade especifica de CGTase em funcdo do tempo de produgdo enziméatica com
B. firmus cepa 37 imobilizado em 3,5 g de carvdo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1;
2 vivim. 94

Figura 24 - Atividade especifica de CGTase em funcdo do tempo de producdo enzimatica com
B. firmus cepa 37 imobilizado em 7 g de carvdo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1;
2 vivim, 95

Figura 25 - Atividade especifica de CGTase em funcdo do tempo de produgdo enziméatica com
B. firmus cepa 37 imobilizado em 14 g de carvdo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1;
2 vivim, 95

Figura 26 - Concentracdo de agUcares redutores totais e pH em funcéo do tempo de producéo
enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado em 3,5 g de carvdo de 0sso e taxas de
aeracao de 0,5; 1; 2 V/V/M. mmmmm e e o e 96

Figura 27 - Concentracdo de agUcares redutores totais e pH em funcéo do tempo de producéo
enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado em 7 g de carvdo de 0sso e taxas de
aeracao de 0,5; 1; 2 VM. rmmmmmmm e 97

Figura 28 - Concentracdo de acucares redutores totais e pH em funcdo do tempo de producédo
enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado em 14 g de carvdo de 0sso e taxas de
aeracdo de 0,5; 1; 2 VIV/M . mmmmmmm e oo 97

Figura 29 - Andlises de microscopia eletrdnica de varredura (x 1000) das particulas de carvao
de osso sem células microbianas imobilizadas (A); Carvdo de o0sso com células
microbianas imobilizadas em diferentes taxas de aeragdo: 0,5 v/v/im (B); 1 vivim (C) e
2 vivim (D). 98

Figura 30 - Efeito da quantidade de carvdo e da taxa de aeragcdo na atividade de CGTase
produzida por B. firmus cepa 37 imobilizado em carvao de 0sso, baseado nos resultados
dO PlanNEJameNto 32, e 102

Figura 31 - Superficie de resposta mostrando o efeito simultdneo da quantidade de carvao e da
taxa de aeracdo na atividade de CGTase, baseado nos resultados do planejamento 32.-102

Figura A. 1 - Ajuste dos dados de absorvancia a 550 nm em fun¢do da concentrag¢ao de p-CD
em mM. 121
Figura A. 2 - Reta ajustada para a determinacao da curva de calibracéo de proteina. -------- 122




Figura A. 3 - Reta ajustada para a determinagé@o da curva de calibracdo de glicose e frutose.

Figura A. 4 - Ajuste dos dados de absorvancia a 660 nm em funcéo da concentracédo de celular
(9/L) de Bacillus firmus cepa 37. 124




Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Resumo de alguns trabalhos publicados sobre producdo de CGTase, utilizando-se

micro-organismo livre N0 Meio de Cultura. ---=-==-=-=====mmmm oo 26
Tabela 2 - Comparacao entre adsorcdes fisica e quimica em imobilizacéo celular.------------ 41
Tabela 3 - Trabalhos publicados na area de producdo de CGTase, com Bacillus imobilizados e

0S SUPOrtes Utilizad0s. —------==mmmmm oo e 47
Tabela 4 - Trabalhos publicados na &rea ambiental, com imobilizacdo de micro-organismos e

0S SUPOIteS UtiHiZad0s. —-=--=-=mmmmm s m oo oo 48
Tabela 5 - Especificagdes do carvao ativado de 0sso bovino. ---- 50
Tabela 6 - Abertura das malhas das peneiras utilizadas na analise do diametro médio de

CANVAD A 0SS0, === mmm e oo e 58
Tabela 7 - Caracterizacdo do carvao ativado de 0sso bovino. --- 74
Tabela 8 - Velocidade superficial do meio de producédo (u) em funcdo da porosidade do leito

fluidizado (¢). 75
Tabela 9 - Comparacdo entre os valores experimentais e tedricos dos parametros ut, utc, umf e

e 77

Tabela 10 - Planejamento de experimento com duas varidveis independentes: quantidades de
carvao de 0sso e taxas de aeracdo e trés niveis e a variavel resposta: atividade de CGTase.

-------- 99
Tabela 11 - Analises de variancia (ANOVA) dos efeitos da quantidade de carvédo de 0sso e da
taxa de aeracdo na atividade de CGTase baseada no modelo quadrético. ----------------- 100

Tabela 12 - Anélise estatistica dos efeitos estimados do planejamento de experimentos 3. 101

Tabela A. 1 - Absorvancias a 550 nm para diferentes concentragdes de f-CD. --------------- 121
Tabela A. 2 - Absorvancias a 625 nm para diferentes concentragdes de proteina albumina. 122
Tabela A. 3 - Absorvancias a 600 nm para diferentes concentragdes da solucdo de glicose e

frutose. 123
Tabela A. 4 - Dados da Curva de Calibragdo de Concentracdo Celular 124




Xii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - atividade de CGTase (umol B-CD /min mL)
Ar - area da secAo reta do reator (cm?)
AR - aclcar redutor
ART - agUcar redutor total
a - concentracdo total de fenolftaleina
ABS - absorvancia da solucéo de dosagem na presenca de CD (FENF+amostra)
ABS, - absorvancia da solucdo de dosagem na auséncia de CD (FENF+H,0)
Cp-cp - concentragéo de 3-CD
CDs - ciclodextrinas

CGTase - ciclomaltodextrina-glucanotransferase

D - diluicdo real do meio enzimatico
dp - diametro médio do carvéo de 0sso bovino (mm ou cm)
dpi - diametro das particulas de carvdo de o0sso retidas entre duas peneiras

adjacentes (mm)
DRX - difracdo de raios x
FENF - fenolftaleina

H - altura do leito de particulas de carvéo de 0sso (cm)
k - constante de equilibrio
K - coeficiente angular: inclinagdo da reta de concentragcdo de CDs produzidas

em funcéo do tempo de reacdo ((umoles CD / (min mL))

Ma - massa de agua (g)
me - massa de solido ou massa de carvéo de 0sso bovino (g)
m/iv - massa/volume
n - coeficiente de expansdo
Rep - nimero de Reynolds da particula
U - Unidade de atividade de CGTase (umol produto/minuto)
u - velocidade superficial do meio de produgéo (cm/s)
Umf - velocidade minima de fluidizacéo (cm/s)
Ut - velocidade terminal do carvao de 0sso (cm/s)

Utc - velocidade terminal corrigida do carvao de 0sso (cm/s)



Ve - volume da enzima diluida (mL)
Vg - volume total de reacdo no tubo de ensaio (mL)
v/ivim - volume de meio/volume de ar/minuto
Va - volume total de agua (mL)
Vp - volume total do baldo volumétrico aferido (mL)
\VA - volume da matriz porosa (cm®)
Vp - volume total das particulas de carvéo de osso (cm®)
Vo - volume de vazios do carvéo de osso (cm®)
Vi - volume total do reator (cm®)
Xi - fracdo massica das particulas de carvéo de osso retidas em cada peneira
€ - porosidade do leito fluidizado
Eme - porosidade do leito na condi¢do de minima fluidizacéo
€p - porosidade interna do carvao de 0sso
Hmeio - viscosidade do meio de producéo (g/(cm s))
Prmeio - densidade do meio de producdo (g/cm®)
Pa - densidade da agua a 25°C (g/cm®)
Pap - densidade aparente do carvéo de osso (g/cm®)
Pp - densidade do carvéo de osso seco (g/cm®)
Pe - densidade cristalina ou densidade da matriz porosa (g/cm?®)
W - fator de forma da particula ou esfericidade
a-CD - alfa-ciclodextrina

B-CD - beta-ciclodextrina

v-CD - gama- ciclodextrina
a-CGTase - a-ciclomaltodextrina-glucanotransferase
B-CGTase - B-ciclomaltodextrina-glucanotransferase

y-CGTase - y-ciclomaltodextrina-glucanotransferase

Xiil



Xiv

SUMARIO
1. PREFACIO 16
1.1, INTRODUGAQ -mmm e e 16
1.2. OBJETIVOS DA PESQUISA 18
1.3. ESTRUTURA DA TESE ----19
1.4. CONTRIBUICOES CIENTIFICAS DA TESE ------mmmmmmmmm e eeee 19
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 20
2.1, ENZIMAS oo 20
2.2. CICLOMALTODEXTRINA-GLUCANOTRANSFERASE (CGTASE) ------------- 21
2.3, CICLODEXTRINAS - mm oo oo oo 29
2.4. MICRO-ORGANISMOS E MEIOS DE CULTIVO ---- 35
2.5. IMOBILIZACAO DE CELULAS DE MICRO-ORGANISMOS -----------mmmmmeeme- 38
2.5.1.  Biofilmes —----m-m oo 44
2.6. SUPORTES UTILIZADOS NA IMOBILIZACAO DE CELULAS DE MICRO-
ORGANISMOS 46
2.7. REATOR DE LEITO FLUIDIZADOQ ----=-=-=mnmmmm e e oo e oo 51
3. MATERIAIS E METODOS ---- 55
3.l MATERIAIS oo oo 56
3.1.1. Micro-organismo, Meio e Condicdes de Cultivo ---- 56
3.1.2. Imobilizag&o de Bacillus firmus cepa 37 no carvéo de 0sso 56
3.1.3. Caracterizagdo do carvéo ativado de 0sso bovino ---- 57
3.1.3.1. Difragéo de Raios X do Carvdo de OSSO ------=-====mmmmmmmmm oo 57
3.1.3.2. Diametro Médio de Carvéo de OSSO (dp) ----=--=-==========m=mmmmmmmmmom oo 58
3.1.3.3. Densidade cristalina do Carvao de OSSO -------=-=-========nmmmmmmmmmm oo 59
3.1.3.4. Densidade aparente do carvao de 0SS0 ----=-=-=======nmmmmmmmmmm oo 59
3.1.3.5. Porosidade Interna do Carvdo de OSSO -----=-=====n=mmmmmmmmmmm oo 60
3.1.3.6. Densidade do Carvao de OSSO SECO------====n=n=nmmmmmmmmmm oo oo 60
3.1.3.7. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)--=-=======mmmmmmmmmmm e 60
3.1.4. Estudo do Leito Fluidizado 61
3.1.4.1. Reator de Leito Fluidizado 65
3.2. METODOS ANALITICOS -- 66
3.2.1. Determinacdo da concentragdo de B-CDS -----------==-mmmmmmmmmmm oo 66
3.2.2. Determinacgéo da Atividade de CGTase ---------=--=-mmmmmmmmmmmmmm oo 68
3.2.3. Determinacdo da Concentracao de Proteinas SolUveis 69
3.2.4. Curva Padrdo para a Determinagdo de Acgucares Redutores 70
3.2.4.1. Determinacdo da Concentragdo de AgUcares Redutores Totais das amostras - 70
3.2.5. Determinacgédo da Concentracdo Celular -------=-====mmmmmmmm oo 71
3.3.  PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTQOS ----------m-mmmmmmm oo oo 71
4. RESULTADOS E DISCUSSAO 73

4.1. CARACTERIZACAO DO CARVAO ATIVADO DE 0SSO BOVINO ------------- 73



© N o O

9.

XV

4.2. ESTUDO HIDRODINAMICO DO REATOR DE LEITO FLUIDIZADO----------- 75
4.3. ESTUDO DE ADSORC;AO DE CGTASE NO CARVAO ATIVADO DE 0SSO
BOVINO 78
4.4, PRODUC}AO DE CGTASE COM B. FIrmus CEPA 37 80
4.4.1. Producdo de CGTase com Celulas Livres de B. firmus cepa 37 ------------------- 80
4.4.2. Producdo de CGTase em Bateladas Repetidas com Células Imobilizadas do B.
firmus cepa 37 em Carvao de OSSO BOVING =--=-====nmmmmmm oo e e oo 82
4.4.3. Producdo de CGTase em Unica Batelada com Células Imobilizadas do B. firmus
cepa 37 em Carvéo de Osso Bovino 87
4.4.4. Estudo de Quantidades de Carvao de Osso Bovino e de Taxas de Aeracdo para a
Producdo de CGTase por Células Imobilizadas de B. firmus cepa 37 89
4.45. Microscopia Eletronica de Varredura ----------=-====-=mmmm oo oo 98
4.4.6. Planejamento Fatorial e Superficie de Resposta----------=======mmmmmmmmmmmmmmmeae 99
CONCLUSOES ------nnnmmmmmmm e e 107
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTURQOS ----==mmmmmmmm e 108
REFERENCIAS =--nmmmm e e 109
APENDICES 121
8.1. CURVAS DE CALIBRAC}AO 121
8.1.1. Curvas de Calibragdo de B-CD 121
8.1.2. Curvas de Calibracdo de Proteina SolUvel --------=====mmmmmmmmmm oo 122
8.1.3. Curvas de Calibracdo de Aculcares Redutores --------=-=-==m=mmmmmmmmmmmmmeeeeeo 123
8.1.4. Curvas de Calibracdo de Concentracdo Celular -----=--=-=-===mmmmmmmmmmmmmeeen 124
8.2. CALCULO DA VELOCIDADE MINIMA DE FLUIDIZAGAQ -----------===------- 125
8.2.1. Procedimento para o calculo dos valores experimentais: 125
8.2.2. Procedimento para o calculo dos valores tedricos: -126
ANEXO 127

9.1. TEORIA DA COMPLEXACAO (TARDIOLI, 1998) 127




1. Prefécio 16

1. PREFACIO
1.1. INTRODUCAO

O uso de enzimas em processos industriais tem sido amplamente discutido e cerca de
2500 reacOes diferentes, catalisadas por enzimas, estdo listadas no International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). De acordo com Aguiar (2001), até 0 mesmo
ano foi estimado que 80 % das enzimas eram produzidas por fermentacdo e muitas destas
eram adicionadas em detergentes ou utilizadas no processamento de amido e de produtos
lacteos.

Ciclomaltodextrina-glucanotransferase (CGTase, EC 2.4.1.19) é uma enzima notavel,
com um amplo potencial para numerosas aplicacbes em protecdo ambiental, indUstrias de
alimentos, quimica e farmacéutica, pois possui a habilidade de formar ciclodextrinas (CDs) a
partir do amido, pela reagdo de ciclizagdo, originando a-1,4-cicloglucanos. O produto
enzimatico ¢ geralmente uma mistura, incluindo principalmente a-, - ¢ y-CD, consistindo de
seis, sete e oito unidades de anidroglicose, respectivamente, e minimas quantidades de CDs
maiores, ou com mais unidades (LO et al., 2009; TONKOVA, 1998 ; SZETJLI, 1988).

Uma enzima CGTase que possa produzir predominantemente apenas um tipo de CD
tem uma grande importéncia industrial. A formacéo eficiente de CDs é determinada pelas
caracteristicas Otimas de atividade e estabilidade da CGTase, frequentemente dependente do
micro-organismo produtor da enzima (AI-NOI et al., 2008, BEKERS et al.,, 1991,
KUNAMNENI et al., 2007; MARTINS et al., 2003a; MORIWAKI et al., 2007b).

CGTases, com diferentes propriedades cataliticas, sdo produzidas por micro-organismos
do género Bacillus, especialmente cepas aerdbias alcalofilicas, ou seja, com crescimento
Otimo em valores de pH acima de 9, com frequéncia entre 10 e 12. CGTase de bacilo
alcalofilico produz principalmente 3-CD, sem o0 acumulo de a-CD. A purificacdo de B-CD da
mistura reacional € facilitada, devido a baixa solubilidade entre a B-CD em a y-CD
(ATANASOVA et al., 2011; BLANCO et al., 2011; MAZZER et al., 2008).

As CDs, sendo produtos ciclicos, possuem uma cavidade interna e, por isso, podem
formar complexos de inclusdo versateis com muitos compostos organicos e inorganicos.
Devido ao formato de cone truncado das CDs, com uma superficie externa hidrofilica, as CDs

sdo sollveis em agua e sua cavidade interna hidrofébica possibilita as CDs encapsular
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diversas moléculas hidrofobicas ou seus grupos funcionais, mudando as propriedades fisicas e
quimicas das moléculas encapsuladas (ATANASOVA et al.,2011; BEKERS et al., 1991;
KUNAMNENI et al., 2007; MORIWAKI et al., 2009). Estas mudancas nas propriedades da
molécula complexada podem melhorar a sua estabilidade frente ao calor, reduzir a
volatilidade, a sublimacédo, aumentar a resisténcia a hidrélise e permitir o controle de odores.
Por isso, muitas aplicagdes industriais sdao encontradas para as CDs (VALLE, 2004) e outras
aplicacBes poderiam tornar-se viaveis, se o custo de producdo da CGTase e das CDs pudesse
ser reduzido (BLANCO et al., 2011; CUCOLO et al., 2006; ROSSO et al., 2002).

Acredita-se que o desenvolvimento de novos suportes de imobilizacdo, aliado a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular e processo continuo, possam contribuir para o
desenvolvimento de novos processos de producdo enzimatica em larga escala. Como objetivo
final, deve-se ter em mente no desenvolvimento destas tecnologias, a criacdo de processos
mais economicamente vidveis (CARVALHO et al., 2006).

Para este trabalho foi estabelecido o objetivo de produzir a CGTase com a célula do
bacilo produtor da enzima, na forma imobilizada, ou mais especificamente, estudar a
imobilizagdo de Bacillus firmus cepa 37 em carvdo de 0sso bovino. Escolheu-se o carvéo
ativado de osso de origem bovina como suporte de imobilizagdo pela sua principal
caracteristica, que é a grande area superficial interna desenvolvida durante a ativacdo do
carvao. Nesta estrutura interna porosa, formada por milhares de poros, classificados em
micro, meso e macroporos (BONECHAR, 2011), o micro-organismo pode facilmente se
acomodar nos poros maiores, enquanto 0s menores servem ao transporte das moléculas dos
reagentes e produtos (NGANDWE, 2007; POSTMA et al., 2010). Além disso, o carvdo de
0ss0 tem uma natureza alcalina em meio aquoso, que é condizente com as condic¢des de pH do
meio de cultivo de B. firmus cepa 37, produtor da CGTase (GUEDES et al., 2007; MATIOLI
1997).

A imobilizacdo do bacilo foi utilizada como uma ferramenta para aumentar a eficiéncia
do processo fermentativo, possibilitando, em principio, a utilizacdo do biocatalisador por
longos periodos, com a finalidade de reduzir os custos de producdo, além de poder aumentar a
protecdo das células contra inibidores e facilitar a separacéo do biocatalisador da fase liquida
(CARVALHO et al., 2006).
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Para transformar um processo, que de forma classica, € tipicamente operado em
bateladas de fermentacdo submersa com células livres, em fermentagdo com células
imobilizadas, o presente trabalho teve ainda o objetivo de produzir a enzima CGTase, em
batelada e em reator de leito fluidizado e determinar a atividade enzimatica durante o

processo.

Este reator foi escolhido por permitir a retencéo de grande concentracdo de biomassa no
seu interior, o que melhora o contato biomassa-substrato, permitindo a operacdo em tempos
de residéncia reduzidos. Além disso, a fluidizacdo reduz ou elimina os problemas de
entupimento, facilita a transferéncia de massa e possui a capacidade de controlar e otimizar a
espessura do biofilme, o que possibilita uma boa difusdo do substrato para as camadas mais
profundas de células imobilizadas (SADER, 2005; FREIRE et al., 2008).

1.2. OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo geral desta pesquisa foi produzir a enzima ciclomaltodextrina-
glucanotransferase em batelada, com biorreator de leito fluidizado, utilizando Bacillus firmus

cepa 37 imobilizado em carvdo ativado de 0sso bovino.

Os objetivos especificos foram:

a) Producdo de CGTase com B. firmus cepa 37 livre em suspenséo e em agitador orbital,

b) Anélise da atividade de CGTase e da atividade especifica de CGTase;

c) Avaliacdo da influéncia da concentragdo de proteinas soluveis, de aglcares redutores e do
pH do meio na producéo de CGTase;

d) Producdo de CGTase em batelada (em circuito fechado), utilizando o biorreator de leito
fluidizado com B. firmus cepa 37 imobilizado em carvdo de osso bovino, testando

diferentes taxas de aeracdo e quantidades de carvédo de 0sso.
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1.3. ESTRUTURA DA TESE

Este trabalho foi dividido em oito capitulos, sendo que este primeiro proporciona uma
visdo geral do problema, os objetivos a serem atingidos, a forma de abordagem do problema e

sua contribuicdo cientifica.

No segundo capitulo introduz-se a revisdo bibliografica sobre a enzima CGTase e sua
producdo, bem como 0s micro-organismos e 0s meios de cultivos que podem ser utilizados, as
propriedades e as aplicacdes das CDs que podem ser sintetizadas pela enzima, a importancia
da imobilizacdo microbiana, as caracteristicas dos suportes utilizados para esta finalidade e o

biorreator empregado.

O terceiro capitulo apresenta a metodologia utilizada no trabalho, incluindo todos os

materiais e métodos, com os balancos de massa e calculos realizados.

O quarto capitulo exibe as discussdes detalhadas dos resultados obtidos e no quinto
capitulo as principais conclusfes encontradas neste estudo sdo sumarizadas, e também séo
apresentadas as recomendacBes para novos estudos. No sexto capitulo resume-se algumas

sugestdes para trabalhos futuros.

No sétimo capitulo encontram-se as referéncias que contribuiram para a fundamentacao
tedrico-prética deste trabalho. E por fim, os Apéndices no oitavo capitulo contém tabelas e
gréaficos de curvas padrao e de velocidade minima de fluidizacdo e no capitulo nove o Anexo

com a teoria da complexacao.

1.4. CONTRIBUICOES CIENTIFICAS DA TESE

As principais contribuigdes cientificas desta pesquisa sdo a producdo da enzima CGTase
utilizando um suporte alternativo e inovador para este fim, o carvédo ativado de osso bovino,

em um biorreator de leito fluidizado, com elevados teores de atividade enzimatica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que possuem acdo catalitica, permitindo que uma reagédo
ocorra dentro de limites de temperaturas bioldgicas, por isso, sdo chamadas de catalisadores
bioldgicos. Possuem caracteristicas muitos interessantes, como: alto grau de especificidade
para com o0 substrato tornando-as altamente eficientes, isto é, raramente produzem
subprodutos. Por serem catalisadores, aceleram a velocidade de reacdo, isto é, reduzem a
energia de ativacdo sem serem consumidas, por isso reagdes com enzimas podem ter menores
custos e sdo seguras, quando comparadas com reacdes que utilizam catalisadores quimicos, e
também ndo sdo toxicas (BORZANI et al., 2001; DIXON e WEBB, 1979).

Assim, é importante o estudo da cinética enzimatica, para compreensao da velocidade
das reacdes das enzimas e os fatores que a influenciam, isto é, concentracdo de substrato, de
produtos, temperatura, pH, entre outros parametros. A teoria da cinética enzimatica foi
desenvolvida em 1913, por L. Michaelis e M. L. Menten, sendo que no modelo proposto as
moléculas do substrato passam por uma série de formas geométricas e eletricamente alteradas
antes de formarem os produtos da reacdo e as energias livre dos intermediarios, sdo as etapas
determinantes da velocidade de reacdo. As enzimas tém maior afinidade por estes estados de
transicdo do substrato e esta interacdo enzima-substrato diminui a energia destes estados de
transicdo criticos, acelerando a velocidade de uma determinada reagdo (LEHNINGER et al.,
1995)

Referente ao mecanismo de agdo enzimatica, o primeiro modelo proposto foi 0 modelo
denominado chave-fechadura, por Emil Fischer em 1894, em que a enzima se encaixa com 0
substrato especifico em uma regido chamada de sitio ativo. Tanto a enzima como o0 substrato
sofrem alteragdo para a conformacgdo de encaixe, em que o substrato é distorcido para a
conformacdo exata do estado de transi¢cdo, denominado encaixe de inducdo, proposto por
Koshland em 1958, e ao completar a reacdo catalitica a enzima libera o produto e retorna a
sua forma original. Porém, muitos tipos de moléculas, como os produtos ou o proprio
substrato, podem inibir a acdo das enzimas, que pode ocorrer na forma de inibicéo reversivel
ou irreversivel (BORZANI et al., 2001; LEHNINGER et al., 1995).
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As enzimas podem ser produzidas por tecidos de organismos diferenciados (células
animais e vegetais) e micro-organismos (bactérias, fungos, entre outros) e a producao é
realizada, em sua maioria, por fermentacdo submersa ou ainda por fermentacdo em estado
semissolido. Depois da obtencdo da enzima existem varias técnicas empregadas em seu
estudo, dependendo se a enzima obtida € intra ou extracelular. Dentre estas técnicas pode-se
citar: a anélise de velocidade de reagdo catalitica, anélise do equilibrio de reacdo, que podem
ser feitas por espectrofotometria, fluorescéncia, titulagdo e analise radioativa. Outras anélises
sdo de reacOes em alta velocidade (que ocorre na fotossintese) e a quantitativa da atividade
enzimatica (BORZANI et al., 2001).

Quase sempre, ha a necessidade de purificacdo ou fracionamento de enzimas, pois
muitas vezes encontram-se no extrato enzimatico obtido outras enzimas ou substancias, que
ndo sdo de interesse. Dentre esses métodos pode-se mencionar: a precipitacdo por diferenca
de pH, desnaturacdo por aquecimento, precipitagdo com solventes organicos ou com sais, por
adsorcdo, por cromatografia (separacdo que depende da adsorcdo, troca i0nica, afinidade
especifica, entre outros), eletroforese, cristalizacdo, concentracdo por evaporacdo ou
congelamento do solvente (BENDER, 1986; BERNA,1990; HIGUTI et al., 2003 MATIOLI,
2000).

2.2. CICLOMALTODEXTRINA-GLUCANOTRANSFERASE (CGTASE)

CGTase é uma enzima bacteriana que possui massa molecular da ordem de 70 - 78 kD
e apresenta uma sequéncia de aminoacidos, que revela uma similaridade estrutural com a
enzima a-amilase, sendo por isso considerada uma enzima da familia das amilases. A enzima
¢ composta por uma cadeia Unica de polipeptidios com aproximadamente 650 aminoacidos,
ndo possui ligagdes intramoleculares por ligac6es de dissulfeto, mas necessita de calcio para
manter sua atividade catalitica (CUCOLO et al., 2006; MATIOLI, 2000; MORIWAKI et al.,
2007b; PINTO et al., 2007).

Segundo Horikoshi (2004), Leemhuis e colaboradores (2010) e Nakamura e
colaboradores (1994), a estrutura tridimensional da CGTase revela cinco dominios de
proteinas, designados A-E, possui ainda quatro residuos aromaticos que sdo conservados nas

CGTases, mas ndo nas a-amilases. E véalido lembrar que a a-amilase e a CGtase possuem uma
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atividade catalitica em comum, que ¢ a de quebrar a ligagdo a-1,4 glicosidica. A estrutura das
CGTases de diferentes origens sdo similares e depende do micro-organismo produtor e
consequentemente das condicdes de cultivo, que favorecem o crescimento de um determinado
micro-organismo. Na Figura 1 estd representada a estrutura da CGTase produzida por B.

circulans 251 pesquisada por Ohdan e colaboradores (2000).

Figura 1 - Representacéo espacial de CGTase. Verde, verde amarelado, azul, rosa e laranja indicam
dominios A, B, C, D e E da enzima, respectivamente. Cilindros vermelhos e fitas amarelas representam a-
hélices e p-filamentos (OHDAN et al., 2000).

A CGTase é considerada uma enzima multifuncional, que catalisa quatro reacdes:
ciclizacdo (reacdo de transglicosilacdo intramolecular), acoplamento (reacdo de
transglicosilacdo intermolecular, em que o anel de ciclodextrina é rompido e transferido para
aceptores lineares), desproporcionamento (no qual dois oligossacarideos lineares sdo
convertidos em oligossacarideos lineares de diferentes tamanhos) e hidrdlise do amido (Figura
2) (ATANASOVA et al., 2009; HAMON e MORAES, 1990; KUNAMNENI et al., 2007;
MORIWAKI et al., 2009; VASSILEVA et al., 2003). A ciclizagdo ocorre quando a cadeia de
oligossacarideos lineares (amido) é clivada e um novo agucar redutor terminal € transferido
para 0 acucar terminal ndo redutor de mesma cadeia (AI-NOI et al., 2008). Essas reacdes
podem ser realizadas em uma extensa faixa de pH e temperaturas, crescendo portanto, as
aplicacdes industriais da CGTase (PINTO et al., 2007).
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Figura 2 - Representacdo esquematica das reacgdes catalisadas pela CGTase (KELLY et al., 2009).

Na Figura 2 se observa, de forma esquematica, as reacdes que a CGTase realiza e que a
ciclizacdo é a reacdo que produz as ciclodextrinas, a partir das cadeias de amido, que devem
ter mais que cinco residuos de glicopiranosil e estarem em sua forma helicoidal. Se a cadeia
tiver menos que cinco unidades, porém mais que duas, a CGTase é capaz de sintetizar
oligossacarideos de maior massa molar pela reacdo de desproporcionamento e entdo produzir
CDs. Por outro lado, a reacdo de acoplamento é a reacéo que cliva e abre 0 anel da CD e faz a
transferéncia de maltooligossacarideos para as moléculas aceptoras, como a maltose. No meio
de reacdo para a produgédo de CDs, o acoplamento ocorre na presenca de CDs e de alguns
substratos como, a glicose, maltose e maltotriose. Esta reacdo pode competir com a ciclizacéo,
resultando em rendimentos menores, quando se objetiva a producao de CDs (BENDER, 1986;
MATIOLI et al., 2002).
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A cinética de reacdo de CGTase foi estudada por varios autores, como exemplo Villete
e colaboradores (1990), que utilizaram na fermentac&o do micro-organismo Bacillus circulans
varios substratos (amido de batata, milho, trigo, maltose, glicose, entre outros) e inibidores
(glicose, celobiose, sacarose maltose, entre outros.). Eles confirmaram a existéncia de dois
sitios na enzima, um que age como doador e outro como receptor, com caracteristicas que
auxiliam na compreenséo das CDs, depois da fase inicial da reacdo. Eles ainda comprovaram
que o sitio receptor apresenta uma grande afinidade para as moléculas com estrutura
semelhante as moléculas de amido ndo-redutoras. Observaram também, que na auséncia de
receptores, a CGTase ndo realizava as reacdes de acoplamento, isto é, ndo rompia o anel das
CDs, porém tracos de oligossacarideos ou de varios receptores adicionados ao meio de
producdo de CDs, foram suficientes para desencadear a reacdo de transglicosilacéo

intermolecular (acoplamento).

De acordo com Abdel-Naby e colaboradores (2011) a enzima CGTase (a-1,4-glucano-
4-glicosiltransferase) é importante na &rea industrial, pois catalisa a formagdo de
oligossacarideos chamados ciclodextrinas (CDs), a partir do amido, e outros carboidratos
como amilose, amilopectina e maltooligosacarideos. Os trés tipos mais comuns de CGTases
sdo identificadas como: a-, B- e y-CGTase, conforme a predominancia do tipo de CD
produzida, ou seja, a-CGTases produzem principalmente a-CDs, enquanto - ¢ y-CGTase
produzem B- e y-CDs, respectivamente. Porém, a predominancia de cada CD depende do pH,
da temperatura, de sua origem microbiana, ou seja, do micro-organismo produtor da enzima e
também do tempo de reacdo. Em todos os casos, no entanto, tempos prolongados de reagdo
resultam na formacg&o de uma mistura de todos os trés tipos de CDs, com B-CD representando
0 produto de reacdo predominante (COSTA et al., 2007; LETSIDIDI et al., 2011; MARTINS
et al., 2003a; MAZZER et al., 2008; SZEJTLI, 1988).

Muitos sdo os parametros, que exercem influéncia na reagdo enzimatica, tais como: pH,
temperatura, ions, tempo de reacdo, concentragdo de substrato e enzima, cofatores, etc. O
tempo de reagdo é muito importante, pois a velocidade de reacdo enzimatica diminui com o
tempo e varios sdo os fatores que contribuem, como: inibicdo pelos produtos, consumo de
substrato, entre outros, Além disso, a proporcdo entre as diferentes CDs é dependente do
tempo de incubagdo da enzima no meio contendo amido, isto é, muitas CGTases formam
inicialmente a-CD, enquanto a formacdo de CDs maiores é mais lenta (BEKERS et al., 1991;
MATIOLI, 2000).
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Entretanto, uma CGTase que produza somente um tipo de CD ¢ industrialmente
favoravel, pois diminui os custos de purificagdo do processo (AI-NOI et al., 2008,
MORIWAKI et al., 2007b, SIAN et al., 2005). Segundo Martins e colaboradores (2003a),
este processo de formacdo eficiente de CDs é determinado pelas caracteristicas 6timas de
atividade e estabilidade da enzima, que depende com frequéncia do micro-organismo de

origem da CGTase.

A producdo de CGTase pelo micro-organismo selecionado depende do controle de
parametros do meio de cultivo e do ambiente reacional (temperatura, por exemplo), que séo
fundamentais para alcancar alta produtividade da enzima e, consequentemente, 6tima
producdo. H& varios caminhos para se reduzir os custos de producdo da CGTase, como a
escolha das condicGes de fermentacdo, por exemplo, a agitacdo e a aeracdo, que podem
aumentar a difusao do substrato no meio (BLANCO et al., 2011; ROSSO et al., 2002).

A CGTase é geralmente produzida em cultivos aerébios submersos e em reator batelada
com agitacdo. O tempo de cultura depende da velocidade de crescimento do micro-organismo,
no geral, demora de 2 a 3 dias tanto para os mesofilos como para os termdfilos, o que difere
sdo as temperaturas de cultivo, que sdo de 30 a 37 °C para mesofilos, e superiores a 50 °C para
termdfilos, e pH que varia de 6 a 10, para ambas as culturas (MATIOLI, 2000).

No sistema em batelada, no qual a composicdo quimica do meio de cultivo é
praticamente homogénea, é importante considerar o fendmeno de repressdo catabdlica, ou
seja, a sintese de CGTase pode ser reprimida utilizando mono e dissacarideos como fontes de
carbono. Isto é, quando ha varias fontes de carbono presentes, 0 micro-organismo prefere
utilizar a que lhe é mais favoravel. Uma das formas de evitar este problema é o uso de
cultivos em batelada alimentada, no qual o substrato pode ser alimentado em pequenas
concentragdes. Outra alternativa de producdo da enzima € utilizar cultivos no estado solido,
mais semelhantes ao habitat natural de alguns micro-organismos, em que 0 substrato
disponivel para as células é controlado pela existéncia de possiveis gradientes microscopios
na massa de células agregadas, ou pelas mudancas na permeabilidade da membrana celular. O
cultivo no estado sélido geralmente requer baixo custo de investimento e permite o uso de
produtos agroindustriais baratos, como, o residuo industrial fibroso da soja, derivado do
processo de producdo da proteina isolada, entre outros (PINTO et al., 2007; WANG et al.,

2006). Porem, esses dois tipos de fermentacdes, no estado liquido ou sélido, apresentam
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vantagens e desvantagens, a escolha depende de limitacGes operacionais, desempenho das
células e producdo enziméatica. Na maioria dos artigos na literatura, a producao de CGTase é
conduzida em cultivo liqguido com micro-organismos aerobios mesoéfilos, mas também ha
relatos de bactérias aerobias termofilas, anaerobias termofilas e aerobias alcalofilicas
(ALVES-PRADO et al., 2006; SIAN et al., 2005).

A producédo de CGTase a partir de micro-organismos bacterianos foi estudada e relatada
por varios autores. A Tabela 1, a seguir, identifica alguns desses autores na literatura, como
também a origem da enzima, o tempo em que alcancou a maior producédo e, quando possivel,

a atividade de CGTase e a atividade especifica de CGTase.

Tabela 1- Resumo de alguns trabalhos publicados sobre producédo de CGTase, utilizando-se micro-
organismo livre no meio de cultura.

Micro-organismos  Tempo  Atividade  Atividade Referéncias
de de CGTase especifica
Produgdo (Uml?) de CGTase

(h) (Umg™)
B. pseudalcaliphilus 24 0,06 458 Atanasova et al. (2011).
B. lehensis 72 134 N.I Blanco et al. (2011).
Bacillus G1 144 77 N.I Ibrahim et al. (2010).
B. alcalophilos 144 0,5"NY 21 Geetha e More (2010).
B. sphaericus 144 0,048 0,24 Moriwaki et al. (2009).
Bacillus sp. 20 N.I 0,04 Menocci et al. (2008).
Bacillus sp. 20RF 48 0,22 N.I Atanasova et al. (2008).
Bacillus sp. 8SB 0,12 N.I
Bacillus sp. MK6 24 2,5 NV N.1 Ai-Noi et al. (2008).
Cepa Aveia 7 120 N.1I 0,19 Costa et al. (2007).
B. firmus cepa 37 120 N.I 79,8 Moriwaki et al. (2007a).
B. licheniformis 12 0,162 0,0129 Bonilha et al. (2006).
PaeniBacillus 48 1,34 0,335 Alves-Prado et al. (2006).
campinasensis
B. circulans 30 0,12 N.I Burhan et al. (2005).
B. alcalophilic CGlI 18 88,6 N.I Freitas et al. (2004).
B. firmus 144 0,195 MY 1,47 Higuti et al. (2003).
B. circulans DF 9R 48 58NV N.I Rosso et al. (2002).

N.I: ndo informado N.U: ndo informado o valor de U U = umol de B-CD/min
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A Tabela 1 mostra os diferentes trabalhos publicados para a producdo de CGTase.
Observa-se que os autores utilizam diferentes micro-organismos livre no meio, como também
diferentes tempos de produgdo. A comparacdo das atividades enzimaticas se torna muito
dificil, devido a tantas divergéncias, além disso, muitas vezes o metodo de dosagem
enzimatico também difere. Por isso, a comparacdo das distintas producdes da enzima

relacionadas na literatura deve ser minuciosa.

Como mencionado, existem diversos métodos analiticos para determinar a atividade
de CGTase, mas devido a presenca de outras enzimas no meio, como a a-amilase, ndo é muito
facil determinar sua atividade. A atividade de CGTase pode ser baseada na formacgdo da CD
ou no consumo de amido (SZEJTLI, 1988). Mais genericamente, como a reacdo catalisada
pela CGTase, além de ser reversivel, forma simultaneamente oligossacarideos lineares e
ciclicos, é possivel definir muitas atividades como: a) atividade de dextrinizacdo ou a medida
da degradacdo do amido; b) atividade de ciclizacdo ou a medida da formacdo de uma CD; c)
atividade de acoplamento ou a medida do consumo de um oligossacarideo especifico, a partir
da abertura de uma CD; d) atividade de desproporcionamento ou a medida do consumo de um
oligossacarideo linear, que sofreu uma reacdo de transglicosilacio (HAMON e MORAES,
1990).

A dosagem da enzima CGTase pode ser feita por meio da formacdo do complexo entre
a CD produzida e um corante adicionado, ou seja, 0 complexo formado produz uma variagédo
da densidade Otica da solucdo, que pode ser medida por espectrofotdmetro. Isto pode ser
verificado, quando se utiliza fenolftaleina, ja que este indicador na presenca de f-CD forma
um complexo incolor estavel, assim o decréscimo na intensidade da cor da solucdo contendo
este corante € proporcional a concentragdo de p-CD (HAMON e MORAES, 1990; MATIOLI,
2000).

O método colorimétrico usado na determinacdo enzimaética é eficiente e facil, para a
dosagem das trés CDs, a-, B- ¢ y-CD, mas existe também a determinacéo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) das CDs formadas, que se torna um método rapido, quando
as condicOes de leitura estdo estabelecidas tais como: velocidade de fluxo, diluigdes das

amostras, curvas padrdes, entre outras (SZEJTLI, 1988).

Conforme Pinto e coautores (2011), a otimizacdo das variaveis do processo de producao

da CGTase, como a massa de oxigénio transferido, o controle de agitacdo e aeracdo, sao
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importantes para 0 crescimento microbiano e para a producdo enzimatica durante a
fermentacdo, elevando a producdo de enzima e reduzindo os custos. O método mais comum
usado para otimizacdo em bioprocesso pode envolver o estudo de vérias variaveis
simultaneamente, quantificando seus efeitos e suas possiveis interacfes. Essas varidveis
incluem, como exemplos: taxa de aeracdo, quantidade de biomassa, tipos e quantidade de
substrato (ou seja, origem do amido e estudo de diferentes meios de cultivo e producéo), tipo
de biorreator, tipo e velocidade de agitagédo, entre tantos outros parametros que podem ser

manipulados para aumentar a producao enzimatica.

Outro parametro importante, no meio de cultivo e producdo enzimatica é o pH, que na
maioria das vezes, possui um valor 6timo, tanto para 0 micro-organismo produtor como para a
enzima produzida. Segundo Dixon e Webb (1979), a existéncia de um pH 6timo para a
maioria das enzimas pode ser resultado, por exemplo, do efeito do pH sobre a afinidade do
complexo enzima-substrato, do decréscimo da saturagéo da enzima com o substrato, do efeito
do pH sobre a estabilidade da enzima, entre outros fatores, que normalmente, ocorrem

simultaneamente.

Valores de pH muito altos (> 11) ou baixos (< 8) podem causar a variagdo no estado de
ionizagdo da enzima acarretando em sua desestruturacdo. Pelo fato de as enzimas serem
proteinas, o carater idnico dos grupos amino e carboxilicos da proteina é afetado pelas
mudancas de pH. De acordo com Matioli (1997), a enzima CGTase de Bacillus firmus cepa
37 mostrou-se estavel a 60 °C em pH 8, na presenca de ions calcio. Observa-se, entdo, que o
pH 6timo para a enzima, muitas vezes nao € o ideal para 0 micro-organismo produtor (pH 9-
11) e que esta variagdo entre os pH 6timos do micro-organismo e da enzima pode dificultar a

producdo eficiente de CGTase.

Sdo varios os metodos de purificacdo da CGTase, como adsorcdo em amido,
precipitacdo com sulfato de amodnia, cromatografia de troca ibnica e por afinidade
bioespecifica, ultrafiltracdo etc. (BENDER, 1986; HIGUTI et al., 2003). Normalmente, a
purificacdo da enzima CGTase envolve varios passos e pode comecar com a filtragdo ou
centrifugacdo do meio de producdo, para eliminacdo das celulas, posteriormente,
concentragdo do sobrenadante e aplicacdo da cromatografia de afinidade, seguida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna trocadora de anions (MATIOLI, 2000).
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Dentre os métodos de purificacdo de CGTase, 0 método por cromatografia de afinidade
bioespecifica é 0 mais seletivo, pois existe uma afinidade entre a molécula de interesse e o
ligante, que pode ser a, B ou y-CD, formando um complexo seletivo e reversivel
(BERNA,1990). Matioli (1997) purificou a CGTase do Bacillus firmus cepa 37 por meio da
precipitacdo com sulfato de amonio 80% de saturagéo, seguida de cromatografia de afinidade
bioespecifica e ultrafiltracdo em microconcentradores. O fator de purificacdo foi de 157 e o
rendimento em atividade de 65,3%. Tardioli (1998) purificou a CGTase Wacker liofilizada e
verificou, apds a determinacdo da atividade da solucdo enzimatica final, que o rendimento da

purificagdo obtido foi 72%, com um fator de purificagéo de 1,2.

Industrialmente, os métodos de purificagdo de CGTase utilizando a cromatografia de
afinidade bioespecifica e a ultrafiltracdo tornaram-se inviéveis, pois, além do volume
produzido em escala industrial ser elevado, sdo equipamentos onerosos, a ndo ser que a
enzima ou proteina purificada tenha um alto valor agregado, como exemplo a insulina, ndo se
justifica o valor gasto no processo de purificacdo. Por isso, na industria o processo de
fracionamento com sais e a centrifugacdo sdo os métodos mais utilizados. Para o caso da
enzima CGTase produzida pelo B. firmus cepa 37 estes processos citados resultaram em uma
enzima com atividade de 0,408 U/mL (umol B-CD/mL.min), quando antes a atividade
enzimatica era de 0,135 U/mL. E ainda, apés a producdo, concentracdo e purificacdo da
CGTase, quando seu uso ndo for imediato, € possivel estocar a enzima em agentes
conservantes, como o benzoato de sédio 0,1 % (m/v) (MATIOLI, 1997).

2.3. CICLODEXTRINAS

Os estudos envolvendo as CDs tém aumentado vertiginosamente nos Ultimos anos,
devido as suas varias aplicagbes industriais, que serdo vistas nesta secdo, e porque elas se
tornaram populares em diferentes campos do conhecimento e de aplicacdo tecnoldgica
(VENTURINI et al., 2008).

As CDs foram descobertas em 1891, quando Villiers reportou seu aparecimento em
batatas. Apesar do trabalho pioneiro de Villiers, as CDs foram primeiramente detalhadas por
Schardinger em 1903, que descreveu seu processo de preparacdo e isolamento, por isso

também ja foram chamadas de dextrinas de Schardinger. Em 1938, Freudenberg confirmou
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sua estrutura ciclica e a habilidade de formar complexos de inclusdo (AGUIAR, 2001;
COSTA et al., 2007; BEKERS et al., 1991; MAZONI et al., 2000).

Apenas a partir de 1970, a possivel toxicidade das CDs foi desmentida apos estudos
toxicoldgicos adequados, 0 que motivou um aumento significativo nas pesquisas nesta area. A
descricdo da estrutura e propriedades das CDs e suas aplicacdes tém motivado um grande
namero de pesquisas e publicacdes neste campo (VENTURINI et al., 2008; SZEJTLI, 1987).

As CDs sdo maltooligossacarideos ciclicos, ndo redutores compostos de 6-60 unidades
de glicose ligadas por ligagdes a-1,4-glucosidicas, sendo que as mais comuns e
comercialmente competitivas sdo as CDs contendo seis moléculas de glicose (a-CD), sete (B-
CD) e oito (y-CD) (Figura 3). As CDs sdo formadas em presenca de amido, pela a¢éo da
enzima CGTase (BURHAN et al., 2007; MARTINS et al., 2003a; MORIWAKI et al.,

2007h).

> CH,OM
o O 220
133
i %o &/ % S
T O O’S\;‘—\ Wo o
(5 ° o 33
,%\ O & S f&wo "2l & N BN "o
07y "o\{o,' 3 o N 2q, o 3
0 ¥ 0 3
2 7 7 £ 4 £ %
™ % = o
0 o
3 - < [

>0
O
o
0
OoN
[4)
(4

o, ¥

4y
T 4
0
05 NC¥ o 0 o & p’ D, E
> o AN V7 om

o W HoZuS O Jh M /)&

b S ) 0, S

&

a-ciclodextrina -ciclodextrina y-ciclodextrina

146 A 1548 =z 17,5 A

"
A
A
4

(=
\ 14,7-5,34

\
vV~ 174 AP

7,94

Figura 3 - Estruturas da a-, B- e y-CDs (adaptado de SZEJTLI, 1988; VENTURINI et al., 2008).

A solubilidade das CDs aumenta rapidamente com a elevacdo da temperatura,
permitindo uma facil recristalizacdo, quando uma solugdo concentrada obtida a alta
temperatura é resfriada (DUCHENE, DEBRUERES e BRETILLON, 1984). Deve-se destacar
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a importancia da y-CD, representada na Figura 3, que apresenta a vantagem de ter maior
diametro da cavidade e uma solubilidade em agua muito maior que a a-CD ¢ a 3-CD, pois a y-

CD possui, em maior quantidade, grupos hidroxilas nas extremidades.

A maior cavidade interna da y-CD permite a complexacdo de moléculas maiores de
grande interesse farmacol6gico. Essa maior solubilidade em &gua facilita a preparagdo de
solugBes mais concentradas dos principios ativos de interesse, tornando os medicamentos
mais ativos e eficientes (COSTA et al., 2007; KITAYSKA et al., 2011; SZEJTLI, 1988). Ja a
B-CD ¢é considerada a menos solGvel de todas as CDs. A provavel explicacdo pode ser
fundamentada nas ligagcdes quimicas existentes na molécula de CD, ou seja, um cinto
secundario é formado por ligacdes de hidrogénio, desenvolvendo uma estrutura rigida estavel
(FROMMING e SZEJTLI, 1994).

Em solucdo aquosa, as cavidades das CDs ndo sdo espagos vazios. Se as cavidades
permanecessem vazias, 0s volumes especificos parciais (volume da massa de um corpo) das
CDs, em solucéo, seriam maiores do que os da glicose ou da maltose, o que ndo acontece. As
cavidades sdo preenchidas com algumas moléculas de agua (Figura 4), enquanto outras se
situam externamente as CDs e formam parte integrante da estrutura cristalina (FROMMING e
SZEJTLI, 1994; MATIOLI, 2000).
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Figura 4 - Estrutura da a-CD e formacado do complexo de incluséo (adaptado de VALLE, 2004).
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Segundo Valle (2004), a ligacdo da molécula hospede com a CD hospedeira ndo é fixa
ou permanente, mas estd em um equilibrio dindmico. A forca da ligagdo depende da molécula
e das interacdes envolvendo o complexo “hospede-hospedeira” e do local de interagdo

especifico entre os atomos da superficie.

As viscosidades das solugdes aquosas de CDs néo diferem, significativamente, da
viscosidade da &gua, além disso, as CDs ndo possuem ponto de fusdo definido, mas comegam
a se decompor a partir de 200 °C (MATIOLLI, 2000).

Por outro lado, as CDs, compostas de 5 unidades D-anidroglucano-piranose, e as
maiores, com mais de nove unidades, foram pouco estudadas até o final do século 20, com
excecao de poucos artigos. Dentre estes trabalhos esta o de Nakamura e colaboradores (1994),
em que a CD com 5 unidades (ciclomaltopentaose) foi quimicamente sintetizada, porém suas
propriedades fisico-quimicas e capacidade de formacdo de complexos de inclusdo ainda néo
foram relatadas (ENDO e UEDA, 2004; QI, MOKHTAR e ZIMMERMANN, 2007).

Diante da necessidade de ampliar as aplicacdes, aumentar a solubilidade em &gua e em
solventes organicos e melhorar a tenséo superficial das CDs séo feitas alteracGes estruturais
nas ciclodextrinas, que modificam suas propriedades fisico-quimicas. As alteracGes que
ocorrem nas CDs modificadas, ou derivados de CDs, sdo reacfes de substituicdo dos grupos
hidroxila pelo grupo pretendido. Podem-se obter derivados de CDs com grupos metila, etila,
carboximetila, entre outros. Por exemplo, a presenca de um grupo reativo no derivado da CD
permite a fixacdo permanente da CD sobre superficies poliméricas como fibras de algodéo,
papel ou outros polimeros naturais e sintéticos (ANDREAUS et al., 2010; VENTURINI et al.,
2008; BERGAMASCO, ZANIN e MORAES, 2007; SALTAO e VEIGA, 2001).

Uma das &reas de importancia da biotecnologia e da bioengenharia é a complexagédo
molecular, que € util na selecdo, separacdo e solubilizacdo de varias biomoléculas (SINGH et
al., 2002 citado por MORIWAKI et al., 2007b). Neste contexto, como ja foi mencionado, 0
arranjo das unidades de glicose na molécula de CD resulta em um formato de cone truncado
com a superficie externa hidrofilica. Essa caracteristica torna as CDs sollveis em agua, em
contrapartida, a cavidade interna hidrofobica, possibilita que as CDs encapsulem diversas
moléculas hidrofébicas ou grupos funcionais, mudando assim as propriedades fisicas e

quimicas destas moléculas. Portanto, as CDs sdo capazes de formar complexos de inclusdo
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com varias moléculas hospedes (ATANASOVA et al., 2011; BEKERS et al.,, 1991;
KUNAMNENI et al., 2007; MORIWAKI et al., 2009).

Os complexos de inclusdo (Figura 5) podem ser formados com uma variedade de
compostos organicos e inorganicos. Esta propriedade tem sido aproveitada por indmeras
indUstrias, tais como a farmacéutica, alimenticia, de cosméticos, téxtil, agroquimica, entre
outras, conferindo vantagens aos produtos (ABDEL-NABY et al,. 2011; COSTA et al., 2007;
LETSIDIDI et al., 2011; MARTINS et al., 2003b; MAZZER et al., 2008). Por exemplo, cita-
se 0 tratamento de aguas residuais de industrias quimica e farmacéutica, pela conversao de
substincias toxicas em ndo toxicas (complexos com B-CD), resultando em mais rapida
eliminacdo do lodo ativado (VASSILEVA et al., 2003).
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Figura 5 - Mecanismo de funcionamento de CDs na aplica¢édo de perfumes, aromas ou fragrancias e na
remocao de odores em tecidos téxteis (ANDREAUS et al., 2010).

De acordo com Andreaus e colaboradores (2010) uma aplicacdo da encapsulacdo de
compostos pelas CDs, ocorre na liberacdo controlada das substancias. Assim essa liberagdo
deverad ocorrer durante o uso para inibir, por exemplo, o crescimento microbiano, evitar a

aproximacéo de mosquitos ou deixar a roupa perfumada.
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A habilidade da CD em formar complexo de inclusdo com uma molécula hospede é
funcdo de dois fatores principais. O primeiro é estérico e depende do tamanho da CD em
relacdo ao tamanho da molécula hospede ou do grupo funcional da molécula hospede. Se a
molécula hdspede tem um tamanho relativamente grande, ndo caberd adequadamente na
cavidade da CD. O segundo fator critico sdo as interagdes termodindmicas entre os diferentes
componentes e o sistema (CD, hospede, solvente). Para um complexo ser formado, a reacéo
de complexacdo deve ter energia livre favoravel, direcionando o hospede para dentro da CD
(VALLE, 2004).

Na préatica, a inclusdo pode aumentar a estabilidade da molécula hdspede. Esta
estabilidade pode se manifestar como: reducdo da volatilidade, da sublimacdo, maior
resisténcia térmica, resisténcia a hidrolise, resisténcia a oxidacdo e aumento da solubilidade
de substancias insoliveis em agua (BARAO, et al., 2013; BERGAMASCO, ZANIN e
MORAES, 2005; VALLE, 2004; MATIOLI et al., 2000).

A propriedade de formar complexos de inclusdo das CDs tem sido estudada ha muitos
anos, por autores como Armstrong e coautores (1986); Bender (1986), Duchéne, Debrueres e
Brétillon (1984), Duchéne (1987) entre outros (principalmente a p-CD) com numerosas
aplicacbes. A formacdo dos complexos de CDs é usada de forma benéfica em muitas
situacbes, como por exemplo, na reducdo de volatilizacdo ou estabilizacdo de compostos
instaveis (nas indastrias de alimentos e farmacoldgica); como agentes espessantes; na
remocdo de colesterol de leite e ovos (indUstria de alimentos); na fabricacdo de perfumes ou
substancias antissépticas (industria téxtil); intermediario na producdo de remédios (industria
farmacéutica); na diminuicdo da volatilidade de perfumes; na conversdo de ingredientes
liqguidos em solidos; preservacdo de fragrancias (industria de cosméticos); aumento da
solubilidade e estabilidade de anticancerigenos (industria farmacéutica); imobilizacdo de
compostos toxicos, isto é, metais pesados, tricloroetano para a protecdo ambiental, etc.
(VALLE, 2004; KITAYSKA et al., 2011; VASSILEVA et al., 2003 e 2005).

As CDs apresentam carater doce. Uma solucdo de 2,5 % de B-CD € tdo doce quanto
uma solucdo de 1,7 % de sacarose. Portanto, quando a CD for utilizada em processamento de

alimentos, seu poder adogante ndo deve ser ignorado (SZEJTLI, 1984).

A purificacdo da mistura das CDs € trabalhosa e de alto custo, e muitas vezes, requer o

uso de solventes toxicos. Portanto, como ja foi mencionado, uma enzima CGTase que possa
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produzir predominantemente um tipo de CD tem uma significante importancia industrial
(KUNAMNENI et al., 2007).

Cucolo e colaboradores (2006) obtiveram maior producao de CDs nos estudos de micro-
organismos com boa atividade de CGTase, visando a diminuicdo dos custos de producéo e,
portanto, o aumento da disponibilidade de CD para o setor industrial. Os autores ressaltam
que a otimizacdo de atividade de CGTase, condi¢cdes de reacdo, métodos de recuperacdo de

CDs e purificacdo de CGTases, podem reduzir os custos de producdo substancialmente.

2.4. MICRO-ORGANISMOS E MEIOS DE CULTIVO

As CGTases sdo produzidas por fermentacdo submersa utilizando micro-organismos
capazes de produzir esta enzima e excretd-la para o meio de producdo. Por isso, 0 uso de
micro-organismos como biocatalisadores para obtencdo de determinadas substancias tem suas
vantagens, como a alta capacidade de multiplicagéo e alta flexibilidade de utilizag&o, gracas
ao seu poder de adaptacdo as varias situacdes nutricionais, modificando seu metabolismo de
acordo com a oferta de nutrientes do meio (KAWAGUTI e SATO, 2008).

Atualmente ha 50 tipos de micro-organismos conhecidos que produzem CGTases
especificas e assim CDs especificas. Quinze dessas enzimas foram identificadas nos ultimos 2
anos, com uma ampla variacdo no pH 6timo de reacdo, temperatura, estabilidade e tamanhos
de CDs especificas produzidas. Apesar da disponibilidade de um numero grande dessas
enzimas, uma CGTase que requeira pouca ou nenhuma engenharia para a otimizagédo
industrial, ainda ndo foi identificada (LEEMHUIS et al., 2010).

Micro-organismos adaptados as condicOes alcalinas podem ser classificados em dois
principais grupos: alcalofilicos e alcalino-tolerantes. O termo alcalofilico € usado para micro-
organismos com crescimento 6timo em valores de pH acima de 9, com frequéncia entre 10 e
12, mas que ndo podem crescer ou crescem muito lentamente em valores de pH proximos da
neutralidade. Micro-organismos capazes de crescerem em valores de pH acima de 9 e 10, mas
com taxas de crescimento Otimas proximos da neutralidade ou menores, sdo ditos como
alcalino-tolerantes (ATANASOVA et al., 2008; HORIKOSHI , 1979 e 2004).
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A CGTase com diferentes propriedades é produzida principalmente por membros do
género Bacillus, especialmente cepas aerdbias alcalofilicas, nas quais os pardmetros fisicos de
temperatura e pH sdo os mais importantes na produgdo enzimética (PINTO et al., 2007).
Bacilos alcalofilicos tem despertado um grande interesse, como B. firmus cepa 37, devido a
significativa atividade em uma grande escala de pH (acima de 9) e temperatura relativamente
alta (em muitos casos acima de 37 °C), usando-se as enzimas que estes micro-organismos
produzem em muitas transformacBes biotecnoldgicas e industriais (ATANASOVA et al.,
2009; ATANASOVA et al., 2011; BLANCO et al., 2011; KUNAMNENI et al., 2007).

Horikoshi (1988) se situa entre os pioneiros da pesquisa sobre a producdo de enzimas, a
partir de micro-organismos alcalofilicos isolados de solo, que crescem muito bem em meio
alcalino. As enzimas obtidas a partir desses micro-organismos, apresentam diferentes
propriedades, tais como: estabilidade térmica, pH 6timo, massa molecular e capacidade de
formacdo de CDs. Uma das bactérias alcalofilicas que o autor isolou, produziu
preferencialmente 3-CD, em quantidades superiores as demais CGTases até entdo descritas na
literatura. Por isso, 0 mesmo autor em 2004 concluiu que bacilos alcalofilicos sdo micro-
organismos unicos com grande potencial para a exploracdo da microbiologia e da
biotecnologia (HORIKOSHI, 2004).

Bacilos alcalofilicos formam principalmente -CD, sem acUmulo de a-CD. A y-CD
pode ser separada da B-CD por diferenga de solubilidade entre essas CDs, facilitando a
purificacdo da mistura reacional. A maior facilidade de producéo industrial da B-CD faz com
que esta ciclodextrina tenha um prego mais acessivel, quando comparada com as outras CDs
(KUNAMNENI et al., 2007; MAZZER et al., 2008).

Alguns autores reportaram também micro-organismos produtores de CGTase que séo
ditos mesofilos (cultivados em temperaturas de 30 a 37 °C) e termofilos de CGTase
(cultivados em temperaturas acima de 50 °C). Nesse grupo de produtores de CGTase incluem:
Klebsiella sp., Thermoanaerobacter sp., Brevibacterium sp. PaeniBacillus sp. e algumas
espécies de bacilos, como o B. circulans, B. macerans, B. stearothermophilus, B.
agaradhaerens e B. firmus (MATIOLI et al., 2000; ALVES-PRADO et al., 2006; BURHAN
et al., 2005).

Os meios de cultivo para os micro-organismos produtores de CGTase sdo bastante

complexos e merecem destaque na fermentacdo, pois sabe-se que o meio de fermentacéo
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(substrato) tem importancia critica, podendo afetar a concentracdo de produto, producédo e

produtividade volumétrica (LO et al., 2009).

Estima-se que por volta de 30 a 40 % do custo envolvido na producéo de enzimas esteja
relacionado ao meio de cultura utilizado para o crescimento do micro-organismo e producao
enzimética. Portanto, a otimizacdo do meio é também de grande importancia para a reducao
dos custos de producdo. Amido e amilédceos foram descritos como os substratos mais
adequados para a alta produtividade de amilases, como as CGTases, podendo ser aproveitados
residuos agricolas ou de processamento de amido, 0s quais contém quantidades residuais de
amido suficientes para esse fim (CARVALHO et al., 2008).

Um estudo dos diferentes meios de cultivo utilizados para a cultura das vérias cepas
existentes deve ser realizado, a fim de selecionar os melhores substratos e concentracdes para
0 micro-organismo em estudo, para alcancar a producdo enzimatica almejada. O substrato
usado no cultivo do micro-organismo, que muitas vezes € 0 mesmo meio usado para a
producdo de CGTase é o amido, que pode ter diversas origens, como: amido de milho,
mandioca, arroz, batata e de trigo. As fontes de proteinas empregadas no cultivo microbiano e
também na producdo da enzima podem ser: peptonas, extrato de carne, de caseina, de
levedura, farinha de soja, &gua de maceracdo de milho, entre outros. E ainda, o meio de
cultura do micro-organismo e de producdo enzimética € composto por sais, dentre eles:
K,PHO,, MgSO,, CaCl,, Na,COsz, CaCOs, entre outros. O meio de cultivo Horikoshi 11,
modificado por Nakamura e Horikoshi (1976), composto por: amido 2,0 %; peptona 0,5 %
(peptona bacteriolégica ou peptona de carne e de caseina); extrato de levedura 0,5 %; fosfato
de potassio 0,1 %; sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,02 %; carbonato de sodio 1,0 %;
forneceu uma maior producdo de CGTase utilizando o micro-organismo alcalofilico do
género Bacillus sp. (MATIOLI et al., 2000).

Portanto, amido é a principal fonte de carbono utilizada pelos micro-organismos para a
producdo de CGTase. O propdsito dos micro-organismos é consumir o amido para realizar
suas funcdes metabdlicas e de reproducdo. Ja na sintese de CGTase 0 propdsito € converter
esse amido em CDs, que podem ser novamente sintetizadas e servir como fonte de nutriente,
quando necessario, facilitando o crescimento e a sobrevivéncia microbiana (WANG et al.,
2006).
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2.5. IMOBILIZACAO DE CELULAS DE MICRO-ORGANISMOS

Ja em 1992, no inicio do desenvolvimento desta area, Webb e Atkinson apresentaram
uma definicdo da imobilizacdo de células como “0 confinamento ou a restricdo de células a
uma determinada regido do espaco, de tal maneira que apresentem caracteristicas

hidrodindmicas que as diferem das células do ambiente circundante”.
Estes autores destacavam que:

“Isto € mais usualmente conseguido aumentando-se significativamente o
tamanho efetivo ou a densidade das células, por agregacdo, ou por fixacéo
destas células a uma superficie de suporte. Assim, células floculadas sob a
forma de agregados grandes podem ser consideradas imobilizadas, se 0s
blocos podem ser separados a partir do volume do liquido, por exemplo, por
meio de filtros de poros grandes, ou rapida sedimentacdo. De igual modo, as
células que sdo aprisionadas dentro de uma matriz porosa, de tamanho ou
densidade suficientes, e células que estdo ligadas a uma superficie solida, sdo
exemplos de imobilizacdo de células” (WEBB e ATKINSON, 1992).

As células devem manter suas atividades cataliticas em processos de operacao continua
ou descontinua, possibilitando sua reutilizacdo. A maioria dos processos fermentativos
industriais convencionais utiliza células livres em suspensdo, porém o0 uso de micro-
organismos imobilizados permite um aumento da produtividade devido a elevada
concentracdo de células. Por isso, 0 uso de células imobilizadas tem sido considerado como
uma alternativa para aumentar a produtividade global de fermentacdes, tradicionalmente
realizadas com células em suspensdo (RAMAKRISHNA e PRAKASHAM, 1999).

Além disso, a dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da
catalise, aliada a instabilidade e frequente inadequacdo para uso em determinados solventes e
em condic¢Oes de pH, temperatura, e exposi¢do a agentes desnaturantes, podem ser superadas
por meio da imobilizacdo celular (CARVALHO et al., 2006). Portanto, a tecnologia da
imobilizacdo celular ndo se restringe a producdo de metabdlitos extracelulares ou a utilizacéo
de micro-organismos como biocatalisadores, mas também possui varias outras aplicagdes, e

na &rea ambiental, o tratamento de efluentes é uma delas (COVI1ZZI et al. 2007).
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O método de imobilizacdo e o tipo de suporte sdo fatores importantes, que afetam a
estabilidade e atividade catalitica dos biocatalisadores (MORIWAKI et al., 2007b). Por isso,
existem diversos métodos de imobilizacdo celular que sdo extensdes de métodos
desenvolvidos para a imobilizacdo de enzimas. Porém, diferencas importantes entre estes dois
biocatalisadores devem ser criteriosamente consideradas, como o tamanho e as exigéncias
fisiologicas das células (BRODELIUS e VANDAMME, 1987; RAMAKRISHNA e
PRAKASHAM, 1999).

Conforme sustenta Akin (1987), o método de imobilizacdo deve seguir alguns critérios,
como: causar 0 minimo de efeitos adversos nas propriedades biocataliticas desejadas; ser
simples e seguro; ndo requerer muitas etapas e materiais; ndo gerar subprodutos; possibilitar
ampliacdo de escala; ser adaptavel a automacédo e econémico. Além disso, a matriz utilizada
pode romper-se devido ao crescimento celular e a evolucdo de gases, principalmente por
limitacOes na transferéncia de oxigénio. Assim, para que a imobilizacdo de micro-organismos
apresente sucesso, € necessario escolher adequadamente a metodologia a ser utilizada
(COVIZZI et al., 2007).

As técnicas classicas de imobilizacdo de micro-organismos podem ser classificadas em:
a) naturais, as quais incluem a formacdo de biofilmes e a adesdo/adsor¢do microbiana em
suportes sintéticos ou naturais, que ocorrem espontaneamente por meio de interacdes
eletrostaticas e b) quimica, as quais incluem a encapsulacdo em matrizes como alginato de
calcio ou uso de agentes ligantes. Nesse caso as celulas sdo ligadas as matrizes por ligacGes
covalentes, utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido (COVIZZI et al. 2007).

A imobilizacdo natural é considerada uma técnica simples e as condic¢Ges de realizacao
sdo suaves; no entanto, como nao ha barreiras entre as células e a solugdo, o desligamento e
seu religamento sdo possiveis, devido ao estabelecimento de um equilibrio entre células
adsorvidas e livres em suspensdo (KAWAGUTI e SATO, 2008). Ou seja, a imobilizagédo
natural de células por adsorcdo dificulta a ruptura do biocatalisador celular, pois as ligacoes
fracas entre as células e as matrizes resultam em sua dessorcao, sem prejuizo para as células e
o suporte (ATANASOVA et al., 2009).

Geralmente, a literatura na &rea de producdo da enzima CGTase a partir de
biocatalisadores contendo células imobilizadas é escassa € a maioria dos autores utilizam o

método de imobilizacdo por aprisionamento celular em diferentes géis tais como: alginato,
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agar, poliacrilamida e criogel de alcool polivinilico. Entretanto, a aplicagdo do alginato como
gel para aprisionamento de bacilos alcalofilico € inadequado, pois a solidificacdo do gel
requer o uso da solugdo de cloreto de célcio. Este processo reduz o pH da mistura contendo as
células e exerce um efeito negativo no crescimento do micro-organismo. Outros métodos de
imobilizacdo, incluindo adsor¢cdo e ligacdo covalente, tém sido usados para obter
biocatalisador celular com alto nivel de atividade e estabilidade (ATANASOVA et al., 2009).

Dentro deste contexto de técnicas de imobilizacdo natural ou quimica de células,
existem quatro metodos basicos, em que: as células microbianas podem ligar-se a superficie
do suporte poroso, ou ficarem aprisionadas no interior desse suporte, ou contidas em
membranas e géis ou ainda formarem aglutinados ou agregac6es celulares, também chamados

de floculagdo. A Figura 6 ilustra esses métodos basicos de imobilizacao celular.

(A1) (A2) (A3)
AR /*I x‘“\ .-/ .'/ Y \F/*\I
Adsorcio Ligacdo Ligacio
Eletrostatica Covalente
(B) (c1) (C2)
) C
e %!
- ij »)— »
o%e -
5Ok ®
Engaiolamento em Floculagio Natural Floculacio Artificial
matriz porosa (Auto agregacio) LLigac:’“io cruzada)

(D)

—, (D3)
\ (i o
N B @ OI00I00I0O
OJOIC AOOCIC
©® @ CIOLIOOIO
\K.\./.\\/ T T T kX Xt
- -
S
Microencapsulagdo Microencapsulagio Contengdo entre

e Micromembranas
Tnterfacial

Figura 6 - Métodos de imobilizagéo celular de micro-organismos, em que: A= imobiliza¢do na superficie
do suporte; B= aprisionamento em matriz porosa; C=floculacéo celular (formacéo de agregados); D=
aprisionamento em microcapsulas ou em membranas. Adaptado de Covizzi et al. (2007).
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O método de imobilizacdo por meio de ligacao a superficies pode ser realizado por meio
de interagOes i0nicas ou adsortivas, ou por ligaches covalentes entre grupos reativos do
suporte e das células. Gongalves (2006) e Ngandwe (2007) relataram que o fendmeno de
adsorcéo consiste na transferéncia de massa da fase fluida para a superficie de um soélido
usado como adsorvente e que apresentam atraces fisicas e quimicas. A operacao é complexa,
pois envolve limitagdes difusionais, termodindmicas e cinéticas em uma interface
fluido/solido.

Gongcalves (2006) faz uma comparacdo entre a adsorcdo fisica e quimica, as ligacdes
envolvidas e as vantagens e desvantagens dessas técnicas de imobilizacdo celular, como

ilustra a Tabela 2, a seguir.

Tabela 2 - Comparacao entre adsor¢des fisica e quimica em imobilizag&o celular.

Adsorcao Fisica Adsorcao Quimica
Forcas de van der Walls Forgas comparaveis a ligacdes quimicas
Calor de adsorcdo inferior a 10 kcal/mol Calor de adsorcdo superior a 20 kcal/mol
A quantidade adsorvida depende mais do A quantidade adsorvida depende tanto do
adsorbato do que do adsorvente adsorbato como do adsorvente
Especificidade baixa Especificidade alta
Adsorcao aprecidvel somente abaixo do A adsorcdo pode ocorrer também a
ponto de ebulicdo do adsorbato temperaturas elevadas
Energia de ativacdo baixa Energia de ativacdo pode ser elevada
Adsorcéo possivel em multicamadas Adsorgdo em monocamadas
Dessorcéo facil A dessorcdo pode ser dificil ou pode ser

acompanhada de transformacdes quimicas

Fonte: Adaptado de Gongalves (2006).

O método de adsorcdo € muito usado industrialmente, por exemplo, na adsorcdo, em
leito fixo, de contaminantes de efluentes industriais. O projeto deste leito requer
conhecimento da capacidade de adsorcdo do suporte e da taxa de adsor¢do. O primeiro passo
no projeto € encontrar uma matriz adsorvente com uma alta capacidade, alta seletividade e
vida util longa. Além disso, o adsorvente deve estar disponivel em grandes quantidades e ser
barato. O segundo passo é escolher um adsorvente que possua uma taxa de adsorcéo rapida
(LEYVA-RAMOS et al., 2010).



2. Revisdo Bibliogréfica 42

Deve-se levar em consideracdo também, no método de adsorcdo microbiana, o
mecanismo de transporte de massa. Os parametros que representam este mecanismo Sao: o
coeficiente externo de transferéncia de massa na fase liquida, o coeficiente de difuséo
intraparticula e a taxa de adsorcdo em um sitio ativo (CHOY e MCKAY, 2005; LEYVA-
RAMOS et al., 2010).

Outro método de imobilizacdo celular € o aprisionamento, baseado na inclusdo e
retencdo de células dentro de uma rigida rede ou intersticios das fibras ou poros do suporte.
Isso impede que as células se difundam no meio circunvizinho, sem o comprometimento da
transferéncia de nutrientes e de metabdlitos (KAWAGUTI e SATO, 2008). Este método tem
sido extensivamente estudado para a imobilizacdo de células viaveis, devido a possibilidade
de uso de polimeros hidrofilicos biocompativeis como suportes de imobilizacéo celular. Além
disso, as células imobilizadas em uma matriz hidrofilica podem ser protegidas de condicGes
ndo adequadas de pH, temperatura, solventes orgéanicos e de compostos inibidores presentes
no meio de fermentacdo (CARVALHO et al., 2006).

O método de aprisionamento de células também pode ocorrer em membranas
microporosas ou em microcapsulas. Esta técnica de imobilizacdo celular é utilizada quando se
requer produto livre de células, minima transferéncia de compostos ou quando produtos de
alta massa molecular precisam ser separados a partir do efluente. Porém, ha algumas
limitacGes da técnica como a transferéncia de massa, que pode ser diminuida, pelo possivel

entupimento dos poros da membrana pelo crescimento celular (KAWAGUTI e SATO, 2008).

E por fim, o método de imobilizacdo de células por meio da agregacdo celular ou a
floculacdo das celulas, que envolve a auto-agregacdo de maneira natural ou quimicamente
induzida. As celulas formam aglutinados, isto &, micro-organismos ligados entre si, sem a
necessidade de uso de um suporte de imobilizacdo. Esses agregados celulares naturais sao
geralmente instaveis e sensiveis a tensdes de cisalhamento, sendo necessaria a adicdo de
agentes quimicos que formam ligagdes cruzadas entre células, como glutaraldeido, durante a
imobilizacédo celular (CARVALHO et al., 2006).

Conforme Wang e coautores (2005), o aprimoramento e o desenvolvimento de novas
técnicas de imobilizacdo celular, associadas ao uso de novos materiais, tém permitido que os
processos fermentativos com células imobilizadas sejam realizados em condigdes adversas de

pH, de esterilidade e agitacdo. Porém, o processo de imobilizacdo de micro-organismos pode
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ndo ser econébmico e as limitacGes de transferéncia de massa podem afetar a fisiologia e

cinética do crescimento celular.

Segundo Covizzi e colaboradores (2007), todos os métodos de imobilizacdo celular
induzem alteracbes no crescimento, na fisiologia e na atividade metabolica de micro-
organismos. Por isso, alguns pardmetros de crescimento celular podem ser modificados pela
imobilizacdo dos micro-organismos, ou seja: limitacdo da transferéncia de massa por difuséo,
aumento ou diminuicdo da tensdo superficial, efeito na pressdo osmdtica, alteracbes na
fisiologia e morfologia celular, aumento ou diminuicdo da permeabilidade celular,

crescimento de populagdes ndo-homogéneas, entre outras.

Outras desvantagens da imobilizacdo de células microbianas sdo: o pequeno volume
disponivel para a contencdo das células imobilizadas, a perda de células para 0 meio de
fermentacdo, que limitam a quantidade de celulas imobilizadas nas esferas e a instabilidade
dos suportes normalmente utilizados, que limita a utilizacdo dos agregados por longos
periodos. Além disso, a imobilizacdo de células por meio de ligagdes covalentes resulta em
uma interacdo biocatalisador-suporte mais forte, sendo a principal desvantagem o risco de
danos & membrana celular (CARVALHO et al., 2006). Ainda, de acordo com Covizzi e
colaboradores (2007), uma das desvantagens desta técnica ¢ a formacdo de biofilmes ou
exopolissacarideos, que podem dificultar as trocas gasosas, entrada de substrato e fluxo de
cofatores e produtos do metabolismo microbiano, por isso a escolha do suporte é de grande
importancia para diminuir essas desvantagens. Os suportes utilizados na imobilizacdo de

células de micro-organismos podem ser vistos na Secdo 2.6 deste trabalho.

Porém, quando aplicados de maneira correta, 0os métodos ou técnicas de imobilizagdo
celular podem ser utilizados como uma ferramenta para aumentar a eficiéncia de processos
fermentativos, possibilitando a reutilizacdo dos biocatalisadores por longos periodos,
estimulando processos continuos, que podem reduzir os custos de producdo, além de poder
aumentar a protecdo das células contra inibidores e facilitar a separacdo dos biocatalisadores e
recuperacdo dos produtos da fase liquida (ABDEL-NABY et al., 200; ATANASOVA et al.,
2009; CARVALHO et al., 2006; COVIZZI et al., 2007; XIAORAN e ZHONGJIAN, 2007).

Outras vantagens da imobilizacdo de micro-organismos, na producdo de enzimas
extracelulares, sobre o processo de fermentacdo convencional utilizando células livres, s&o:

reduzidos riscos de contaminacdo, fermentacdo continua utilizando reatores menos
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complexos, eliminacdo da necessidade de purificacdo da enzima e producdo de enzimas mais
estaveis (ATANASOVA et al., 2009; MAZZER et al., 2008; MORIWAKI et al., 2007b;
MORIWAKI et al., 2009).

2.5.1. Biofilmes

Os biofilmes, muitas vezes, sdo formados quando se emprega a imobilizacdo de células
de micro-organismos na superficie e nos poros de matrizes ou suportes e apresentam

vantagens ou desvantagens na producédo de enzimas, que serao vistas nesta Secgéo.

De acordo com Sader (2005), biofilmes sdo popula¢des microbianas presas a matriz de
polissacarideos, na qual os micro-organismos podem se aderir uns aos outros e em superficies
ou interfaces. Ou em outras palavras, segundo Correia (2010), os biofilmes sdo estruturas

complexas de células e produtos extracelulares, que se formam aderidas a um suporte.

O processo de formacdo do biofilme na superficie do suporte é iniciado por células
suspensas presentes no meio liquido, que ficam adsorvidas na superficie e depois crescem
como biofilme. Como as células suspensas iniciam este processo de formacéo, a concentracédo
de células no meio tem efeito significativo no inicio do biofilme, pois possibilita a
colonizagdo de um nimero maior de particulas do suporte (SADER, 2005).

Conforme Xavier e colaboradores (2003), os principais processos envolvidos na
formacdo do biofilme sdo: transporte e fixacdo de células livres que estdo no meio liquido
sobre a superficie do suporte solido (ades@o inicial); crescimento e divisdo das células
aderidas gracas ao consumo de nutrientes do liquido que envolve o biofilme, além da
producdo e excrecdo de polimeros extracelulares e, por fim, a perda de células individuais

(eroséo do biofilme) ou perda de agregados maiores de células.

Portanto, a formacdo do biofilme envolve uma série de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, incluindo, dentre outros: a adsorcdo de moléculas organicas sobre uma superficie,
0 movimento de células para a superficie, a adesdo de micro-organismos a superficie, e
posteriormente para a primeira camada de células, o acimulo de biofilme resultante de um
crescimento de micro-organismos, e o desprendimento do biofilme. Sabe-se que esse processo

é extremamente complexo, e que muitas vezes, dentro de cada etapa, ainda hoje persistem
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aspectos obscuros que precisam ser elucidados (FREIRE e PIRES, 2004; MARTINS Jr.,
2005). Basicamente podem ser observadas trés etapas: adesdo, maturacdo e ruptura, como

ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 - Desenvolvimento de biofilme. (a) Colonizagdo primaria; (b) crescimento, e producdo de EPS
(exopolimero); (c) coadesdo de células individuais, coagregadas e grupos de células, originando biofilme
jovem, de multiplas espécies; (d) maturacdo e formacao de mosaicos clonais no biofilme maduro
(CORREIA, 2010).

Gebara (2006) observou que 0 aumento excessivo na espessura do biofilme pode
diminuir a massa especifica da bioparticula (biofilme + suporte), 0 que pode aumentar o risco
de carregamento das particulas do biofilme para fora do sistema, e isto por sua vez, prejudica
a manutencdo da biomassa e a eficiéncia do reator. Além disso, segundo Covizzi e
colaboradores (2007), o acumulo de biofilme ou exopolissacarideos sobre a superficie
dificulta a absor¢do de nutrientes resultante das condi¢fes ndo homogéneas do crescimento
celular, que por sua vez, dificulta a difusdo dos produtos para o0 meio e a troca gasosa também

pode ser comprometida.

Alguns estudos investigaram o papel dos biofilmes no desempenho dos reatores de leito
fluidizado, concluindo que o crescimento da biomassa no suporte afeta a hidrodinamica do

leito por modificar o tamanho e densidade aparente da matriz porosa. Ainda, apos a partida do
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reator, pode haver estratificacdo do leito, especialmente quando uma velocidade constante de

fluidizacdo é aplicada em leito com diferentes tamanhos de particulas (SADER, 2005).

Porém, o desenvolvimento de um biofilme pode proporcionar aos micro-organismos
constituintes, beneficios tais como: 0 aumento da concentracdo de nutrientes nas interfaces
liquido-biofilme, pois a matriz polimérica favorece a adsor¢do de nutrientes; protecdo contra
fatores ambientais agressivos (variagoes de pH, concentracGes de sais e metais pesados,
desidratacdo, forcas de cisalhamento, substancias quimicas agressivas, bactericidas,
antibidticos e predadores); facilidade de desenvolvimento de microconsoércios, que permitem
0 estabelecimento de relagfes de simbiose, bem como a utilizacdo de substratos de dificil
degradacédo (CORREIA, 2010).

2.6. SUPORTES UTILIZADOS NA IMOBILIZACAO DE CELULAS DE
MICRO-ORGANISMOS

A escolha de uma matriz adequada para a imobilizacdo das células é de fundamental
importancia para a obtencdo do produto desejado, por isso a matriz ou o suporte deve ter
caracteristicas desejaveis para imobilizar células microbianas como: ter grande area
superficial com espaco intersticial para o crescimento celular; ser facilmente regeneravel e
passivel de reuso; proporcionar a viabilidade celular e atividade catalitica por um longo
periodo de tempo; apresentar porosidade uniforme, a fim de permitir transferéncias de massa;
ter boa estabilidade mecanica, quimica, térmica e bioldgica. Ainda, o suporte deve ser
composto preferencialmente por um material biodegradavel para que ndo ocasione poluicéo
ambiental apos o0 uso e, finalmente, deve estar disponivel em grandes quantidades. Entretanto,
ndo existe um suporte ideal que retina todas estas caracteristicas e que possa ser aplicado a
qualquer situacdo (COVIZZI et al,. 2007; LIU et al., 1998).

Segundo Correia (2010), a adesdo de micro-organismos ao suporte, a estrutura do
biofilme e a velocidade de colonizacdo microbiana dependem de uma série de fatores, tais
como: propriedades superficiais do material escolhido (massa especifica, rugosidade,
porosidade, tamanho dos poros e forma da superficie), micro-organismos envolvidos na
adesdo, propriedades microbiologicas dos micro-organismos (exopolimeros ou estruturas

extracelulares) e propriedades do meio aquoso (presenca de substancias que podem
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condicionar as superficies, pH, temperatura, velocidade de escoamento, tempo de exposicéo,
concentra¢do de micro-organismos, tensao superficial e forca idnica do meio). Além disso,
deve-se considerar a concentracdo do substrato e a taxa de transferéncia de massa na interface
biofilme-liquido, fatores que interferem na penetracdo do substrato no biofilme. De acordo
com 0s mesmos autores, a rugosidade e o didmetro ideal do suporte sdo 0s parametros mais
importantes, pois aumentam a superficie de contato, mantendo 0s micro-organismos na
superficie da matriz o tempo necessario para ocorrer a adesdo irreversivel e a formacéo do

biofilme.

Existem muitos materiais com a funcdo de suportes, usados na imobilizacdo de células
microbianas para a producdo de CGTase, tais como: pedras, carvdo, polimeros, alginatos,
membranas, entre outros. A Tabela 3 apresenta uma revisao dos trabalhos na area de producéo

de CGTase que utilizaram a imobilizacdo de micro-organismos do género Bacillus.

Tabela 3 - Trabalhos publicados na area de producéo de CGTase, com Bacillus imobilizados e 0s suportes

utilizados.
Micro-organismos Suportes Referéncias
B. brevis Agar Stefanova et al. (1998).
B. amyloliquefaciens Agar, alginato e poliacrilamida  Abdel-Naby et al. (2000).
B. cereus Agar, alginato e quitosana Abdel-Naby et al. (2011).
B. circulans Agar, alginato e membrana Kocher e Mishra (2009);
polimérica. Vassileva et al. (2003) e
(2005); Burhan et al.
(2007).
B. pseudalcaliphilus Membrana polimérica e Atanasova et al. (2009).
magnetita sinalizada
B. firmus SiO,/TiO,; SIO/Mn0Oy; Moriwaki et al. (2007);
V,05/SiO; e celulose/TiO,, Mazzer et al. (2008);
bucha vegetal. Pazzetto et al. (2011).
B. agaradhaerens PV A-alcool polivinilico Martins et al. (2003b).
Bacillus sp. Alginato Kunamneni et al. (2007).

A Tabela 3 mostra apenas os suportes utilizados na imobilizacdo de micro-organismos
do género Bacillus, em sua maioria agar e alginato, para a producdo de CGTase, porém

existem outros suportes porosos, que muitas vezes sao utilizados com outras finalidades (por
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exemplo, imobilizacao celular no tratamento de efluentes), que também podem ser usados na
producdo de produtos com valor agregado. E o caso do carvio (vegetal ou animal), por
exemplo, muito utilizado na biodegradacdo de efluentes, mas que pode ser usado como uma
alternativa para a imobilizacdo do Bacillus produtor de CGTase. A Tabela 4 exibe mais
suportes utilizados na imobilizacdo de micro-organismos, para a producdo de produtos

industrialmente competitivos, como é o caso das enzimas.

Tabela 4 - Trabalhos publicados na area ambiental, com imobiliza¢cdo de micro-organismos e os suportes

utilizados.

Micro-organismos Suportes Referéncias
Consorcio Polimeros Sader (2005).
Consorcio Pedra pome Lapa (2003).
Consoércio Espuma de poliuretano Miqueleto (2003).
Consorcio Carvédo Vegetal Freire et al. (2008).
Consorcio Carvao Animal Postma et al. (2010).
Bacillus sp. Carvédo Vegetal Ullah et al. (2010).
Bacillus sp. Ceramica Xiaoran e Zhongjian (2007).

Na Tabela 4 observa-se que ha apenas um trabalho, Postma e coautores (2010), que
utiliza o carvao animal na imobilizacdo de células, porém a finalidade do uso continua sendo
na area ambiental. Outros autores como Choy e colaboradores (2004); Chen e coautores
(2006); Lurtwitayapont e Srisatit (2010) e Guedes e colaboradores (2007) também
investigaram o carvdo ativado de 0sso e relataram a excelente capacidade de adsor¢do no
tratamento de efluentes industriais, na remocdo de metais pesados, entre outros. Porém,
poucos estudos foram encontrados utilizando o carvdo animal para a imobilizagdo de micro-
organismo, apenas Warren e colaboradores (2009) e Postma e colaboradores (2010), os quais
pesquisaram a solubilizacdo do fésforo ou calcio presentes no carvdo de 0sso, para aplicacéo
como fertilizantes naturais em solo, mas nenhum relato foi encontrado na area de produgéo

enzimatica.

Com a finalidade de se utilizar um suporte inovador para imobilizacdo de micro-
organismos na area de producdo de enzimas, optou-se por investigar as caracteristicas do
carvao ativado de 0sso bovino. Este carvao apresenta excelente caracteristica adsorvente que

tem impulsionado sua utilizagdo em diversas outras areas, tais como na industria
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minerometallrgica, para a remocao de metais presentes em efluentes liquidos, em processos
em que se deseja purificar, descolorir, recuperar ou remover odores, obtendo-se alta eficiéncia
e baixo custo (GUEDES et al., 2007, BONECHAR, 2011). Adicionalmente, este produto tem
despertado grande interesse na imobilizacdo de células, devido a sua alta porosidade, que
possibilita que os micro-organismos colonizem e crescam ndo somente na superficie do
suporte, mas em seu interior, acrescentando carga de biomassa ao processo e aumentando a
producdo de produtos com maior valor agregado (NGANDWE, 2007; POSTMA et al., 2010).

Historicamente, o carvao de osso foi utilizado para uma série de finalidades por muitos
anos. Na agricultura foi utilizado, principalmente, como fertilizante e tem também valor na
medicina veterinaria, pois € considerado como um antidoto, provavelmente pela habilidade
em remover substancias tdxicas em humanos e animais (NGANDWE, 2007). Além disso, o
carvao de o0sso tem sido usado na industria de refino do aclcar, para remover pigmentos
indesejaveis. Estudos relataram a utilizacdo do carvdo de 0sso no processo de adsorcdo de
radioisotopos e de metais pesados como ions de cobre, mercurio, manganés, niquel, entre
outros (MORENO et al., 2010).

O processo de fabricacdo do carvdo de 0sso € muito importante quanto as suas
caracteristicas, pois a capacidade de adsorcdo e a qualidade do carvdo sdo altamente
dependentes do tempo e da temperatura de queima. Assim, o procedimento para o preparo do
carvao de o0sso € decisivo para melhorar suas aplicacdes como, por exemplo, a adsorcdo de
fluoreto na agua de consumo humano (RAO et al., 2009; LEYVA-RAMOS et al., 2010). De
acordo com o fabricante Bonechar - Carvdo Ativado do Brasil, com sede na cidade de
Maringa-PR, o carvdo de osso bovino (Figura 8) é produzido por pir6lise a elevadas
temperaturas, 800 °C — 1000 °C em pressdo atmosférica, com concentragdo limitada de
oxigénio. Essa limitagdo possui a finalidade de proporcionar uma alta area superficial ao
carvao de 0sso, que resulta em um produto com forte poder adsorvente. Ainda, devido a esta
alta temperatura, o risco de transmissdo de doencas é praticamente nulo. Sua principal
caracteristica, e que o define, é a grande area superficial interna desenvolvida durante a
ativacdo, formada por milhares de poros, classificados em micro (poros < 2 nm ou
2 x 10”° m), meso (poros entre 2 nm e 50 nm) e macroporos (poros > 50 nm) (GUEDES et al.,
2007; GONGALVEZ, 2006; GUEDES et al., 2005; POSTMA et al., 2010; BONECHAR,
2011).
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Figura 8 - Microfotografia de carvéao de o0sso bovino granular (GUEDES et al., 2005).

A composicdo do carvéo ativado de 0sso bovino foi fornecida pelo fabricante Bonechar
- Carvéo Ativado do Brasil, com sede na cidade de Maringd-PR, em que o carvao ativado de
0sso0 tem aproximadamente 10 % de carbono (Tabela 5), diferentemente dos carvdes ativados
vegetais, que apresentam majoritariamente carbono em sua composicdo. O carvdo ativado de
0sso apresenta principalmente hidroxiapatita (fosfato de célcio) e em quantidades menores o
carbonato de calcio. A presenca de carbonatos concede ao carvdo ativado de 0sso uma
capacidade de tamponamento, em que o pH permanece alcalino (GUEDES et al., 2007). Estas
propriedades sdo de grande importancia, ja que o meio de cultivo do B. firmus cepa 37 e de

producdo de CGTase possuem pH entre 9 e 11.

Tabela 5 - Especificacdes do carvao ativado de 0sso bovino.

Propriedades Especificacoes
Carbono 9-11 %*
Cinza soltvel em acido < 3 %*
Fosfato tricalcico (Caz(PQOy,),) 70 76 %*
Carbonato de calcio 7-9%*
Sulfato de calcio 0,1-0,2 %*

Area superficial total (B.E.T. Ny) 200 m3/g
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Area superficial do Carbono 50 m2/g
Ferro <0,3 %*
Tamanho de poros (meso e macroporos) 7,5—60000 nm
Volume de poros 0,225 cma/g
Umidade <5 %*
Densidade Aparente do carvédo de 0sso 0,65 g/cm?3
Dureza >80

* porcentagem em massa.
Fonte: Bonechar - Carvéo Ativado do Brasil (2011).

A hidroxiapatita ou o fosfato de calcio cristalino (Cajo(PO4)s(OH);), como o
componente de maior quantidade no carvéo ativado de 0sso, corresponde aproximadamente a
80 % da massa do carvdo de osso (Tabela 5), sendo 0 componente que caracteriza a origem
animal do carvdo e de grande importancia, pois possui propriedades fisicas e quimicas que
melhoram o mecanismo de remocdo de substancias toxicas, ions, cations inorganicos ou
metais pesados, de aguas contaminadas. O processo de remog¢do pode ocorrer por adsor¢do
dessas moléculas ao carvao ou por reacfes de troca ibnica entre os ions em solucdo e 0s ions
de célcio de Ca;o(PO,4)s(OH),, removendo cations inorganicos (CHOY et al., 2004; CHEN et
al., 2006; PAN et al., 2009).

Com o objetivo estipulado de estudar a imobilizacdo de B. firmus cepa 37, para a
producdo de CGTase, em um suporte inovador (o carvao ativado de 0sso bovino) para area de
producdo enzimatica, decidiu-se também investigar a fluidizacdo dessas particulas de carvao

ativado de osso em um biorreator de coluna.

2.7. REATOR DE LEITO FLUIDIZADO

Com a finalidade de melhorar a producgéo enzimatica, varios sao os processos e modelos
de operagdes desenvolvidos, tais como: fermentacdo submersa ou no estado solido e
operacOes em batelada, batelada alimentada, continua, com reciclo, entre outras (IBRAHIM et
al., 2010). Existem diferentes tipos de reatores que sdo usados na produgdo de enzimas, a

partir de células imobilizadas, como exemplos: os reatores de leito fixo, em que o suporte
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permanece estatico durante todo o processo e 0s reatores em que o suporte se movimenta pelo

escoamento de fluido no reator ou pelo borbulhamento de gases (CORREIA, 2010).

Os reatores em que 0 suporte esta em constante movimento sao reatores em coluna e
apresentam o escoamento ascendente, possibilitando a sua fluidizacdo. Nestes reatores ocorre
a imobilizacdo dos micro-organismos em um suporte fluidizado, que possibilita ao suporte a
retencdo de grande concentragcdo de biomassa, melhorando o contato biomassa-substrato e
permitindo a operacdo em tempos de residéncia menores, do que em outros tipos de leitos. A
caracteristica principal do reator de leito fluidizado é que a velocidade do liquido é maior que
a velocidade de sedimentacdo das particulas do suporte, que permanecem em Suspensao, ou
seja, a vazdo de meio injetada, em fase liquida, deve ser suficiente para manter as

bioparticulas em suspensao e promover boa mistura entre ambos (CORREIA, 2010).

Os processos de transferéncia de gases que ocorrem no reator de leito fluidizado estdo
ilustrados na Figura 9. Em geral, nos processos aerébios a velocidade de transferéncia de
oxigénio para as células microbianas é um fator limitante, que pode determinar a velocidade
de conversdo bioldgica, por isso, a disponibilidade de oxigénio para 0s micro-organismos
depende da sua solubilidade no meio, da transferéncia de massa, bem como da velocidade de
consumo do oxigénio dissolvido (REIS, 2007).

A concentragdo de saturagdo de oxigénio em agua a uma temperatura de 37 °C e 1 atm
com adicdo de ar atmosférico é 6,71 mgO,.L™. Apesar de ser possivel conhecer o volume
tedrico de oxigénio disponivel, a sua concentracdo ndo é conhecida, pois a solubilidade do
oxigénio ¢ influenciada pela composicdo do meio de cultura, pressdo do sistema, temperatura
e agitacdo (MARQUARDT, 2003).

Os processos considerados por Nicolella e colaboradores (1999) para caracterizar o
consumo de oxigénio nestes sistemas sao: fluxo de gas convectivo no reator; transferéncia da
fase gasosa a fase liquida pela interface liquido-gas, ndo assumindo nenhuma resisténcia de
transferéncia de massa no interior da fase gasosa; transferéncia da fase liquida a fase sélida
pela interface liquido-sélido, com resisténcia de transferéncia de massa no lado liquido e

reacdo e difuséo na fase de biofilme (Figura 9).
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Figura 9 - Transferéncia gasosa em reatores trifasicos. Adaptado de Nicolella et al. (1999).

A Figura 9 mostra que em reatores aerdbios o oxigénio é consumido a medida que
penetra no biofilme, e que segundo Correia (2010), quando o teor de oxigénio atinge valores
gue determinam condic¢des anaerdbias, pode ocorrer o desenvolvimento de duas camadas no
biofilme, dependendo da sua espessura e da quantidade de oxigénio dissolvido. A aplicacdo
de escoamento turbulento garante maior interacdo entre as particulas, e devido ao atrito e as
tensbes de cisalhamento liquido-superficie tém-se controle da espessura e melhora nas
condicdes de transporte de nutrientes as regides mais profundas por processos difusivos. Por
outro lado, a influéncia negativa da hidrodindmica é a possibilidade de desprendimento de
grandes quantidades de biomassa ativa, dependendo das condi¢bes de escoamento,
implicando no seu carregamento para fora do reator devido a alta velocidade de circulagdo
(CORREIA, 2010).

A formacgdo do biofilme também esta ligada a velocidade de escoamento sobre a
superficie e dentre as vantagens do leito fluidizado esta o crescimento da biomassa em filmes
de espessura reduzida, que melhora as transferéncias de massa. Além disso, a fluidizagéo
reduz ou elimina os problemas de entupimento, aumenta a reten¢do de biomassa e o contato
desta com o substrato e em consequéncia, permite reduzir o tempo de residéncia nos reatores.
Estas caracteristicas fazem do reator aerobio de leito fluidizado uma boa opcdo para a

producdo de enzima com células imobilizadas. Outros fatores que contribuem para a
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eficiéncia do processo de leito fluidizado sdo: contato maior entre 0 meio liquido e o s6lido do
suporte do biofilme, quando comparado com leito fixo (devido a0 movimento da particula e
velocidade do liquido, a resisténcia difusional do liquido € minima); problemas de canais
preferenciais e aglomeracdo de particulas, frequentemente encontrados em leito fixo, sdo
evitados; capacidade de controlar e otimizar a espessura do biofilme; necessidade de uma
menor area transversal de escoamento (CABELLO et al.,, 2009; FREIRE et al., 2008;
SADER, 2005).

Outro biorreator com possiveis resultados positivos na producdo de CGTase é o reator
airlift. Este reator difere da coluna de bolhas e do reator de leito fluidizado pela presenca de
um tubo de succdo. As principais fungdes deste tubo sdo: aumentar o processo de mistura no
reator e reduzir a coalescéncia das bolhas. As pequenas bolhas no reator aumentam a area de
superficie para a transferéncia de oxigénio. Além disso, o tubo de succdo equaliza as forgas de
cisalhamento ao longo do reator. Isto pode ter sido 0 motivo pelo qual se conseguiu produgéo,
das células cultivadas nos reatores do tipo airlift, maior quando comparada com a producéao
enzimatica de ceélulas cultivadas em reatores do tipo tanque agitado. (AHAMED e
VERMETTE, 2010; KUNAMNENI et al., 2007).

Codas e colaboradores (2002) realizaram um estudo para investigar a transferéncia de
oxigénio em um reator do tipo aerado submerso com e sem enchimento e utilizaram para isso
um difusor de bolhas finas (tipo disco de membrana perfurada de EDPM) e outro de bolhas
grossas (tubo de PVC com furos de 2,1 mm e 3,1 mm de diametro), em que os testes foram
feitos em agua limpa. Os autores concluiram que em um reator aerado sem enchimento, o
difusor de bolhas finas é muito superior em termos de transferéncia de oxigénio do que um
difusor de bolhas grossas. Porém, quando o enchimento é colocado no reator, o difusor de
bolhas grossas melhora significativamente a transferéncia de O, enquanto que o enchimento
pouco interferiu na transferéncia de oxigénio com o difusor de bolhas finas mantendo a

eficiéncia de transferéncia do gas.

Contudo, para um maior entendimento do reator de leito fluidizado, € recomendavel o
estudo da expansdo do leito como também sua porosidade e as velocidades envolvidas na

fluidizacéo, que serdo vistas na Segao 3.1.4.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, descrevem-se os procedimentos experimentais desenvolvidos para a
realizacdo deste trabalho, bem como detalhes do reator, materiais e equipamentos utilizados.
Apresenta-se também, a metodologia adotada para as anélises das amostras e caracterizacdo
do material suporte. A Figura 10 apresenta uma viséo geral do relacionamento entre os temas

que serdo apresentados neste Capitulo.
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Figura 10 - Organograma do projeto de pesquisa.
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3.1. MATERIAIS

3.1.1. Micro-organismo, Meio e Condicdes de Cultivo

O micro-organismo utilizado foi o B. firmus cepa 37, isolado de solo de plantacdo de
mandioca e caracterizado por Matioli (1997 e 1998). O micro-organismo é aerdbio estrito,
com o tamanho estimado em 0,5 um x 5,0 um (MORIWAKI et al., 2007) e tem crescimento
6timo na temperatura de 37 °C e pH acima de 9, caracteristicas estas que foram consideradas e
utilizadas neste trabalho. B. firmus cepa 37 encontra-se armazenado em temperatura ambiente,
acondicionado em solo, que foi previamente esterilizado e em seguida inoculado com o

micro-organismo, que permanece em estado de dorméncia na forma de esporos.

Para a reativacdo da cepa, esta foi primeiramente cultivada em meio solidificado, com
composi¢do (m/v): amido soltvel (QUEMIS) 1,0 %; peptona bacteriolégica (HIMEDIA)
0,5 %); extrato de levedura (HIMEDIA) 0,5 %,; fosfato de potassio dibasico (REAGEN) 0,1 %;
sulfato de magnésio hepta-hidratado (SYNTH) 0,02 %; carbonato de sodio (SYNTH) 1,0 %;
agar (BD DIFCO) 1,5 % e vermelho de congo (BIOTEC) 0,01 % (NAKAMURA e
HORIKOSHI, 1976; MATIOLI, 1997). Neste meio o micro-organismo foi mantido a 37 °C,
por 48 h e apos este periodo, este foi transferido para o meio liquido em erlenmeyers (pré-
inoculo), com a mesma composicdo do meio solidificado exceto agar e vermelho do congo e
com 2,0 % (m/v) de amido solavel. O volume de liquido total utilizado foi de 300 mL para o
ensaio com as células livres do B. firmus cepa 37 (descrito na Se¢éo 4.4.1) e de 1500 mL para

0s ensaios com as células imobilizadas no carvao de 0sso.

3.1.2. Imobilizagdo de Bacillus firmus cepa 37 no carvéo de 0sso

ApOs a reativacdo da cepa o pré-inoculo foi mantido a aproximadamente 130 rpm e
37 °C por 24 h em agitador orbital. Este meio liquido com o B. firmus cepa 37 apds as 24 h de
agitacédo foi diluido em 50 % (v/v), com novo meio liquido na auséncia do micro-organismo,
para que a DOggo nm (densidade Optica) do meio permanecesse entre 0,4 e 0,6. Em seguida, 0
meio liquido de producéo foi adicionado a coluna, que ja continha o carvao de 0sso estéril nas
quantidades de estudo, isto é, 3,5; 7 e 14 g. A etapa de imobilizacdo do micro-organismo no
carvdo que teve duracdo de 24 h foi realizada em sistema batelada, em leito fluidizado,

utilizando-se diferentes taxas de aeragdo: 0,5, 1 e 2v/v/m (volume de ar/ volume de
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meio/minuto). O fornecimento de ar foi realizado no frasco (erlenmeyer) em que 0 meio
reacional se encontrava e a taxa de aeracdo foi calculada, com o auxilio de um rotdmetro, em
que era bombeado para o frasco o volume de ar igual ao volume do meio de produgdo em um
intervalo de tempo de 1 min. Depois da etapa de imobilizacdo 0 meio que serviu para a
imobilizacdo celular foi todo retirado e adicionou-se a coluna novo meio de producéo
enzimatica, na auséncia de micro-organismos em suspensdo, pois as células do B. firmus cepa
37 ja estavam imobilizadas no carvéo de osso, dando inicio as producgdes enzimaticas (Secbes
4.3.2e4.3.3).

3.1.3. Caracterizagéo do carvao ativado de 0sso bovino

Amostras de carvéo ativado de 0sso bovino foram fornecidas pela empresa Bonechar do
Brasil — Carvdo Ativado, localizada na cidade de Maringa-PR. O carvdo de 0sso,
primeiramente foi peneirado na granulometria de 20 a 28 Mesh (0,83 e 0,58 mm,
respectivamente) e posteriormente lavado repetidas vezes com agua deionizada, para
eliminagdo da fuligem, e em seguida seco em estufa por 24 h a 100 °C. A caracterizagdo do
carvdo ativado de o0sso bovino envolveu a obtencdo de isotermas de adsorgéo por N, para
estimar a area especifica do carvdo, pelo modelo de B.E.T. (Brunauer-Emmett-Teller). As
determinacfes do volume e do diametro de poros; a analise de difracdo de raios X para
verificar a estrutura cristalina do carvao; a determinacdo do didmetro médio das particulas de
carvao, densidade cristalina, porosidade interna do carvdo de 0sso e a densidade do carvéo

Seco.

3.1.3.1. Difracdo de Raios X do Carvéo de Osso

A difragdo de raios-X (DRX) representa o fendmeno de interacdo entre o feixe de raios
X incidente e os elétrons dos atomos componentes de um material. A técnica consiste na
incidéncia da radiagdo em uma amostra e na detec¢do dos fotons difratados, que constituem o
feixe difratado. Em um material em que os atomos estejam arranjados periodicamente no
espaco, caracteristica das estruturas cristalinas, o fenébmeno da difracdo de raios-X ocorre nas

direcbes de espalhamento que satisfazem a Lei de Bragg. Admitindo que um feixe



3. Materiais e Métodos 58

monocromatico de determinado comprimento de onda (A) incide sobre um cristal a um dado
angulo, chamado de angulo de Bragg, tem-se: n A = 2 d sen Theta; em que: Theta corresponde
ao angulo medido entre o feixe incidente e determinados planos do cristal, “d” ¢ a distancia
entre os planos de atomos e “n” a ordem de difracdo (CULLITY, 1956). A principal aplicacédo
da difracdo de raios X refere-se a identificacdo de compostos cristalinos, sejam eles
inorganicos ou organicos. Portanto a difracdo de raios X ou DRX foi realizada com o objetivo
de comprovar a origem animal do carvdo, ou seja, a confirmacdo da existéncia de

hidroxiapatita.

3.1.3.2. Diametro Médio de Carvéo de Osso (dp)

A determinagdo do diametro medio de carvdo de osso bovino foi feita por meio da
andlise granulométrica, utilizando-se um conjunto de peneiras do sistema TYLER, que

apresentavam aberturas listadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Abertura das malhas das peneiras utilizadas na analise do diametro médio de carvao de 0sso.

MESH Abertura da peneira (mm)
16 1,190
20 0,841
28 0,653
32 0,537

O procedimento consistiu em peneirar, até massa constante, uma quantidade conhecida
de carvdo de osso bovino. Pela diferenca das massas das peneiras vazias e as mesmas
contendo carvdo, encontrou-se as fracbes retidas em cada peneira. O processo de
peneiramento e pesagem foi repetido até se obter massa aproximadamente constante em cada

peneira. Desta forma, o didmetro médio de Sauter foi entdo calculado pela Equacdo 3.1:
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dp =1/ Y, (xi/dpi) G

Em que:

dpi = didmetro das particulas de carvéo de osso retidas entre duas peneiras adjacentes,
em mm, que € igual a média aritmética entre os diametros das peneiras 1 e 2; 2 e 3; 3 e 4; etc.

x; = fracdo maéssica das particulas de carvédo de osso retidas em cada peneira.

3.1.3.3. Densidade cristalina do Carvao de Osso

Para determinar a densidade cristalina do carvao ativado de 0sso bovino foi necessario
utilizar baldo volumétrico de 100 mL, devidamente aferido com agua destilada, a temperatura
ambiente (ZANIN, 1989). O procedimento consistiu em transferir uma guantidade conhecida
de carvéo (my) para o bal&o volumetrico, deixando-o sob vacuo a fim de eliminar o ar contido
nos poros das particulas e o ar existente entre as particulas. Em seguida, foi adicionada
lentamente agua destilada, ainda sob vacuo, até o completo umedecimento do carvdo. Entéo,
foi completado o volume total do baldo. O volume da matriz porosa (V.) foi determinado por
diferenca entre o volume total do baldo aferido (V) e 0 volume total de agua utilizada (Va).

Assim, a densidade (p.) foi calculada pela Equacéo 3.2.

pe = mp/Vc (3.2)

3.1.3.4. Densidade aparente do carvao de 0sso

A densidade aparente do carvao de 0sso (pap) corresponde a densidade Umida do carvao
e foi determinada utilizando a densidade cristalina do carvéo (pc), porosidade do carvéo (g,) €

a densidade do meio de producao (pmeio). A densidade aparente do carvado de 0sso (g/cm®) foi

calculada pela Equagéo 3.3.

pap = {[(1 —&p) (pc)] + [&p (Pmeio)]} (3.3)
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3.1.3.5. Porosidade Interna do Carvao de Osso

A metodologia de determinacdo da porosidade interna da particula consistiu em
adicionar agua lentamente sob vacuo e vigorosa agitacdo do frasco contendo o carvéo.
Considera-se o final da titulacdo quando se observa forte adesao das particulas de carvédo nas
paredes do recipiente, mas sem excessos de agua. O volume de vazios no carvao de 0sso (V)
correspondeu ao volume de agua gasto na titulacdo (V,), que é obtido a partir da massa de
agua utilizada (my), ou seja, Vz = Va = Ma/p,, em que p, € a densidade da agua na temperatura
ambiente. O volume total das particulas de carvéo de osso (V) correspondeu a soma do
volume de vazios (V) e do volume da matriz porosa (V¢) (Vp = V4 + V¢). A porosidade
interna do carvdo de osso foi calculada pela relacéo entre o volume de vazios (V) e 0

volume total das particulas de carvéo de osso (Vp) (Equagéo 3.4).

&p = Vzp/v;) (3.4)

3.1.3.6. Densidade do Carvao de Osso Seco

A densidade do carvéo de 0sso seco (pp) corresponde a massa especifica da matriz na
condicdo dos poros estarem ocupados por ar, e é determinada pela relacdo entre a porosidade

interna do carvéo de 0sso (gp) € a densidade cristalina da matriz porosa (pc) (Equacéo 3.5).

m 3.5)
1 4 4 (
Pp = ( ep)pc = V + V.V,

3.1.3.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As células imobilizadas no carvéo de osso foram colocadas em uma solucéo de 2,5 % de
glutaraldeido por 24 h. Apos este periodo, o sobrenadante foi descartado e as células

imobilizadas foram lavadas com solucéo etilica com as respectivas porcentagens: 30, 50, 70,
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90 e 100 % (v/v), permanecendo durante 10 a 15 min em cada solucdo. O material foi mantido
em élcool absoluto para desidratacdo e subsequente extracdo com fluido supercritico
utilizando CO, sob alta pressdo. Para obter as micrografias, um microscopio eletronico de
varredura (Shimadzu, modelo SS 550) com uma voltagem de aceleracdo de 10 kV foi
utilizado. As amostras foram colocadas sobre a superficie de uma fita condutora dupla face e
revestido de ouro (MORIWAKI et al., 2007a).

3.1.4. Estudo do Leito Fluidizado

O desempenho de um reator de leito fluidizado € influenciado por diversas variaveis que
podem ser controladas pelo projetista. Essas variaveis incluem a altura do leito expandido, a
altura inicial do leito ou a quantidade de material solido utilizado para suporte de crescimento,
a espessura do biofilme e a area transversal do fluxo do reator. Para um dado meio suporte, a
espessura de equilibrio do biofilme depende da vazdo de escoamento ascendente, da altura

expandida do leito e do volume do meio suporte (GEBARA, 2006).

Para um dado conjunto de condicBes de operacdo, uma analise da expansao do leito
fluidizado proporciona informacéao sobre a relagdo entre a porosidade do leito fluidizado (¢) e
a velocidade superficial do meio de producdo (u), bem como a obtencdo da velocidade
terminal das particulas de carvdo de o0sso (ur), o coeficiente de expansdo (n) e a velocidade
minima de fluidizacdo (ums), pelo ajuste da correlagdo empirica de Richardson e Zaki (1954)
aos dados experimentais.

A andlise experimental da relacdo velocidade-porosidade envolve a medida da altura do

leito fluidizado, e em seguida o calculo da porosidade (€) pela Equagéo 3.6.

e= (Ve = Vo)/Ve = 1= my/(pp Ag H) (3.6)
Em que:

Ar = area da secdo reta do reator (cm?)
H = altura do leito de particulas de carvdo de 0sso (cm)
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mp = massa de carvao de 0sso (g)

V¢ = volume da matriz porosa (cm®)

V = volume total do reator (V; = Ag . H) em cm®
&= porosidade do leito

p,= densidade do carvéo de 0sso seco (g/cm®)

Resultados experimentais demonstraram que a relacdo velocidade-porosidade para o
leito fluidizado solido-liquido depende mais da massa total de particulas sélidas quando a
razdo didmetro da coluna (di) / didmetro da particula (dp) é maior que 10-20. Em um gréfico
logaritmico esta relacdo € aproximadamente linear ( TARDIOLI, 1998; TARDIOLI et al.,
2000).

A correlacdo de Richardson e Zaki (1954), entre a porosidade e a velocidade superficial
de fluidizacdo é apresentada na Equacéo 3.7 e a Equacdo 3.8 correlaciona o efeito de parede
sobre a expanséo do leito.

(u/ug) = € 3.7)
Loguy. = logu, — d,/d,; (3.8)
Em que:

di = diametro interno do reator (cm)

dp = didametro do carvéo de 0sso (cm)

n = coeficiente de expanséo

u = velocidade superficial do meio de produgéo (cm/s)
u; = velocidade terminal do carvao de osso (cm/s)

Ui = velocidade terminal corrigida do carvéo de osso (cm/s)

O coeficiente de expanséo e a velocidade terminal da particula, para particulas esféricas,
podem ser calculados a partir das equacgdes apresentadas a seguir (RICHARDSON e ZAKI,
1954; KUNII e LEVENSPIEL, 1969).
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n = 4,65 + 20d,/d; Re, < 0,2 (3.9)
n = (44 + 18d,/d;)Re, > 0,2<Rep<1,0 (3.10)
n = (4,45 + 18d, /d;)Re, 1,0 < Re, < 200 (3.11)
U = 9(Pap — Pmeio) 45/ (18tmeio) Re, < 0,4 (3.12)
e = [49%(Pap — Pmeio) /(225Pmeioktmeio)|/*dy 0.4 <Rep <500 (3.13)
Em que:

g = aceleracdo gravitacional (cm/s?)

Rep, = nimero de Reynolds da particula (Re, = p . dp . u¢/ 1)

Lmeio = Viscosidade do meio de producgdo (g/cm s), determinada pelo estudo reolégico a 37 °C.
Pmeio = densidade do meio de producéo (g/cm®)

pap = densidade aparente do carvéo de 0sso (g/cm®), determinada pela Equagdo 3.3.

pc = densidade cristalina do carvao de osso (g/cm®)

gp = porosidade interna do carvao de osso, determinada pela Equacéo 3.4.

Sabe-se que o tamanho e a distribuicdo de tamanhos dos sélidos, bem como a relacéo
entre as densidades do fluido e do sélido, sdo os principais fatores que influenciam a forma de
ocorréncia da fluidizacdo. Geralmente, sistemas solido-liquidos fluidizam mais
homogeneamente, enquanto sistemas solidos-gases apresentam maior grau de
heterogeneidade (CORREIA, 2010).

O inicio da fluidizacdo pode ser determinado pela velocidade minima de fluidizacdo
(umf), que depende da forma, do tamanho e da densidade da particula (ZANIN, 1989). Esta
velocidade minima pode ser calculada, para Re, > 20, pela Equacéo simplificada 3.14 (KUNII
e LEVENSPIEL, 1969).

Umsg = (l{J dp)z (pap - pmeio)ggrilf/[150.umeio(1 - gmf)] (3.14)

Em que:
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emf = porosidade do leito na condig¢do de minima fluidizacéo

y = esfericidade (y = 1 para esferas ou ¥ = 0,75, para o carvdo de 0sso, de acordo com Oka
(2004), este valor de esfericidade se aproxima da forma de um cilindro, que é a forma
geométrica da maioria das particulas de carvdo observada na microscopia eletronica de

varredura).

A expanséo do leito contendo carvao de osso bovino foi conduzida no biorreator de leito
fluidizado, utilizando-se como fluido o meio de cultura do micro-organismo, que € 0 mesmo
meio de produgdo da enzima (descrito na Se¢do 3.1.1), porém o meio ndo continha meio
organico nem a CGTase. O meio de producdo enzimatica sem células de B. firmus cepa 37 foi
caracterizado com os seguintes parametros: densidade do meio de 1,148 g/cm?®, viscosidade
do meio de 1,2548 centipoise (cP) ou 1,2548x107 g/(cm.s) na temperatura de 37 °C e
densidade imida do carvéo de o0sso ou densidade aparente de 1,8006 g/cm®.

O procedimento para a caracterizacdo do leito fluidizado consistiu, primeiramente em
adicionar ao biorreator 10 g de carvdao de 0sso, limpo, seco e estéril. Apos a completa
compactacao das particulas de carvao de 0sso, expandiu-se o leito de forma rapida até a altura
maxima permissivel sem que se observasse o arraste de particulas (aproximadamente 16,3 cm,
sendo que a altura total da coluna era igual a 40 cm). A partir deste ponto, tinha inicio o
processo da diminuicdo gradativa da vazao, até que o leito de particulas de carvao retornasse a
condigcdo de leito fixo. Operava-se por 10 min em cada vazdo para garantir a completa
estabilizacdo do leito e media-se entdo a vazdo do meio de producdo e a altura do leito, em

duplicata.

A porosidade do leito () foi calculada usando-se a massa de 10 g de carvdo de 0sso no
reator (m, = 10 g) e area da se¢éo reta do reator (Agr) de 3,461 cm?® (Ag = 1 R?). Os dados
experimentais de porosidade do leito em funcdo da velocidade superficial do meio de
producdo forneceram a velocidade minima de fluidizacdo (ums) correspondendo a intersecéo
dos ajustes da correlacdo de Richardson e Zaki (1954), para as regides de leito fixo e leito
fluidizado.
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3.1.4.1. Reator de Leito Fluidizado

O reator de leito fluidizado constituia-se de uma coluna de vidro cilindrica central na
qual permanecia o leito de particulas de carvédo de osso com as células do B. firmus cepa 37
imobilizadas e de um tubo cilindrico coaxial externo, formando uma camisa, no qual se fazia
a circulagcdo de agua aquecida a aproximadamente 37 °C em banho termostatizado, para a
manutengdo da isotermicidade do sistema. A coluna central apresentava didmetro interno
igual a 2,1 cm e altura de 40 cm, com volume total de 140 cm®. A vazéo de entrada e de saida
do reator de leito fluidizado foi mantida com o auxilio de uma bomba peristaltica e a vazdo de
entrada foi calculada a partir da velocidade minima de fluidizacdo, obtida de dados
experimentais da porosidade do leito em fungdo da velocidade superficial do meio de
producdo (Secdo 4.2). Uma seringa foi utilizada para retirar amostras do meio. O efluente do
reator foi coletado em um erlenmeyer que servia de reservatdrio para a recirculacdo do fluido
no reator. Utilizou-se também um agitador magnético, a fim de que as condi¢cGes do meio no
erlenmeyer fossem homogéneas. Foi necessario um sensor de temperatura do meio para

monitoramento e manter o liquido recirculante a 37°C.
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Figura 11 - Organograma do projeto de pesquisa.
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3.2. METODOS ANALITICOS

3.2.1. Determinacao da concentracdo de p-CDs

Foi medida apenas a concentragdo de $-CD, pois foi concluido por Matioli (1997), que
o0 B. firmus cepa 37 é produtor da enzima 3-CGTase, uma vez que a concentragdo de B-CD &
maior do que a de y-CD em qualquer tempo de producdo, e a produ¢do de a-CD é

insignificante, quando comparada com as outras duas CDs.

A determinagdo da concentragdo de B-CD utilizando o método de dosagem
colorimétrica ou espectrofotometria pela fenolftaleina (FENF) baseia-se na formacdo de um
complexo entre o corante e a molécula de CD a dosar, que causa reducdo da intensidade de
cor da solucao. A descoloracao da solucao, devido a complexagao das moléculas de a, e y-
CD com a fenolftaleina ¢ muito mais marcante para a p-CD, sendo, portanto este método

preferencialmente utilizado para a determinacéo desta CD.

Como o complexo FENF-CD possui uma absorvancia diferente da FENF livre, isso
permite quantificar a CD presente na amostra. No entanto, a relacdo entre a absorvancia e a
concentra¢do de B-CD, somente permanece linear para concentracdes até 0,4 mM. Acima
deste limite, faz-se necessario o uso da teoria da complexacdo (Anexo 9), que fornece a
relacdo ndo linear entre a absorvancia e a concentracdo de p-CD, como descrito por Hamon e
Moraes (1990).

A metodologia consistiu em inicialmente obter uma curva de calibracdo para a dosagem
de B-CD (Apéndice 8.1.1.), em que: uma solucdo estoque de FENF (3 mM) foi preparada em
etanol 95 %; também foi preparada uma solucdo estoque de tampéao carbonato-bicarbonato
com concentragdo de 0,6 M e pH 10,5; misturou-se 2 mL de solucdo estoque de fenolftaleina
3 mM com 20 mL de tampéo carbonato-bicarbonato 0,6 M, completou-se o volume para
100 mL com &gua destilada e obteve-se uma solugdo de fenolftaleina 0,06 mM, utilizada nas
dosagens de B-CD. Solugdes de tampéo Tris-HCI (0,05 M e pH 8,0) e CaCl, (5 mM) foram
feitas e usadas na curva de calibracdo da CD como também na diluicdo das amostras, quando
necessario. Uma solugdo de Tris-HCI foi preparada dissolvendo-se o Tris (hidroximetil)
amino-metano em agua destilada e adicionando-se lentamente, sob constante agitacdo, HCI
concentrado até pH 8,0. A solugdo estoque de B-CD (1 mM), para a curva de calibracdo foi
preparada com 0,1135 g, com corre¢cdo da umidade de B-CD (ACROS ORGANICS) e
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dissolvendo-se em 20 mL de tampéo Tris-HCI (0,05 M e pH 8,0), mais 10 mL de solucéo de

CaCl, (5 mM) e completando-se o volume para 100 mL com agua destilada.

As dosagens foram realizadas misturando-se 0,5 mL de cada amostra contendo B-CD,
com 2,5 mL de uma solucdo de fenolftaleina 0,06 mM, contendo tampdo carbonato-
bicarbonato 0,6 M, pH 10,5 e lendo-se a absorvancia em 550 nm em espectrofotometro UV-
VIS UV-1203 (SHIMADZU). A concentragdo de B-CD foi determinada pela Equacéo 3.16,
sendo ABS a absorvancia da amostra a 550 nm, ABSo a absorvancia de FENF em agua e
como auto-zero (agua destilada) a 550 nm, a concentragao de B-CD (Cp.cp) expressa em mM,
e k a constante de equilibrio da formagdo do complexo B-CD/FENF. O valor da constante de
equilibrio do complexo B-CD/FENF foi determinado pela regressdo ndo linear da Equacgéo
3.15, para uma série de dados de absorvancia em fun¢ao da concentragio padrao de B-CD ((0-
1) x10° M) preparada em é&gua destilada e tamp&o Tris-HCI (0,05 M e pH 8,0) e CaCl,
(5 mM).

c B [ ABS ] [ ABS, (3.15)
p=cb — ABS, a(k)ABS
_ (3.16)
Cp-cp = 0,3 [ ABS, ABS

Em que a é a concentracéo total de fenolftaleina na cubeta de dosagem (5x10° M).

Primeiramente, as concentragdes padroes de B-CD foram determinadas a partir da curva
de calibracdo da absorvéncia em funcdo da concentragdo de B-CD. A constante de equilibrio
(k) foi calculada utilizando 0 método Quasi-Newton, resultando em 18655,7 M. A Equagéo
3.16 foi obtida pela substituicdo de k e do valor de a na Equacéo 3.15 e multiplicando essa
equacdo por um fator igual a 6000 (fenolftaleina), que esta relacionado com a diluicdo do

procedimento, e que converte M em mM, sendo a unidade da concentragdo de -CD.
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3.2.2. Determinacéo da Atividade de CGTase

A velocidade da maioria das reagdes enziméticas diminui com o tempo, devido a fatores
como: alteracdes do pH do meio, da temperatura reacional, inibicdo da enzima pelos produtos;
decréscimo da concentracdo do substrato a medida que a reacdo avanca e reacdes reversas
podem se tornar mais importantes, devido ao aumento da concentragdo de produtos. Esses
fatores, agindo isoladamente ou em conjunto, contribuem para que a curva de reacdo
enzimatica ndo siga exatamente as equacOes das reacGes quimicas homogéneas (DIXON e
WEBB, 1979).

A atividade de CGTase € determinada a partir da medida da velocidade inicial (Método
das velocidades iniciais) de acordo com Hamon e Moraes (1990) e a andlise de atividade de
CGTase foi realizada nas seguintes condigdes: temperatura de 50 °C (para ativacdo da
enzima), pH 8,0 (maior estabilidade da enzima), baixas concentragdes de substrato e de
enzima (para que a concentragdo de 3-CD produzida em funcdo do tempo, siga uma relagéo

linear).

A solucdo estoque de substrato foi feita utilizando 1 % (m/v) de dextrina (FLUKA),
dissolvendo-a em 50 mL de solucéo estoque de CaCl, (5 mM) e 100 mL de tampéo Tris-HCI
(0,05 M e pH 8,0), completando-se o volume para 500 mL. As amostras enzimaticas, quando
necessario, foram diluidas com tampéo Tris-HCI e solucdo estoque de CaCl,, em proporcoes
que garantissem a regido linear de reacdo. Os tubos de dosagem contendo 1,0 mL de substrato
foram colocados no banho a 50 °C durante 15 min. Nestes tubos, foram adicionados 1,0 mL
do meio enzimatico, obedecendo ao tempo de reagdo de cada amostra, ou seja, desde o
primeiro tubo até o sétimo o tempo de reagdo variou de 0 até 30 min. Decorrido este tempo,
os tubos foram colocados em um banho a 100 °C por 5 min para a inativacdo da enzima e, em
sequida, resfriados em agua a temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas
dosagens colorimétricas da B-CD adicionando 2,5 mL de fenolftaleina (FENF) em 0,5 mL

coletado de cada tubo das velocidades iniciais.

Os dados de produgao de B-CD (umoles CD produzida/(mL de cultura . min)) foram
inseridos em um grafico em fungdo do tempo de reagdo, obtendo-se o coeficiente angular da

reta ajustada (K), que foi utilizado para calcular a atividade de CGTase, com a Equacéo 3.17:
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A= (K.Vgx.D)/Vg (3.17)
Em que:

A = atividade de CGTase em pmoles CD / (min x mL de solu¢do enzimética), K =
inclinacdo da reta de concentracdo de CDs produzidas em funcdo do tempo de reagédo
((umoles CD / ( min x mL )), D = diluicdo real do meio enzimatico, Vr = volume total de
reacdo em mL, presente no tubo de ensaio, Vg = volume de enzima em mL, para o teste

descrito.

Uma unidade (U) de atividade é a quantidade de enzima, que catalisa a transformacao
de um pmol de substrato ou a formagdo de um pmol de produto por minuto, nas condi¢cfes de
reacdo (pH 8 e 50 °C).

3.2.3. Determinacéo da Concentracdo de Proteinas Soluveis

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry (1951) que consiste
em usar o reagente de fenol (reagente de Folin-Ciocalteu), sendo que a coloragéo final resulta:
(i) da reagdo da proteina com o ion cobre em meio alcalino, e (ii) da redugdo do reagente
fosfomolibdico-fosfotungsténio pela tirosina e triptofano presentes na proteina. O método
apresenta sensibilidade para uma faixa de 10 — 200 pg (microgramas) de proteina presente na
amostra. Para a determinacdo da curva de calibracdo proteica (Apéndice 8.1.2.) foi utilizada
albumina de soro bovino (SIGMA) em solucéo estoque contendo 4 g de proteina total em
100 mL de agua e diluida de modo a se ter uma solugdo contendo 1 mg proteina/mL de
solugéo (diluicdol,25:50). Posteriormente, foram preparados tubos de ensaio, contendo
diferentes concentracGes de proteina. De cada tubo, foi coletado 0,1 mL da amostra diluida e
adicionado 0,4 mL de agua, em seguida foi acrescentado 5 mL do reagente de cobre. O
reagente de cobre foi preparado no dia de uso com uma solugéo de 4 % (m/v) de tartarato de
sodio e potéssio e 2 % (m/v) de solucdo de cobre. Completou-se o0 volume com uma solugdo
de carbonato de sodio (2 % (m/v)) e mais hidroxido de sodio 0,1 M. Esperou-se exatos 10 min
e adicionou-se 0,5 mL do reagente de fenol diluido, em seguida todos os tubos foram agitados

no vortex e aguardou-se mais exatos 10 min para leitura em espectrofotdmetro a 625 nm.
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3.2.4. Curva Padréo para a Determinacéo de Acucares Redutores

Um acucar é dito redutor se ele possui na molécula um grupo aldeido ou cetona ou
ainda, os acUcares que ndo possuem estes grupos, mas sao capazes de formar estas cadeias
organicas quando em solucao por isomerismo e com isso podem sofrer reacdes de oxidacao.
Exemplos de acgucares redutores sdo: a glicose, a maltose, o amido, entre outros.
(LEHNINGER et al., 1995). A concentracdo de acucares redutores (AR) foi determinada pelo
aumento da absorvancia a 600 nm de uma solucdo contendo meio enzimatico e o reagente
DNS. Este método baseia-se na reducdo do &cido 3,5dinitro-salicilico a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico ao mesmo tempo em que o grupo aldeido do aglcar é oxidado a grupo
carboxilico (MILLER, 1959). Para a determinacdo da curva de calibracdo (Apéndice 8.1.3.)
foram utilizados os acucares frutose (VETEC) e glicose (CARLOS ERBA-ANALYTICALS)
em solucdo. Este método é conhecido como método DNS - BERKELEY modificado, em que
em um tubo de ensaio contendo 2,5 mL de reagente DNS foram adicionados 0,5 mL de
amostra. A mistura foi levada a um banho em 100 °C durante 10 min, em seguida resfriada.
Posteriormente, adicionou-se 3 mL de &gua destilada, agitou-se em voértice e a leitura foi
efetuada em espectrofotdmetro a 600 nm, utilizando-se 0,5 mL de agua destilada e 2,5 mL de

reagente DNS como branco, que também foi adicionado no banho em ebulicéo.

3.2.4.1. Determinacdo da Concentracdo de Acucares Redutores Totais das

Amostras

A determinacdo da concentracdo de agucares redutores totais foi feita a cada 12 h,
coletando-se uma quantidade de amostra e apos centrifugagdo, 10 mL do meio enzimético
foram transferidos para um baldo de fundo chato, contendo uma solucdo de 2 mL de acido
cloridrico concentrado (38 %) em cerca de 130 mL de agua destilada. O baldo foi aquecido
durante 2 h e 30 min com posterior resfriamento, ocorrendo o processo de hidrolise acida do
amido e das CDs presentes. Em seguida, foram adicionadas algumas gotas de solucdo de
fenolftaleina (3 mM) para a titulagdo com uma solugdo de NaOH 2 M. O volume da solugéo
foi completado para 200 mL em baldo volumétrico e medida a concentragdo de agucares

redutores totais (ART) pelo método DNS, descrito na Secéo 3.2.4.



3. Materiais e Métodos 71

3.2.5. Determinacgéo da Concentragao Celular

A metodologia seguida, para a determinacgdo da concentracdo celular de B. firmus cepa
37, foi de Alves e colaboradores (2002) e Marques (2004), em que o meio de producdo
enzimatica contendo as células livres do micro-organismo foi centrifugado e posteriormente
as células do precipitado foram ressuspendidas, em um mesmo volume de agua destilada igual
ao da amostra inicial e entdo efetuada a leitura em espectrofotdmetro a 660 nm, utilizando-se
agua destilada como auto-zero. O procedimento realizado para a curva de calibracdo de
concentracdo celular do B. firmus cepa 37 foi feito com um meio de cultivo, que permaneceu
quatro dias em agitador orbital e, depois, todo o volume de 500 mL foi centrifugado
(9000 rpm, 15 min, 4 °C), em seguida o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido no mesmo volume inicial de 500 mL. Com as células microbianas
ressuspendidas foram feitas diluicdes e filtrou-se em membrana de éster de celulose (0,45 um)
e em seguida foram colocadas em vidro reldgio previamente pesados e mantidos em estufa a
80 °C, até peso constante. Sabendo a massa da membrana antes e depois da filtragdo e o
volume de cada diluicdo realizada que foi igual a 20 mL, pode-se calcular a curva de

calibracdo da concentracdo celular do micro-organismo em g/L (Apéndice 8.1.4.).

3.3. PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

Para compreender melhor as interagcdes entre as quantidades de carvdo de 0sso e as
aeracdes sobre a producdo de CGTase foi escolhido o ponto de 120 h ou o final da producéo
para as analises do planejamento de experimento 3. O planejamento envolveu duas variaveis:
carvao de 0sso em trés niveis: 3,5; 7 e 14 g e taxas de aeracdo em trés niveis: 0,5; 1 e 2 v/v/im,
composto pelo ponto central com 7 g de carvado e as aeracfes de 0,5; 1 e 2 v/ivim. Os
resultados foram analisados com 90 % de confianca com o auxilio da ferramenta operacional
Statistica 7.1. Com o pacote de software desenvolveu-se o desenho experimental, a analise de
dados e a construcdo do modelo quadratico. Uma superficie de resposta para 0 modelo
proposto também foi gerada para compreender a interacdo das variaveis de resposta.

No modelo estatistico o “z” ¢ a variavel resposta e ¢ denotada pela atividade de CGTase

(Y34

em U/mL, “x” e “y” sdo as varidveis independentes, ou seja, a quantidade de carvao de osso

(g) e a taxa de aeracgdo (v/v/m), respectivamente. O modelo quadréatico para analisar os efeitos
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das duas variaveis independentes sobre a atividade de CGTase foi expressa de acordo com a

Equacdo 3.18.

z=Bo+ax+ By+ ax®>+By*+Axy +¢ (3.18)

Além das variaveis ja definidas, z, x e y, tem-se que 3, € o coeficiente de intersecdo, o e
S sdo os coeficientes dos termos lineares, a; € f1 580 0s coeficientes dos termos quadraticos e
AXy, que € a interacdo entre as variaveis X e y . A analise estatistica do modelo quadratico com

interacdo foi realizada pela analise de variancia (ANOVA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos, de acordo com a metodologia apresentada no Capitulo 3, serdo
mostrados e discutidos neste capitulo e os experimentos realizados durante todo o trabalho
sempre tiveram como objetivo produzir CGTase em biorreator, a partir de B. firmus cepa 37,
analisando a atividade de CGTase, concentracéo de B-CD, de proteinas sollveis e de agucares

redutores ao longo do tempo de producéo.

4.1. CARACTERIZACAO DO CARVAO ATIVADO DE OSSO BOVINO

A amostra de carvdo de osso bovino foi triturada e peneirada para que ao final do
processo fosse possivel obter uma granulometria de 100 mesh, ou seja, 0,149 mm. O carvao
de osso foi entdo encaminhado para 0 COMCAP (Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa,
UEM, Maringd/PR), para analise de difragdo de raios X (DRX). Os resultados obtidos nesse

teste encontram-se na Figura 12.
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Figura 12 - Difracéo de Raios X do carvao de 0sso bovino.

Verificou-se na Figura 12, a identificagdo pontual de elementos quimicos na superficie
do carvdo de 0ss0, evidenciando a presenca de elevados teores de fosforo e célcio e a difracdo
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de raios-X indicou também a presenca de hidréxido de fosfato de calcio ou hidroxiapatita
(Ca10(PO,4)s(OH)y), que é o principal mineral que constitui 0s 0ssos. Os resultados de DRX
estdo de acordo com os relatados na literatura sobre caracterizacdo de carvdo animal
(LURTWITAYAPONT e SRISATIT, 2010; PAN et al., 2009; HASSAN et al., 2008;
GUEDES et al., 2007; CHEN et al., 2006; CHOY E McKAY, 2005). Todos esses resultados
evidenciaram a presenca de hidroxiapatita nos carvfes, por meio da analise de DRX, com

picos desse mineral localizados muito préximos dos indicados na Figura 12.

Na Tabela 7 sdo apresentados todos os resultados obtidos de caracterizacdo do carvao
de 0sso, ou seja: diametro médio das particulas de carvao de osso (dp), densidade cristalina
(pc), porosidade interna do carvao, densidade seca do carvao de 0sso (pp), area superficial das
particulas de carvao, volume e didmetro dos poros. Resultados importantes para a fluidizacdo
do meio, pois sabe-se que o tamanho e a distribuicdo de tamanhos dos sélidos, bem como a
relacdo entre as densidades do fluido e do sélido, sdo os principais fatores que influenciam a
forma de ocorréncia da fluidizacdo. Geralmente, sistemas solido-liquido fluidizam mais
homogeneamente, enquanto sistemas solido-gas apresentam maior grau de heterogeneidade
(CORREIA, 2010).

Tabela 7 - Caracterizagéo do carvao ativado de 0sso bovino.

Analises Valores

Diametro médio das particulas de carvéo de 0sso (dp), mm 0,80
Densidade cristalina (pc), g/lcm® 2,85 £ 0,25
Porosidade interna do carvéo de 0sso (gp) 0,61 £ 0,004
Densidade do carvéo de 0sso seco (pp), glem® 1,10 =0,01
Avrea superficial, m%/g 123,5
Volume total dos poros, cm®/g 0,277
Diametro médio dos poros, A 89,85

A caraterizagdo do carvdo de 0sso bovino foi realizada com a granulometria de carvéao

homogénea, esta foi uma possibilidade apontada para que os valores da Tabela 7 ficarem
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discrepantes dos apresentados pelo fabricante (Tabela 5). No entanto, os valores de densidade
cristalina, area superficial, volume e diametro dos poros (Tabela 7) estdo em concordancia
com os reportados por Wilson, Pulford e Thomas (2003); Guedes e colaboradores (2007) e
Lurtwitayapont e Srisatit (2010), porém a porosidade interna do carvao de 0sso é maior que 0
valor apresentado pelos ultimos autores, que trabalharam com o carvdo de o0sso de origem
suina. A explicacdo pode estar no fato do carvao de osso bovino, do fabricante Bonechar -
Carvéo Ativado do Brasil, ser ativado no processo de fabricacdo, o que pode ter aumentado a
porosidade interna do carvao. Além disso, as metodologias utilizadas neste trabalho podem ter

sido diferentes das empregadas por esses autores e pelo fabricante Bonechar.

4.2. ESTUDO HIDRODINAMICO DO REATOR DE LEITO FLUIDIZADO

Os resultados experimentais da altura do leito em fungédo da velocidade superficial do
meio de producdo, obtidos no reator de leito fluidizado, conforme metodologia apresentada na
Secdo 3.1.4, sdo apresentados na Tabela 8. Utilizando-se as alturas do leito fluidizado
medidas a partir das vazdes de entrada na coluna, calculou-se a porosidade do leito expandido

(Equacéo 3.6) e a velocidade superficial do meio de producdo (Equagédo 3.7).

Tabela 8 - Velocidade superficial do meio de producéo (u) em fungdo da porosidade do leito fluidizado (g).

Vazédo média H (cm) € u (cm/s)
(mL/min)

0 4,5 0,4123 0,0000

18 4,5 0,4123 0,0087

12,8 4,5 0,4123 0,0616

28 4,5 0,4123 0,1348

29 4,5 0,4123 0,1396

91 4,6 0,4250 0,4381

140 4,8 0,4490 0,6740

190 53 0,5010 0,9147

198 55 0,5191 0,9532

218 5,7 0,5360 1,0495

222 57 0,5360 1,0688

273 6,2 0,5734 1,3143
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A partir da porosidade do leito em funcao da velocidade superficial do fluido ajustou-se
as correlagOes de Richardson e Zaki e de Kunii e Levenspiel (Equagbes 3.7, 3.8, 3.11, 3.13 e
3.14) aos dados experimentais, cujos calculos encontram-se no Apéndice 8.2. Resultados
experimentais de Tardioli (1998) e Tardioli e colaboradores (2000) demonstraram que a
relacdo velocidade-porosidade para o leito fluidizado sélido-liquido depende mais da massa
total de particulas solidas quando a razdo diametro da coluna (d;) / diametro da particula (d) é
maior que 10-20. Em um grafico logaritmico esta relacdo é aproximadamente linear. A curva
caracteristica da relacdo entre a porosidade do leito e a velocidade superficial do meio de
producdo, obtida para o carvdo de 0sso no meio reacional sem o micro-organismo, é
apresentada na Figura 13. Nota-se claramente a presenga das duas regides que sao muito
importantes para o estabelecimento de critérios de projeto, pois 0 ponto de interseccdo das
retas de ajuste dos dados define a mudanca do regime de escoamento, ou seja, de leito fixo

para leito fluidizado.
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Figura 13 - Dados de velocidade superficial do fluido (meio de produc¢éo) usado para a fluidizagdo das
particulas de carvao ativado de 0sso e sua correspondente porosidade do leito fluidizado, aos quais foi
ajustada a correlacdo de Richardson e Zaki (1954). Leito expandido (A) e Leito fluidizado (B).

Na Figura 13, a regido A corresponde a regido de leito expandido, enquanto a regido B
corresponde a regido de leito fluidizado e a velocidade minima de fluidizacdo (ums) foi

determinada pela intersecdo das retas, que se ajustam aos pontos das regides A e B. Porém,
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primeiramente foram calculados os valores de n (coeficiente de expansédo), u; (velocidade
terminal do carvdo de 0ss0), Uy (velocidade terminal corrigida do carvdo de 0SSO) € Ums
(velocidade minima de fluidizacéo) para os dados experimentais e em seguida o calculo dos
mesmos parametros para valores tedricos e também o calculo de Re, (Reynolds do carvéo de
0sso que foi igual a 6,39), em que se utilizou a u; dos dados experimentais. O procedimento
dos célculos para os valores experimentais e tedricos encontra-se no Apéndice 8.2.1. e 0s
dados utilizados do carvao de 0sso e do meio de producéo para os célculos foram:

didacoluna=2,1cm

dp=0,8 mm =0,08 cm

pmeio (densidade do meio de producéo a 37 °C) = 1,148 g/cm®

gp (porosidade do carvéo de 0sso) = 0,6172

Hmeio (Viscosidade do meio de producéo a 37 °C)= 1,2548 x 10 2 g/(cm.s) = 1,2548 cP

g (aceleracdo da gravidade) = 980 cm/s?

pe (densidade cristalina do carvdo de osso) = 2,8536 g/cm®

pap (densidade aparente do carvdo de 0sso) = {[(1 — &) (pc)] + [ep (Pmeio)]} =
{[(1-0,6172) (2,8536)] + [0,6172 (1,148)]} = 1,8006 g/cm®

Os célculos forneceram os resultados de todos os parametros necessarios para o estudo
de leito fluidizado e na Tabela 9 apresenta-se a comparacdo dos valores tedricos e

experimentais obtidos.

Tabela 9 - Comparacao entre os valores experimentais e tedricos dos parametros ut, utc, umfe n.

Parametros Valor experimental Valor teérico
ut (cm/s) 0,88 6,4
U (Cm/s) 0,12 5,84
n 5,97 4,25
Ums (CM/s) 0,47 0,16

u; = velocidade terminal do carvao

Uy = velocidade terminal corrigida do carvao
ums = velocidade minima de fluidizacdo

n = coeficiente de expanséo do leito fluidizado
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Observa-se na Tabela 9, que os valores previstos por meio das correlacdes empiricas de
Richardson e Zaki (1954), para todos os parametros utilizados no estudo do leito fluidizado se
distanciam dos valores experimentais. Uma explicacdo j& apresentada para este tipo de
comportamento foi proposta por Riba e Couderc (1977), que ajustaram duas retas diferentes
para os dados de baixa e alta porosidade, na regido A da Figura 13, encontrando diferentes
valores para a velocidade terminal e para a velocidade terminal corrigida do carvédo de 0sso, ja
que esta velocidade depende da inclinagdo da reta ajustada e assim, obtendo outros valores

para 0os demais parametros envolvidos.

Apesar das diferencas entre os valores tedricos e experimentais, trabalhou-se com o
valor de velocidade minima de fluidizacdo obtido com os dados experimentais de porosidade
do leito fluidizado e de velocidade superficial do meio de producédo e concluiu-se que quando
o fluido atingir 0,47 cm/s, a fluidizacdo do leito sera iniciada. Ainda com o estudo do leito
fluidizado foi possivel obter o tempo de residéncia ou de permanéncia de um volume
(= 140 mL) de meio reacional dentro do reator e que foi de aproximadamente 0,5 min
(Apéndice 8.2.2.). Para escoar pelo biorreator todo o volume reacional disponivel (1500 mL),
utilizando a velocidade minima de fluidizacdo, seria necessario o tempo de aproximadamente

6 min.

4.3. ESTUDO DE ADSORCAO DE CGTASE NO CARVAO ATIVADO DE
OSSO BOVINO

Entende-se por adsor¢do como sendo um processo de separacdo, na qual certos
componentes de uma fase fluida sdo transferidos para a superficie de um sélido adsorvente
(McCABE, SMITH e HARRIOT, 2001). Antes de iniciar os ensaios de producdo de CGTase
com o carvéo ativado de 0sso bovino foi realizado um estudo de adsorcdo para identificar a
capacidade do carvéo ativado de osso de adsorver CGTase, ou seja, para verificar se toda a
enzima determinada encontrava-se no meio de producdo, ou se havia enzima imobilizada no
carvdo de osso. Para isso, foi utilizada a enzima CGTase produzida em agitador orbital com
células livres do B. firmus cepa 37, sem sua concentracdo nem purificacdo, e a atividade da
enzima foi medida primeiramente no tempo zero, e inicialmente a cada 15 min, até completar
2 h. Como néo houve diferenca entre as atividades enzimaticas em relacdo ao tempo zero,

optou-se por analisar a atividade de CGTase, aproximadamente, a cada 6 ou 12 h. A Figura



4. Resultados e Discusséo 79

14, apresenta 0 ensaio de adsorcdo no carvao de 0sso, em que a atividade de CGTase e a

atividade especifica de CGTase, medidas no meio liquido, estdo em funcéo do tempo.

4 0.5
3.5 - 043 2
3 L 04 E
E 3 3
=] % - 035 7 o
2P e B R SO N L E RS-
= < $o025 £ Z
U -
515 % %% {, % (02 =
B S S S e T T
. - 0.1 3
2 05 | s E
= 005 2
0 L] L] L] L] L] L] L} L] L] L] L] L] L] 0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

Tempo de producio (h)

Figura 14 - Adsor¢do enzimética no carvao ativo de osso: Atividade de CGTase (circulo) e atividade
especifica de CGTase (losango) em fungdo do tempo de produgéo da enzima.

De acordo com a Figura 14, ha pequenas alteracBes da atividade de CGTase e da
atividade especifica de CGTase em 88 h analisadas, porém essas oscilacbes nos valores das
atividades enzimaticas referem-se ao método espectrofotométrico utilizado na analise e estdo
de acordo com o desvio padrdo de 10 a 20 % do ensaio realizado em duplicata. Portanto, ndo
houve, ou ndo foi significativa, a adsor¢do de CGTase no carvéo ativado de 0sso. Além disso,
0 processo de imobilizagdo/adsorgdo enzimatico é muito utilizado quando o principal
interesse é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade, que ndo sejam afetados
durante o processo (CANTARELLI, 1989). No entanto, nesta pesquisa 0 objetivo ndo foi
imobilizar a CGTase, mas sim, certificar-se que a atividade enzimatica determinada estivesse
no meio liquido e ndo parcialmente adsorvida no carvdo. Como ndo houve nenhum tratamento
prévio do carvéo de 0sso, por exemplo, utilizando acidos, a imobilizagdo/adsorcdo da enzima
CGTase no carvdo de osso ndo foi favorecida. A partir deste resultado foi possivel afirmar
que se 0 micro-organismo produziu CGTase, a enzima estava no meio liquido de producéo e

nao adsorvida no carvao de 0sso.
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Para iniciar a producdo de CGTase foram realizados ensaios com 0 micro-organismo
livre ou sem uso do carvao de 0sso no meio reacional, que serdo mostrados na Segéo 4.4.1 e

entdo producbes enzimaticas com o bacilo imobilizado no carvéo de 0sso.

4.4. PRODUCAO DE CGTASE COM B. firmus CEPA 37

Nesta Secdo serdo discutidos os resultados da producdo da CGTase de B. firmus cepa
37, com células livres e imobilizadas em carvéo de 0sso.

4.4.1. Producdo de CGTase com Células Livres de B. firmus cepa 37

Primeiramente, foi realizada a producdo de CGTase com células livres de B. firmus
cepa 37, isto é, sem 0 uso do carvdo de 0sso, em que 0 meio liquido (300 mL) foi mantido em
agitador orbital a 140 rpm e 37 °C, sem suplementacdo de ar. Esta producéo enzimatica com
as células livres foi estudada para conhecer as fases de crescimento celular e a duracdo de
cada uma, para posterior imobilizagdo microbiana na fase de crescimento do bacilo correta, no
carvao de 0sso. Além disso, a produgdo de CGTase nessas condi¢des especificas foi realizada
para comparar as atividades de CGTase deste ensaio com os resultados que foram obtidos
posteriormente com as células imobilizadas no carvdo de 0sso e com suplementacao de ar. Na
Figura 15 sdo mostrados os resultados obtidos nesta producdo enzimética, em termos de
atividade de CGTase (U/mL) em 96 h, e também foi acompanhado, no mesmo frasco agitado,
0 crescimento do micro-organismo, em termos de concentragdo celular (g/L). Os ensaios

foram realizados em duplicata, com desvio padrdo de 10-20 % para ambas as medidas.
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Figura 15 - Atividade de CGTase (circulo) e concentracgdo celular (quadrado) em funcéo do tempo de
producéo enzimética, com células livres no meio do B. firmus em agitador orbital.

Observa-se na Figura 15, que a atividade de CGTase e a concentracdo celular do micro-
organismo aumentam até 96 h, alcancando valor maximo de 0,77 U/mL e de 1,28 g/L,
respectivamente. O valor da atividade de CGTase estd acima do reportado por autores, tais
como, Atanasova e coautores (2011), que obtiveram atividade de aproximadamente
0,06 U/mL e que utilizaram o Bacillus sp., para a producdo de CGTase em batelada, sem
suplementacéo de ar. Bonilha e colaboradores (2006) investigaram a producdo de CGTase em
batelada, a partir de Bacillus licheniformis e obtiveram atividade de CGTase igual a
0,162 U/mL em 12 h de producdo, com meio produtivo contendo amido de batata. J& os
autores Alves e colaboradores (2002) reportaram valor préximo de atividade de CGTase igual
a 0,55 U/mL em 120 h de producéo, para B. firmus cepa 37, porém o amido utilizado no meio
reacional estava hidrolisado e também utilizaram quantidades superiores (4 vezes maior) de

extrato de levedura e peptona.

Verificou-se também na Figura 15 que a atividade de CGTase e a concentracéo celular
de B. firmus cepa 37 possuem perfis de crescimento semelhantes, entdo as mesmas condic¢oes
do meio de cultivo que favoreceram a reproducdo e o crescimento do micro-organismo, neste
caso, foram também favoraveis a producdo enzimatica. O mesmo foi relatado por Gawande e
colaboradores (1998) e Pinto e coautores (2011), em que nos cultivos em batelada a producéo

enzimatica estaria parcialmente associada ao crescimento microbiano, com méxima atividade
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ao final da fase exponencial. Vassileva e coautores (2005) trabalharam com diferentes
condigdes de aeracdo e encontraram um perfil de crescimento celular semelhante para o
Bacillus circulans. Em contra partida, outros autores, tais como: Rosso e colaboradores
(2002) e Moriwaki e colaboradores (2009) documentaram que algumas vezes as melhores
condicdes para o crescimento microbiano ndo sao as mesmas para a producao de enzima, pois
elevadas concentragdes de biomassa, contribuem para um meio reacional mais viscoso,
resultando em diminuicdo do oxigénio dissolvido e assim menores quantidades de enzima.
Neste trabalho, foi possivel concluir que a associacdo do crescimento celular e de producéo de
CGTase € um ponto positivo, pois quanto maior a concentracdo celular no meio, mais células
estardo produzindo a enzima e a concentracdo celular obtida (Figura 15) néo prejudicou a
transferéncia de oxigénio, que foi facilitada pela boa agitacdo do meio.

Foi possivel ainda na Figura 15 identificar algumas das fases do crescimento celular, ou
seja: a fase log ou de crescimento exponencial, que teve duragdo do inicio da producdo até
72 h, fase esta em que as células iniciam a divisdo celular e a reproducédo celular encontra-se
extremamente ativa e com maior atividade metabdlica. Outra fase € a estacionaria entre 72 h e
96 h, neste periodo o crescimento celular diminui e a populacdo microbiana é estavel, pois o
namero de morte celular é equivalente ao numero de células novas, ocorrendo também o
acumulo de metabolitos, como as enzimas (BORZANI, 2001). N&o foi possivel a
identificacdo das fases lag (fase de adaptacdo microbiana) e de morte celular ou declinio, pois
a fase lag pode ter ocorrido nas primeiras horas, ou seja, antes de 12 h, em que a concentracao
celular ndo foi medida e a fase de morte celular ocorreu depois de 96 h. Foi importante a
identificacdo das fases de crescimento celular, pois os resultados obtidos serdo considerados
na imobilizacdo do micro-organismo no carvédo de 0sso, isto é, a imobilizacdo celular devera
ser feita no periodo em que B. firmus cepa 37 estd em sua melhor fase reprodutiva, ou seja, a
fase log ou de crescimento microbiano (entre 12 e 72 h), pois ha mais células viaveis no meio

de producéo.

4.4.2. Produgdo de CGTase em Bateladas Repetidas com Células
Imobilizadas do B. firmus cepa 37 em Carvéao de Osso Bovino

A segunda etapa de producdo enzimatica envolveu os ensaios em bateladas repetidas de

48 h cada e a imobilizacdo do micro-organismo no carvdo de 0sso ocorreu como descrito na
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Secdo 3.1.2, com excecdo de que ndo houve a diluicdo do meio utilizado para a imobilizacdo
celular e o volume usado em cada batelada foi igual a 600 mL; e ainda utilizou-se a
suplementacéo de ar de 1 v/v/m, no frasco contendo o0 meio reacional e 7 g de carvédo de 0sso
bovino na coluna do biorreator. O procedimento para a producdo de CGTase em bateladas
repetidas ocorreu depois da imobilizacdo celular no carvdo de 0sso e iniciou-se quando foi
adicionado ao biorreator o primeiro meio de producdo com auséncia de células. O primeiro
meio de producdo enzimética permaneceu de O a 48 h, depois todo este meio foi retirado e o
frasco contendo o meio usado foi reservado para posteriores analises. Em seguida foi
adicionado ao biorreator novo meio de producdo (sem células) para o inicio da segunda
batelada de 60 a 96 h, depois deste tempo foi retirado e reservado o meio utilizado e
adicionado um novo meio (sem células) dando inicio a terceira batelada de producdo de
CGTase de 108 a 144 h, assim sucessivamente com a quarta (156 a 192 h) e a quinta bateladas

(204 a 240 h) e todas bateladas aconteceram em leito fluidizado.

A imobilizacdo de células microbianas em carvao ativado de 0sso para a producgdo de
enzima, ainda ndo foi reportada na literatura, pois na maioria dos casos este carvao € utilizado
em pesquisas ambientais, como o tratamento de &guas contaminadas por metais pesados ou
corantes, para a decomposicdo de compostos organicos poluentes, entre outros (COSTA et al.,
2007; GUEDES et al., 2007). A Figura 16 mostra os resultados obtidos, a cada batelada, da
atividade de CGTase e a atividade especifica de CGTase durante o tempo de producdo

enzimatica analisada.
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Figura 16 - Atividade de CGTase (circulo) e atividade especifica de CGTase (losango) em fungdo do tempo
de producédo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvéo de 0sso, em cinco bateladas
repetidas de 48 h, sendo que de 0 a 48 h perfaz a 12 batelada, de 60 a 96 h a 22 batelada, e assim
sucessivamente.
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Como exposto na Figura 16, os valores finais da atividade especifica de CGTase (U/mg
proteina) e da atividade de CGTase aumentam a cada batelada. Exemplificando com os
resultados da atividade de CGTase, ao final da 12 batelada em 48 h o valor foi igual a
1,10 U/mL, ao final da 22 batelada em 96 h permaneceu igual, mas nas 32 (144 h), 42 (192 h) e
52 (240 h) bateladas a atividade de CGTase aumenta progressivamente, com o valores iguais a
1,56; 2,8 e 3,0 U/mL, respectivamente. O aumento da atividade enzimética ao longo das
bateladas pode estar associado a maior quantidade de biofilme no carvéo de osso. Letsididi et
al. (2011) estudaram o Bacillus licheniformis tolerante a pHs elevados na producdo de
CGTase em batelada com células livres e sem suplementacdo de ar, de uma B-CGTase, e
verificaram que a maxima atividade enzimética alcangada foi igual a 0,14 U/mL em 48 h.
Quando comparou-se com os resultados obtidos neste trabalho (Figura 16), as atividades de
CGTase alcangadas foram maiores para qualquer batelada,. Verificando-se a importancia da
suplementacdo de ar no meio, como também a importancia da imobilizacdo do micro-

organismo no carvao e a fluidizagdo do leito.

Autores como: Abdel-Naby e colaboradores (2000); Abdel-Naby e colaboradores
(2011); Vassileva e colaboradores (2003) e Atanasova e colaboradores (2009) também
trabalharam com bateladas repetidas e com o micro-organismo imobilizado para a producgéo
de CGTase e uma justificativa apresentada por esses autores foi a necessidade de melhorar as
condicdes de producdo, antes de iniciar uma producdo enzimatica continua ou com um tempo
mais elevado de producdo. Entender e identificar quais sdo os parametros de producdo da
enzima como: agitacdo, aeracdo, vazao minima, pH, entre outros, que podem afetar positiva
ou negativamente, e buscar os limites destes parametros, que devem ser respeitados para uma
melhor producdo de CGTase. Esses autores utilizaram um tempo menor de producédo
enzimética igual a 48 h, porém suficiente para a producdo da enzima e em repetidas vezes
para aumentar a producdo de CGTase e para verificar como a atividade enzimatica comporta-
se com os parametros do meio produtivo. Neste trabalho o objetivo de produzir CGTase em
bateladas repetidas também foi usado com a finalidade de investigar a eficiéncia de B. firmus
cepa 37 para produzir a enzima. Portanto, mesmo que 0 micro-organismo necessite da fase de
adaptacdo celular ao meio e as condig¢Bes de cultivo, comum a todo inicio de producao
enzimatica com células microbianas, o que se concluiu foi que a producdo de CGTase foi
crescente com o tempo e com a sequéncia de bateladas, corroborando o que os autores citados

concluiram.
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Outras andlises também foram investigadas como a variacdo de pH e da concentracédo
de acucares redutores totais durante a fermentacdo que foram correlacionadas com a atividade
de CGTase (Figura 17), para compreender o que ocorre com estes parametros quando as

células do micro-organismo estdo no meio e nas condi¢es de producdo enzimatica pré-

estabelecidas.
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Figura 17 - Atividade de CGTase (circulo), pH (tridngulo) e concentra¢do de agUcares redutores totais
(quadrado) em fung¢do do tempo de produgéo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvao de
0ss0, em cinco bateladas repetidas de 48 h, sendo que de 0 a 48 h perfaz a 12 batelada, de 60 a 96 h a 2@
batelada, e assim sucessivamente.

Na Figura 17 foi possivel verificar o comportamento do pH em cada batelada
comecando elevado entre 11,0 e 10,5 e terminando as bateladas com valores entre 10,0 e 8,8.
O pH foi apenas monitorado e ndo controlado e por isso seu valor depende da degradacédo do
carbonato de sddio, reagente que concede o pH bésico ao meio. Este pH basico é o ideal para
o cultivo do B. firmus cepa 37 (> 9), sua reproducdo e para a producdo de metabolitos e os
valores estdo de acordo com o esperado. Ainda na Figura 17 constatou-se que a concentracéo
de acUcares redutores totais diminui com o tempo, pois 0s agucares, amido utilizado no meio,
sdo consumidos pelos micro-organismos para seu metabolismo. Observou-se ainda que a
variagdo da concentragdo de agUcares foi inversamente proporcional a variagdo da
concentracdo de CGTase, ou seja, 0 B. firmus cepa 37 consome 0s agucares para a producao

da enzima e este perfil pode ser verificado para todas as bateladas, em que os valores de
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atividade de CGTase aumentam, engquanto que os de concentracdo de acUcares redutores totais
diminuem com o tempo. Este perfil também esta de acordo com o esperado, pois o bacilo
consome o amido para realizar suas funcdes e quando este substrato encontra-se em
guantidades menores no meio, 0 micro-organismo, por sua vez, redireciona seu metabolismo
para a sintese de CGTase. A enzima excretada no meio pode ser utilizada Unica e
exclusivamente pelo B. firmus cepa 37, quando necessario. Por isso, 0s maximos valores de

atividade de CGTase foram encontrados ao final de cada batelada.

Comparando-se o0s valores de atividade enzimatica com as células livres e as
imobilizadas, constatou-se que os valores de atividade de CGTase com o B. firmus cepa 37
imobilizado em bateladas repetidas (12 e 22 = 1,10 U/mL; 32 = 1,56 U/mL; 42 = 2,8 U/mL e 5?
= 3,0 U/mL) sdo maiores que as atividades obtidas no ensaio realizado com as células livres
do B. firmus cepa 37 em agitador orbital e sem suplementacdo de ar, que foram iguais a
0,6 U/mL em 48 h e 0,77 U/mL em 96 h de producdo enzimatica. Esses valores de atividade
de CGTase demonstraram que a taxa de aeracdo (1 v/v/m), células imobilizadas no carvao de
0ss0 (7 g) e a melhor agitacdo do meio (leito fluidizado) foram essenciais para este aumento.
Kuo e coautores (2009) estudaram a producdo de CGTase em batelada com o Bacillus sp.
livre no meio sem suplementacdo de ar e verificaram um valor de atividade enzimatica muito
elevada, em torno de 13 U/mL em 15 h, demonstrando que muitas vezes a imobilizagédo
microbiana pode impor barreiras em relacdo a transferéncia de massa, 0 que ndo ocorre
guando a célula esta livre no meio. Porém, as células livres, ndo permitem a producdo em
processo continuo. Moriwaki e colaboradores (2009) estudando a producdo enzimatica,
utilizando células livres de Bacillus sphaericus cepa 41 em batelada, conseguiram maxima
atividade de CGTase em 120 h de apenas 0,048 U/mL. Todas estas comparac¢Ges nos leva a
andlise de que sdo varios os fatores que podem interferir na producdo enzimatica. Segundo
Ibrahim e coautores (2010) a qualidade e a origem do amido utilizado podem interferir na
producéo de enzima, pois 0 mesmo pode aumentar a viscosidade do meio, resultando em uma
mistura imprépria, reduzindo a taxa de transferéncia de massa. Outros fatores sdo a
imobilizacdo, o suporte para a imobilizacdo microbiana e a aeracdo do meio, que podem ser

utilizados a fim de aumentar a producéo enzimatica em um tempo reduzido.

Com o objetivo de melhorar a producdo enzimatica, e com isso aumentar a atividade de
CGTase, foram desenvolvidos ensaios de produgéo em que se explorou diferentes taxas de

aeracdo e quantidades de carvédo de 0sso (Secdo 4.4.3).
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4.4.3. Producdo de CGTase em Unica Batelada com Células Imobilizadas
do B. firmus cepa 37 em Carvao de Osso Bovino

Em virtude da melhora na eficiéncia da producdo de CGTase com o fornecimento de ar, foi
testada uma Unica batelada, porém com um tempo maior de producdo para determinar em qual
tempo a producdo enzimatica é maxima e em qual ocorre a queda de producédo. O inicio do ensaio
obedeceu aos critérios descritos nas Sec¢bes 3.1.1 e 3.1.2 de Materiais e Métodos, com excecao de
que ndo houve a diluicdo do meio utilizado para a imobilizagdo celular e o volume foi de
1200 mL. A producédo de CGTase teve duracéo total de 168 h utilizando suplementacdo de ar de
1 v/iv/im, no frasco contendo o meio de producdo e 7 g de carvdo de 0sso na coluna do biorreator.
Os resultados obtidos de atividades de CGTase encontram-se na Figura 18.
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Figura 18 - Atividade de CGTase (circulo) e atividade especifica de CGTase (losango) em fungdo do tempo
de producéo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvéo de 0sso.

Na Figura 18 observou-se que os valores de atividade enzimatica de CGTase e de atividade
especifica de CGTase sdo crescentes com o tempo até 48 h com pequeno aumento até 84 h,
alcancando valores de aproximadamente 2,7 U/mL e 0,85 U/mg proteina (48 h) e 2,8 U/mL e
0,94 U/mg proteina (84 h). A partir de 84 h, houve diminuicdo de ambas as atividades
enzimaticas, que sofreram recuperacdo parcial ap6s 120 h e terminaram a producdo de CGTase
em 168 h com o valor da atividade de CGTase de 0,6 U/mL e da atividade especifica de CGTase a
0,2 U/mg proteina. O aumento da atividade especifica de CGTase juntamente com a atividade
de CGTase esta de acordo com Vassileva e colaboradores (2005) referindo que este aumento
indica que condigbes de cultura estabelecidos fornece a sintese de proteina e,
consequentemente de enzima. Vassileva e coautores (2003) trabalharam com Bacillus
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circulans imobilizado em agar, em que a producdo de CGTase ocorreu em batelada; os
autores néo utilizaram suplementacdo de ar e em 72 h de producédo analisadas, a atividade de
CGTase alcangou o valor de aproximadamente 0,15 U/mL. No mesmo tempo e utilizando a
suplementacdo de ar de 1v/v/m, a atividade enzimatica no presente trabalho alcancou,

aproximadamente, 3,0 U/mL (Figura 18).

A concentracdo de acUcares redutores totais e os valores de pH também foram
determinados e monitorados durante todo o tempo de producdo de enzima e o perfil obtido

com essas medidas encontram-se na Figura 19.
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Figura 19 - Atividade de CGTase (circulo), pH (tridngulo) e concentra¢do de aglcares redutores totais
(quadrado) em funcéo do tempo de producéo enzimatica com B. firmus cepa 37 imobilizado no carvao de
0SS0.

Com relagdo a concentracdo de acucares redutores, observa-se na Figura 19 uma queda
ao longo do tempo, principalmente nas primeiras 12 h, em que a concentracgéo inicial era igual
a 24 g/L e nas primeiras horas diminuiu para 9 g/L de acUcares redutores totais e foi
reduzindo até proximo de zero em 168 h analisadas. Este perfil esta de acordo com o
esperado, ou seja, o B. firmus cepa 37 consumiu 0 aglcar presente para 0 Seu crescimento,
reproducdo, producdo enzimatica e para outras sinteses. Em relacdo ao pH, os valores

variaram de 11 (Oh) até 9,3 (168 h) e também permaneceram com 0 comportamento
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esperado, pois estes valores de pH estdo acima de 9, que é o ideal para o cultivo do micro-
organismo e para a CGTase, visto que de acordo com Dixon e Webb (1979), pelo fato de as
enzimas serem proteinas, o carater i6nico dos grupos amino e carboxilicos da proteina é

afetado pelas mudancas de pH.

Valores proximos de atividade de CGTase em torno de 2,8 U/mL foram encontrados no
ensaio em bateladas repetidas, com as células também imobilizadas na mesma quantidade de
carvao (7 g) e com a mesma taxa de aeracdo (1 v/v/m), mas somente na 4% batelada (192 h)
(Figura 16), entdo conclui-se que a producdo de enzima em uma Unica batelada de 84 h foi
melhor, pois em bateladas repetidas de 48 h precisou de quatro bateladas ou 192 h para obter
a mesma atividade de CGTase. Assim, para 0s proximos ensaios com as células imobilizadas
em diferentes quantidades de carvao e taxas de aeracdao optou-se em trabalhar com uma Gnica
batelada de 120 h, pois com este tempo seria possivel determinar 0 méximo e o minimo da

producdo de CGTase.

4.4.4, Estudo de Quantidades de Carvao de Osso Bovino e de Taxas de
Aeracdo para a Producdo de CGTase por Células Imobilizadas de B.
firmus cepa 37

Iniciaram-se 0s ensaios com um estudo de planejamento de experimento analisando
diferentes taxas de aeracdo e quantidades de carvdo que poderiam ser testadas, a partir dos
resultados alcancados nos ensaios anteriormente realizados. Portanto, sabia-se que a
quantidade de 7 g de carvao de 0sso e o tempo de 24 h foram suficientes para a imobilizacédo
do micro-organismo, como também se verificou que a taxa de aeracdo de 1 v/v/m foi eficaz
no cultivo do Bacillus para a producdo de CGTase. Assim, decidiu-se testar uma quantidade
maior de carvao de 0sso (14 g) e uma menor (3,5 g), assim como uma taxa de aeragédo maior

(2 v/ivim) e uma menor (0,5 v/iv/im).

Os resultados de producdo de CGTase estdo agrupados em relagdo a quantidade de
carvdo de 0sso, ou seja, as atividades de CGTase obtidas para os ensaios realizados com a
quantidade de carvao igual a 3,59 e para as trés taxas de aeracdo (0,5; 1 e 2 v/v/im)
encontram-se na Figura 20. Para a quantidade de carvéo de osso de 7 g, na Figura 21 e para

14 g de carvéo de 0sso na Figura 22.
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Figura 20 - Atividade de CGTase em fun¢do do tempo de produg¢do enzimatica com B. firmus cepa 37
imobilizado em 3,5 g de carvéo de 0sso e taxas de aeragéo de 0,5; 1; 2 v/iv/m.
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Figura 21 - Atividade de CGTase em fun¢do do tempo de produgdo enzimatica com B. firmus cepa 37
imobilizado em 7 g de carvéo de 0sso e taxas de aeracéo de 0,5; 1; 2 v/iv/im.
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Figura 22 - Atividade de CGTase em fun¢do do tempo de produg¢do enzimatica com B. firmus cepa 37
imobilizado em 14 g de carvéo de 0sso e taxas de aeragéo de 0,5; 1; 2 v/iv/m.

Comparativamente, as maiores atividades de CGTase obtidas nas Figuras 20, 21 e 22 ao
final de 120 h de producéo, foram nos ensaios utilizando 7 e 14 g de carvao de 0sso e a maior
taxa de aeracdo igual a 2 v/iv/m, com valores iguais e proximos de 2,5 U/mL. Ou seja, a
producdo de CGTase foi mais eficiente utilizando a maior taxa de aeracdo do planejamento de
experimentos com duas quantidades de carvado: a maior (14 g) e a intermediaria (7 g).
Verificou-se também que a maior atividade de CGTase igual a 1,8 U/mL da Figura 20
utilizando 3,59 de carvdo foi obtida com taxa de aeracdo mais elevada de 2 v/v/m,
semelhante aos dois outros ensaios com 7 e 14 g. Portanto, constatou-se que 0 aumento do
fornecimento de ar com a finalidade de melhorar a producdo da CGTase com o B. firmus cepa
37 imobilizado foi importante para as trés quantidades de carvdo de 0sso, pois as maiores
atividades enzimaticas foram com a maior taxa de aeracdo independente das quantidades de
carvao usadas. Kunamneni e colaboradores (2007) utilizando o Bacillus sp., para a producgéo
de CGTase, imobilizado em alginato de calcio e aplicado em reator do tipo airlift, testaram
taxas de aeracdo entre 0,5 e 3 v/v/m e relataram que a atividade enzimatica foi mais elevada
com a taxa de aeracdo de 2 v/v/m, como ocorreu neste trabalho. Os autores Pinto e
colaboradores (2011) avaliaram os efeitos de diferentes taxas de aeracdo e agitacdo e

concluiram que estes parametros sao fatores decisivos para o crescimento microbiano e para a
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producdo enzimatica e completaram ainda que a combinacdo de condi¢cdes moderadas de

aeracdo e velocidade de agitacdo possibilitam alta atividade enzimatica.

Por outro lado, verificou-se que a quantidade de carvao também foi importante para o
aumento das atividades de CGTase, pois acrescentando carvdo de 0sso ao biorreator
aumentou-se a area superficial para a imobilizacdo dos micro-organismos. Isto pode ser
comprovado quando os valores das atividades de CGTase obtidas com 3,5 g de carvao foram
comparadas com as outras quantidades de carvao utilizadas , em que os valores mais altos de
atividade de enzima, ao final da producdo de 120 h, foram nos ensaios realizados com 7 e
14 g de carvéo de 0sso. Ou seja, alcangou-se atividades de CGTase de aproximadamente 1,8;
1,4e1U/mL (2;1e0,5v/vim) utilizando-se 3,5 g de carvéo de osso (Figura 20); para 7 g as
atividades de enzima foram préximas a 2,5; 1,1 e 0,6 U/mL (2; 1 e 0,5 v/iv/Im) (Figura 21); e
por fim as atividades de CGTase iguais a 2,5; 2 e 0,7 U/mL (2; 1 e 0,5 v/iv/im) com 14 g de

carvao de o0sso (Figura 22) para as taxas de aeracdo de 2; 1 e 0,5 v/v/m, respectivamente.

Atanavosa e colaboradores (2009) realizaram a imobilizacdo de Bacillus
pseudalcaliphilus 20RF e Bacillus pseudalcaliphilus 8SB, para a producdo de CGTase, em
agar gel contendo magnetita e os valores de atividade de CGTase obtidos foram 0,14 e
0,2 U/mL, respectivamente, muito abaixo dos encontrados neste trabalho. Atanasova e
coautores (2011) caracterizaram e purificaram a CGTase da cepa B. pseudalcaliphilus 20RF e
verificaram atividade enzimatica muito baixa de aproximadamente 0,007 U/mL para o extrato
bruto, com a producdo da enzima utilizando células do micro-organismo livres no meio.
Depois da purificacdo da CGTase alcancou a atividade de 0,66 U/mL, préximo aos valores

minimos encontrados em neste trabalho para a enzima sem ser purificada.

Um fato importante, que pode ter contribuido para maiores atividades de CGTase foi a
minimizacdo das limitacGes difusionais, j& que a imobilizacdo microbiana ocorreu na
superficie do carvdo de o0sso. Abdel-Naby e coautores (2011) relataram que a imobilizagdo
celular, nos poros da matriz, pode impor barreiras difusionais, que sdo problemas néao
encontrados na producdo enzimatica com células livres. Porém, esses autores trabalharam
com matrizes porosas como a quitosana, alginato de calcio e agar, que podem
verdadeiramente comprometer a transferéncia de massa. Pazzetto e colaboradores (2011)
também reportaram que em granulos de alginato as limitaces de transferéncia de massa sao

mais severas, porém isto ndo foi observado com a esponja vegetal, onde 0s mesmos autores
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imobilizaram B. firmus cepa 37 com producdo de CGTase de 0,08 U/mL. De acordo com 0s
mesmos autores, a esponja é altamente porosa e permite uma melhor distribuicdo celular,
semelhante ao que ocorre em uma imobilizacdo de micro-organismos na superficie de uma

matriz porosa.

Outra discusséo dos resultados de atividade de CGTase, mostrados nas Figuras 20, 21 e
22, para 3,5; 7 e 14 g de carvéo de o0sso e 0,5; 1 e 2 v/iv/m de taxa de aeracdo foi feita em
relacdo a importancia da quantidade de carvao de o0sso e do fornecimento de ar em funcédo do
tempo. Ou seja, utilizando-se 3,5 g de carvdo (Figura 21) observou-se que as diferentes
aeracdes ndo interferiram nas primeiras 24 h na atividade de CGTase, apenas entre 24 e 36 h e
ja no final da producdo entre 108 e 120 h, as taxas de aeragdo de 0,5; 1 e 2 v/v/m foram
significativas nas atividades de CGTase, pois entre 36 e 108 h as atividades de CGTase foram
semelhantes e ndo houve aumentos expressivos dos valores neste intervalo. Este
comportamento foi an&logo ao que ocorreu com 0s outros ensaios utilizando 7 g (Figura 21) e
14 g (Figura 22), pois no comeco da produgdo sempre ha um periodo de adaptagdo dos micro-
organismos ao meio e condi¢des, em gque ndo ha producdo de CGTase, depois hd um aumento
exponencial da atividade da enzima seguida da estabiliza¢do nos valores e novo aumento da
producdo enzimatica até 120 h. Apenas no ensaio com 14 g e 0,5 v/v/m, nédo foi caracterizado
este aumento no final da produgdo, mas sim a queda na atividade de CGTase, que pode ter
ocorrido pela baixa taxa de aeracdo que ndo foi suficiente para a manuten¢do dos micro-
organismos imobilizados no carvao e para a continua producdo de CGTase. Porém, na maioria
dos ensaios 0 que se observou foi que a atividade da enzima alcangou valores mais altos ao

final do tempo de producdo de 120 h.

De acordo com Abdel-Naby e colaboradores (2011); Vassileva e colaboradores (2005,
2003) e Jamuna e colaboradores (1993), 0 que se esperava era uma atividade enzimatica, em
termos de producdo de CGTase, crescente no inicio do processo e entdo, estabilizacdo da
producdo por um periodo ou ciclos, e posterior decréscimo na atividade. Porém, em 120 h de
producdo investigada a atividade enzimética poderia ainda estar no seu periodo de avango e so
depois deste tempo de 120 h a atividade de CGTase poderia diminuir, revelando o perfil que
0s autores citados acima observaram. Como a atividade enzimatica so foi analisada até 120 h
ndo se pode afirmar que o perfil de producdo enzimatica em batelada com o reator de leito
fluidizado e B. firmus cepa 37 imobilizado em carvéo de osso foi diferente de outras

producdes enzimaticas ja publicadas.
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Outra hipotese interessante, € que se a atividade enzimatica atinge seu valor maximo em
120 h, ou seja, ao final do tempo de produgdo analisado, pode-se dizer que essa alta atividade
esteja relacionada com a baixa concentracdo de substrato do meio alcangada no final do teste.
Isto €, 0o micro-organismo consome o amido para realizar suas funcGes metabdlicas e de
reproducdo, quando este substrato encontra-se em quantidades menores no meio, 0 micro-
organismo, por sua vez, redireciona seu metabolismo para a sintese de CGTase, que excretada
no meio, pode ser utilizada Unica e exclusivamente pelo B. firmus cepa 37, como fonte de
nutriente, quando necessario. Por isso, 0s maximos valores de atividade de CGTase

encontrados no final do tempo de producao.

Outro fato importante observado por Martins e colaboradores (2003b) foi a inibicdo da
atividade de CGTase por CDs formadas, durante a reacdo de ciclizacdo de CGTase. Moriwaki
e coautores (2009) confirmaram esta possibilidade, quando estudaram diferentes
concentragdes de CDs no meio de producdo e verificaram inibicdo de enzima CGTase em
todas as concentracgdes testadas.

Foram analisados também, os resultados de atividade especifica de CGTase, que foram
obtidos com os dados das concentracdes de proteinas sollveis no meio e com os valores das
atividades de CGTase alcangados durante 120 h e que também foram agrupados em relagdo as
guantidades de carvao de 0sso e estdo apresentados nas Figuras 23 (3,5 ), 24 (7 g) e 25 (14 g)

paras as taxas de aeracdo iguais a 0,5; 1 e 2 v/v/im.
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Figura 23 - Atividade especifica de CGTase em funcdo do tempo de producdo enzimatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 3,5 g de carvao de 0sso e taxas de aeragdo de 0,5; 1; 2 v/v/im.
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Figura 24 - Atividade especifica de CGTase em fun¢ao do tempo de producéo enziméatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 7 g de carvao de 0sso e taxas de aerac¢do de 0,5; 1; 2 vivim.
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Figura 25 - Atividade especifica de CGTase em fungao do tempo de produgdo enzimatica com B. firmus
cepa 37 imobilizado em 14 g de carvao de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1; 2 v/ivim.

Como se observa nas Figuras 23, 24 e 25 a atividade especifica de CGTase aumenta

com o tempo de producdo e apresenta perfil semelhante a producdo da enzima (Figuras 20, 21
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e 22), pois depende da atividade de CGTase. Depende também da concentracdo de proteinas
soluveis, que diminui com o tempo, pois 0S micro-organismos consomem as proteinas
presentes no meio para o seu metabolismo, porém de acordo com Atanasova e colaboradores
(2009), a CGTase € uma enzima extracelular e a atividade especifica de CGTase
(U/mg proteina) mostrou que parte da proteina total foi enzima. Muitas vezes o que fica
estabelecido é que altas quantidades de atividade de CGTase (U/mL), na presenca de elevadas
quantidades de proteinas totais pode significar menores quantidades de atividade especifica,
isto €, menos enzima estard no meio de producdo. Entretanto, as concentracfes de proteinas
solveis diminuiram com o tempo e a producdo enzimatica aumentou, assim os valores de

atividade especifica de CGTase também aumentaram.

As concentracdes de acUcares redutores totais e o pH também foram monitorados e 0s
resultados encontram-se nas Figuras 26, 27 e 28, para 3,5; 7 e 14 g, respectivamente, nas trés

aeracoes testadas (0,5; 1 e 2 v/iv/im).

25

--lk- ART: 3.5 gH03 viv/m

15 1

Concentragdo de Apicares Redutorey
Totain "ART" (g/L)
pll

-

+ A g

10 .x-"*'"*-—-x—--*..*--.x..-.”..")@..-*__-! --¥-- pH: 35 gHlvivim

36 48

60

1 8 9 102 120

Tempo de produgio (h)

--4-- ART:3 5 gtl vv/m
--l- ART: 3.3 22 vv/m
--4- pH- 35 205 wvim

-3 - pHE 3 m2vivim

Figura 26 - Concentragéo de agUcares redutores totais e pH em funcéo do tempo de producao enzimatica
com B. firmus cepa 37 imobilizado em 3,5 g de carvéo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1; 2 v/v/im.
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Figura 27 - Concentracéo de aglcares redutores totais e pH em fun¢éo do tempo de produ¢do enzimatica
com B. firmus cepa 37 imobilizado em 7 g de carvéo de 0sso e taxas de aeracdo de 0,5; 1; 2 v/iv/im.
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Figura 28 - Concentracgdo de agUcares redutores totais e pH em fungdo do tempo de producéo enzimatica
com B. firmus cepa 37 imobilizado em 14 g de carvao de 0sso e taxas de aeragdo de 0,5; 1; 2 v/iv/im.

Com relacdo a concentracdo de agUcares redutores totais, observou-se uma queda ao

longo do tempo iniciando em 20 g/L e terminando a producdo com aproximadamente 15 g/L,

para todos 0s ensaios, como se verificou nas Figuras 26, 27 e 28. Este perfil esta de acordo

com o esperado, ou seja, 0 B. firmus cepa 37, estd consumindo o agucar presente para 0 seu
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crescimento, reproducdo, producdo enzimatica e para outras sinteses realizadas pelo micro-
organismo. Avaliando os valores de pH, constatou-se que permaneceram em uma faixa
alcalina variando entre 11 e 9,5, durante toda a producdo e para todos os ensaios. Este
comportamento esteve de acordo com o esperado, ja que é conhecido que para o B. firmus,
cepa 37 o pH 6timo do meio situa-se acima de 9 (MATIOLI, 1997).

4.4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

A Figura 29 ilustra as analises de microscopia eletronica de varredura realizadas, com a
finalidade de complementar a caracterizacdo do carvdo de 0sso, nas amostras sem células
microbianas imobilizadas e com B. firmus cepa 37 imobilizado para a condicdo de producéo

de CGTase que utilizou 7 g de carvéo e 0,5;1 e 2 v/v/m de taxas de aeracao.

Figura 29 - Analises de microscopia eletrénica de varredura (x 1000) das particulas de carvéo de 0sso sem
células microbianas imobilizadas (A); Carvao de 0sso com células microbianas imobilizadas em diferentes
taxas de aeracdo: 0,5 v/iv/im (B); 1 vivim (C) e 2 viv/im (D).
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A microscopia da particula de carvao ativado de osso (Figura 29 A) mostra grande
quantidade de rugosidades e também microporos. A microporosidade do carvdo esta de
acordo com o valor do didmetro médio dos poros encontrado em nesta pesquisa (89,85 A ou
0,008985 x 10 pm), pois os poros sdo classificados como microporos valores de poros
menores que 2 nm ou 2 x 10° mm. Além disso, as microscopias das bioparticulas (carvao de
0sso + células microbianas imobilizadas) (Figuras 29 B, C e D) mostram micro-organismos
com formato semelhante a bastonetes, provavelmente B. firmus cepa 37, aderidos ao carvéo
ativado de 0sso (partes escuras), comprovando o sucesso do processo de imobilizacdo celular.
Portanto, considerando-se que o didmetro dos poros do carvdo € muitas vezes menor que a
bactéria em estudo (bastonetes de 0,5 pm x 5 pm), concluiu-se que a possibilidade de B.
firmus cepa 37 ficar aderido no interior dos poros do suporte foi remota, a ndo ser na presenca
de rugosidades no carvdo de 0SSO em que 0S micro-organismos possam se acomodar, se
reproduzir e produzir enzima. Isto significa que a imobilizacdo da maioria das células

microbianas ocorreu por adsorcao na superficie do carvéo ativado de 0sso.

4.4.6. Planejamento Fatorial e Superficie de Resposta

A influéncia das variaveis independentes: quantidades de carvdo de 0sso e das taxas de
aeracdo sobre a varidvel dependente: atividade de CGTase, também foram analisadas por um
planejamento de experimentos 32, ao final da producdo em 120 h e o projeto fatorial esta na
Tabela 10.

Tabela 10 - Planejamento de experimento com duas variaveis independentes: quantidades de carvao de
0ss0 e taxas de aeracao e trés niveis e a variavel resposta: atividade de CGTase.

Ensaios Variaveis independentes | Variavel dependente
Carvao de 0sso Taxa de aeracao Atividade de CGTase
(@) | Niveis | (viv/m) | Niveis (U/mL)
1 3,5 -1 0,5 -1 1,00
2 3,5 -1 1 0 1,40
3 3,5 -1 2 1 1,80
4 7 0 0,5 -1 1,10
5 7 0 1 0 0,50
6 7 0 2 1 2,50
7 14 1 0,5 -1 0,70
8 14 1 1 0 2,00
9 14 1 2 1 2,50
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A partir da identificacdo das varidveis independentes e da varidvel resposta ou
dependente (Tabela 10) foi possivel realizar os calculos do planejamento de experimentos, em
que a significancia estatistica do modelo quadratico proposto foi determinada pelo F-valor
(Tabela 11), que por sua vez, indica a influéncia ou nao das variaveis independentes (carvao
de 0sso e aeracdo) testadas, sobre a variavel resposta (atividade de CGTase) (RAUF et al.,
2008).

Tabela 11 - Analises de variancia (ANOVA) dos efeitos da quantidade de carvao de 0sso e da taxa de
aeracdo na atividade de CGTase baseada no modelo quadratico.

Fatores Somados Grausde Meédiados Estatistica, |
guadrados liberdade quadrados F p-valor
X, carvao de 0sso 0,2078 1 0,2078 0,5410 0,5152
X2 0,0402 1 0,0402 0,1047 0,7674
y, taxa de aeracéo 2,7896 1 2,7896 7,2626 0,0741
v 0,0116 1 0,0116 0,0303 0,8727
Xy 0,1543 1 0,1543 0,4018 0,5711
X + X° 0,2926 2 0,1463 0,3809 0,7121
y + 2,9733 2 1,4866 3,8704 0,1476
(X+x) * (y+y?) 0,1543 1 0,1543 0,4018 0,5711
Erro 1,1523 3 0,3841
Total 4,4000 8

Verificou-se pela Tabela 11 que a quantidade de carvdo de 0sso nao € significativa, mas
a taxa de aeracdo é significativa para 90 % de confianca, pois p-valor < 0,1 com Feaiculado
(7,57) > Fiapelado (4.19), portanto o modelo estimado ajustou-se adequadamente aos dados
experimentais. Porém o coeficiente de determinagéao R? do modelo foi igual a 0,74, indicando
que 26 % do total da variagdo ndo foram explicadas pelo modelo. No entanto, uma variagéo
aproximada foi considerada no desvio padrdo (10-20 %) dos dados experimentais
apresentados nas Figuras 21, 22 e 23, confirmando pelo planejamento de experimentos que
este valor do desvio estava correto. Com a andlise de variancia realizada da atividade de
CGTase (Tabela 11) foi possivel obter os termos da equacdo do modelo de segunda ordem,

descrita pela Equacéo 4.1.

z=+1,18-0,127x + 0,05x? + 0,107y + 0,155y? + 0,048xy (4.1)
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Os coeficientes positivos da Equacdo 4.1, isto é: o coeficiente quadratico da
quantidade de carvdo de osso (0,05x%), coeficientes linear e quadrético da taxa de aeracéo
(0,107y e 0,155y?) e a interacdo dessas duas variaveis (0,048xy) aumentam a atividade de
CGTase, ja o coeficiente negativo da equacdo (coeficiente linear da quantidade de carvéo de
0ss0) indicaria efeito inibitorio (RAUF et al., 2008; BLANCO et al., 2011). Assim, 0 modelo
estatistico revela que aumentando todas as varidveis, exceto a quantidade de carvao de osso de
forma linear, haver4 um aumento nos valores da atividade enzimatica para o ponto de 120 h.
Mas como o coeficiente de y? (taxa de aeracdo quadrética) foi o maior (0,155) e valor de F
(Tabela 11) para a aeracdo também foi o maior valor (7,26), a varidvel independente taxa de
aeracdo foi a que possuiu maior efeito na atividade de CGTase. Além disso, esses efeitos na
atividade de CGTase dos fatores examinados (carvdo de 0sso) e (aeracéo), de acordo com o

planejamento de experimentos 3, também foram analisados estatisticamente e os resultados
estdo na Tabela 12.

Tabela 12 - Anélise estatistica dos efeitos estimados do planejamento de experimentos 3

Fatores Erro padrdo Coeficiente t-valor p-valor
Meédia / interacdo 0,210412 1,594931 7,580040  0,004763
X, carvao de 0sso 0,510375 0,187713 0,735587  0,515274

X 0,446283 -0,072222  -0,323661 0,767445
y, taxa de aeracgéo 0,510375 0,687713 2,694930 0,074104
Y 0,446283 -0,038889  -0,174279 0,872743
Xy 0,597632 0,189413 0,633880 0,571189

Os valores de t, mostrados na Tabela 12, positivos para o efeito na atividade de CGTase
sdo as varidveis: carvao de 0sso e taxa de aeracdo (coeficientes lineares x e y), como também
a interagdo entre esses dois fatores (xy) e a media. O t-test € uma avaliacdo da probabilidade
de encontrar o efeito observado e qual € a importancia numeérica (AHMED e EL-REFAI,
2010), ou seja, nestes experimentos a variavel com o intervalo de confianca maior que 90 %,
ou com o p-valor menor que 0,1 serd significativa e para este planejamento a variavel taxa de
aeracdo foi significativa com o t-valor igual a 2,69. Esses efeitos descritos pelo t-valor foram
dimensionados de acordo com a sua importancia e o grafico de pareto (Figura 30) construido
no software Statistica 7.1 possibilitou a visualizacao.
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Figura 30 - Efeito da quantidade de carvéo e da taxa de aeracéo na atividade de CGTase produzida por B
firmus cepa 37 imobilizado em carvao de osso, baseado nos resultados do planejamento 3%

Como exposto na Figura 30 a taxa de aeragéo (y), como um dos coeficientes lineares da

equacdo do modelo quadratico, foi confirmada como a varidvel com efeito mais importante

(p-valor < 0,1). O segundo efeito mais importante é a quantidade de carvao de 0sso (y), porém
néo ficou dentro do limite de confianga de 90 %.

A Figura 31 apresenta a curva de superficie de resposta para a varia¢do na atividade de
CGTase.
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Figura 31 - Superficie de resposta mostrando o efeito simultédneo da quantidade de carvao e da taxa de
aeracdo na atividade de CGTase, baseado nos resultados do planejamento 32,
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Ao utilizar a superficie de resposta, a interacdo das duas variaveis independentes
tornou-se mais facil de ser compreendida, pois na Figura 31 foi possivel visualizar que 0s
aumentos da taxa de aeracédo de 0,5 v/v/m para 2 v/v/m, assim como da quantidade de carvéo
de osso de 3,5¢ para 14 g contribuiram para a elevacdo da atividade de CGTase e
consequentemente maior producdo da enzima no meio. Assim, o modelo estatistico revelou
que aumentando todas as variaveis independentes havera um aumento nos valores da
atividade enzimatica para o ponto de 120 h. Ou seja, além do planejamento de experimentos
ratificar que a taxa de aeracdo € a variavel que mais afetou a producdo de CGTase, mostrou
gue a quantidade de carvdo de 0sso também teve sua importancia estatistica, pois com o
aumento do carvdo de 0sso também houve acréscimo na atividade enzimatica. Entdo, como a
quantidade de carvéo teve sua importancia na producdo de enzima, e como B. firmus cepa 37
€ 0 Unico produtor da enzima no meio, concluiu-se que 0s micro-organismos produtores
foram os que se encontravam imobilizados no carvdo de 0sso. Ou seja, 0S micro-organismos
imobilizados tiveram mais importancia na producéo de CGTase do que as células microbianas
que sofreram dessorcdo e que estavam livres em suspensdo. De fato, Atanasova e
colaboradores (2009) comprovaram esta afirmacdo, pois os mesmos autores trabalharam com
a imobilizacdo microbiana em membranas poliméricas e verificaram, que havia liberacdo de
células do suporte para 0 meio, como ocorreu nesta pesquisa. Uma vez que a imobilizacdo do
B. firmus cepa 37 ocorreu através da adsorcdo, ficaram as células aderidas mais na superficie da
particula do que nos poros do carvdao. Com isso as células do micro-organismo ficaram mais
expostas aos estresses do processo, ou seja, devido ao préprio leito fluidizado aplicado e as fracas
ligagBes entre o0 micro-organismo e o carvado de 0sso, houve dessor¢do de uma parte das células,
que ficaram suspensas no meio e que possivelmente também foram responsaveis pela producéo de
CGTase. Porém, 0os mesmos autores constataram que as células liberadas foram células
vegetativas, encontradas no inicio da fase de crescimento exponencial, e que ndo poderiam
realizar a sintese de enzima, ao contréario das células cultivadas livres no meio, nas mesmas
condicgdes, em que predominam as células na fase final do crescimento exponencial. Além
disso, a maior quantidade de carvao possibilitou 0 aumento da area superficial disponivel para

a imobilizagdo celular microbiana.

Portanto, com a conclusdo que maiores quantidades de carvdo de 0sso e taxas de
aeracdo poderiam aumentar a producdo de CGTase, realizou-se um ensaio em que a
quantidade de carvdo de osso utilizada foi de 28 g e a aeracdo foi de 4 v/v/im, ou seja,

duplicaram-se os maiores valores usados anteriormente de carvdo (14 g) e taxa de aeragéo
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(2 vivim). Os resultados obtidos de atividade de CGTase nao foram diferentes dos melhores
valores alcancados com 14 g e 2 v/iv/m, porém esses resultados foram obtidos muito mais
rapidamente, ou seja, para conseguir a atividade de CGTase aproximada dos outros ensaios
(= 2,5 U/mL) foi necessario apenas 60 h de producdo e ndao 120 h. No entanto, como este
ensaio (28 g e 4 v/v/im) foi realizado uma Unica vez, ha a necessidade de um planejamento de
experimentos com quantidades maiores de carvdo e aeragdo, para a confirmagdo dos
resultados e para determinar qual ou quais as quantidades de carvdo de 0sso e taxas de

aeracdo sdo ideais para uma alta producdo de CGTase em um menor tempo.

O ensaio (28 g e 4 v/v/m) possibilitou concluir que tanto a quantidade de carvéo de 0sso
e de aeracdo utilizados nos ensaios anteriores (com 3,5, 7 e 14 g de carvdo e 0,5, 1 e 2 v/v/im
de aeracdo) ndo foram suficientes para a producdo de CGTase em um tempo menor que 120 h,
Além disso, mediu-se com o auxilio de um medidor de oxigénio dissolvido (oximetro) a
porcentagem de saturacdo de oxigénio no meio de producdo que estava em 0 %. Foram
sugeridas duas possibilidades para o ocorrido: 1) todo o oxigénio do ar fornecido para o meio
estava sendo consumido pelos micro-organismos ou 2) o ar bombeado ndo estava sendo
dissolvido eficientemente no meio, dificultando a transferéncia de oxigénio do meio para 0s
micro-organismos. Uma alternativa para melhorar a quantidade de oxigénio dissolvido no
meio, sem alterar a vazdo de ar, seria 0 uso de difusores de ar, que aumentariam a
concentracdo de O,. Assim, com mais oxigénio dissolvido no meio a transferéncia de massa
para as células imobilizadas no carvdo de osso dentro da coluna poderia ser melhorada,
impulsionando a producéo de CGTase e reduzindo o tempo de obtencdo de uma alta atividade

enzimatica.

Gawande e Patkar (2001) estudaram a producdo de CGTase com Klebsiella pneumoniae
AS-22, utilizando a combinacao de agitacdo e aeracdo, e concluiram que a sintese de CGTase
foi melhor em niveis elevados das duas variaveis. Todavia, ndo se pode utilizar uma taxa de
aeracdo muito elevada, ou melhor, ndo se deve saturar demais 0 meio com oxigénio
dissolvido, pois de acordo com Blanco e colaboradores (2011) e Moriwaki e colaboradores
(2009) a aeragdo pode favorecer o crescimento microbiano em detrimento da produgdo de
CGTase, pois 0 acumulo de células na superficie do suporte forma biofilmes, dificultando a
transferéncia de substrato e oxigénio para as células nas camadas interiores do biofilme e

assim, restringindo a produg&o enzimatica.
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Estes resultados podem ser usados em trabalhos futuros, pois a reducdo do tempo de
producdo de CGTase para 60 h e a atividade enziméatica alcancada de 2,5 U/mL séo
implicacdes que tornaram o processo efetivo para a produgéo da enzima.

As consideracdes finais da pesquisa incluiram o estudo da producdo de CGTase com
células livres de B. firmus cepa 37 em agitador orbital e sem aeracdo alcangou atividade
enzimética de 0,77 U/mL em 96 h. Além disso, esta producdo foi importante, pois se
identificou a fase de crescimento microbiano (entre 12 e 72 h) e que permitiu estabelecer um
tempo de imobilizacdo do micro-organismo no carvao de o0sso de 24 h. Porém, antes da
imobilizacdo do B. firmus cepa 37 no carvéo de osso foi realizada a caracterizagao do suporte,
o qual apresentou area superficial especifica de 123,5 m?/g, volume total dos poros igual a
0,277 cm®/g e diametro médio dos poros de 89,85 A (0,008985 x 10 pm). Considerando-se
gue o diametro dos poros do carvao € muitas vezes menor que a bactéria em estudo (0,5 pum x
5,0 um), concluiu-se que a imobilizacdo da maioria das células microbianas ocorreu por
adsorcdo na superficie do carvao ativado de 0sso, 0 que pode ser comparado pela microscopia
eletrbnica de varredura. E para uma melhor compreensdo do comportamento da CGTase na
presenca do carvao de 0sso, foi efetivado o estudo de adsorc¢do da enzima no carvao e mostrou
que essa ndo € adsorvida no mesmo assim, foi possivel quantificar a enzima produzida pelo

micro-organismo, ja que essa permanecia em solucéo.

Com as caracterizacdes do carvao de 0sso e do leito fluidizado foi possivel estudar a
producdo de CGTase com o micro-organismo imobilizado em carvao de osso (7 g), taxa de
aeracdo de 1 v/v/m, em bateladas repetidas e biorreator de leito fluidizado. Mostrou que a
producdo foi crescente com o tempo e com a sequéncia de bateladas. Assim, nas 32 (144 h), 42
(192 h) e 5?7 (240 h) bateladas, as atividades de CGTase aumentaram progressivamente, com
valores iguais a 1,5; 2,8 e 3,0 U/mL. Entdo, mesmo que 0 micro-organismo necessite da fase
de adaptacéo celular ao meio e as condicOes de cultivo, esta adaptacdo em bateladas repetidas
foi mais rapida. Estudo de producdo enzimatica realizado em uma Unica batelada com um
tempo de 168 h e mostrou que a maxima atividade de CGTase (2,8 U/mL) ocorreu entre 0s
tempos de 48 e 84 h. Por isso, ensaios com as células imobilizadas em diferentes quantidades

de carvao de 0sso e taxas de aeracdo foram realizados com uma Unica batelada de 120 h.

Objetivando melhorar a atividade de CGTase no meio foram realizadas producdes da

enzima em trés quantidades avaliadas de carvao de 0sso (3,5; 7 e 14 g) e trés taxas de aeracao
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(0,5; 1 e 2v/vim). Estes ensaios revelaram que os aumentos da taxa de aeracdo e da
quantidade de carvdo de osso contribuiram para a elevagdo da atividade de CGTase. O
modelo estatistico empregado serviu para ratificar que além da taxa de aeracao ser a variavel
que mais afetou a producédo de CGTase, mostrou também que a quantidade de carvao de 0sso
teve sua importancia estatistica, pois com o0 aumento da massa de carvao de 0sso no biorreator
houve acréscimo na atividade enzimatica. Portanto, foi realizado um ensaio utilizando 28 g de
carvdo de o0sso e aeracdo de 4 v/v/m, com a finalidade de alcangar a maxima atividade de
CGTase. A tentativa revelou que os maiores valores das variaveis independentes néo
aumentaram a atividade de CGTase, mas diminuiram o tempo de producdo para 60 h. O
resultado encontrado sugere que 0 processo de producdo de CGTase pode se tornar mais

econdmico, pois é possivel reduzir o tempo de producéo pela metade.

As conclusdes indicaram que foi possivel a producdo de CGTase com altos valores de
atividade enzimaética, porém mais estudos em relacdo a diferentes quantidades de carvao de
0ss0 e de taxas de aeracdo devem ser feitos, para encontrar as condi¢fes ainda mais eficientes

para a producdo da enzima.
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5. CONCLUSOES

O objetivo principal da pesquisa foi atingido, pois foi possivel a producdo de CGTase
em batelada, com biorreator de leito fluidizado, utilizando o B. firmus cepa 37 imobilizado em

carvao ativado de 0sso bovino, um suporte inovador para esta finalidade.

Além disso, verificou-se no estudo utilizando diferentes quantidades de carvao de 0sso
(3,5; 7 e 14 g) e de taxas de aeracdo (0,5; 1 e 2 v/v/im), que a quantidade intermediaria de
carvao de 0sso (7 g) utilizando a méaxima taxa de aeracdo (2 v/v/m), foi 0 ensaio que obteve
valores de atividade de CGTase mais significativos, ou seja, atividade enzimética de
1,75 U/mL em 96 h. Em contraste, para 0s ensaios com 0 micro-organismo livre no meio e
sem aeracdo, a atividade de CGTase foi de 0,7 U/mL em 96 h, portanto concluiu-se que: a
aeracdo, a imobilizacdo do bacilos no carvao de 0sso e 0 uso do biorreator de leito fluidizado

foram fundamentais para o0 aumento da atividade enzimatica.

E ainda, o planejamento de experimento realizado com as trés quantidades de carvao de
0SS0 e com as trés taxas de aeracdo no final da producdo (120 h) confirmou que a taxa de
aeracao € a variavel que mais afetou a producdo de CGTase, mas mostrou que a quantidade de

carvao de 0sso também teve sua importancia estatistica.

O ensaio realizado utilizando 28 g de carvéo de 0sso e aeracdo de 4 v/v/m, revelou que
0s maiores valores das variaveis independentes ndo aumentaram a atividade de CGTase, mas
diminuiram o tempo de producdo para 60 h. O resultado encontrado sugere que 0 processo de
producdo de CGTase pode se tornar mais econémico, pois é possivel reduzir o tempo de

producdo pela metade.

Esta pesquisa mostrou que é possivel a producdo de CGTase a partir de B. firmus cepa
37 imobilizado em carvado de osso com elevada atividade enzimatica. Porém, mais estudos
relacionados a quantidades de carvdo de 0sso e taxas de aeracdo devem ser feitos para
otimizar a producdo da enzima e tornar o processo de producdo, em biorreator de leito

fluidizado, atrativo no ponto de vista técnico-econémico.
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6.

1)

2)

3)

4)
5)
6)
7)
8)

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar diferentes tempos de imobilizacdo do B. firmus cepa 37 e diferentes massas de
carvéo de 0sso.

Testar a aeracdo do biorreator com difusor de ar situado dentro da coluna de leito
fluidizado e reduzir, ou eliminar, o reservatorio do meio fora do leito fluidizado.

Usar duas colunas em série, a primeira uma coluna de bolhas, para oxigenacdo do meio de
cultura com microbolhas de ar esterilizado e a segunda de leito fluidizado, com o micro-
organismo imobilizado, para a producao de CGTase.

Examinar diferentes concentrac@es iniciais de amido no meio.

Estudar a estabilidade operacional.

Estudar a estabilidade de armazenamento da enzima.

Estudar o tipo de interacdo entre o carvao e o B. firmus cepa 37 (FTIR-ATR).

Avaliar a concentracéo celular adsorvida ao carvao de 0sso ao longo do cultivo.
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8. APENDICES
8.1. CURVAS DE CALIBRACAO

8.1.1. Curvas de Calibracao de p-CD

Tabela A. 1 - Absorvéncias a 550 nm para diferentes concentracdes de §-CD.

Volume de agua B-CD Conc. Final de Solugéo de Al A2 Abs. Média
destilada com (ImM) p-CD (mM)  trabalho de FENF (550 nm)
20 % de tampéo mL 0,06 M (mL)
Tris-HCI
0,500 0 0 2,5 1,482 1,481 1,4815
0,450 0,050 0,1 2,5 1,321 1,323 1,322
0,400 0,100 0,2 2,5 1,154 1,165 1,1595
0,350 0,150 0,3 2,5 1,044 1,017 1,0305
0,300 0,200 0,4 2,5 0,918 0,902 0,91
0,250 0,250 0,5 2,5 0,770 0,776 0,773
0,200 0,300 0,6 2,5 0,704 0,709 0,7065
0,150 0,350 0,7 2,5 0,634 0,639 0,6365
0,100 0,400 0,8 2,5 0,584 0,601 0,5925
0,050 0,450 0,9 2,5 0,544 0,550 0,547
0 0,500 1,0 2,5 0,514 0,503 0,5085

Em que ABS, = 1,76 (4gua + FENF) e k =18655,7 M™

Model: Var2=03%(1-Varl/1,76)*(1+(1,76/(k*0,00005*Varl)))
¥=0,3*(1-x'1,78)*(1+(1,76({1 8655, Ty*0,00005 *x)))
1.4 - r .

.-a.-?ﬁl ll 1,76 |

5. 1075(18655,7 ABS)

PP LI.Z'iIl - —
f-D 1,76

10

D (mhf)

L]
it

Q8

Qe

04

Concentragiio de Beta.(

Q4 Q06 i F] 1 12 14 15

Absorbancia 550 nm

=
¥

Figura A. 1 - Ajuste dos dados de absorvincia a 550 nm em funcéiio da concentragio de $-CD em mM.
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8.1.2. Curvas de Calibracao de Proteina Soluvel

Tabela A. 2 - Absorvancias a 625 nm para diferentes concentraces de proteina albumina.

Absorvancia Concentracdo de
(625 nm) proteina (mg/mL)
0 0
0,0470 0,2
0,0725 £ 0,009 0,4
0,1320 + 0,001 0,8
0,1565 + 0,004 1
0,1765 + 0,009 1,2
0,1985 + 0,003 1,4
0,2140 1,6
- 1.6
5 147 y=7,1376x - 0,0841 4
F 1.2 *=0.9878
Ilﬁ_K :
22 1
=
ag“gﬁ 0.8 -
% 0.6 1
2 0.4
=]
v 0.2 1
[:I ¢' T T T
0 0.05 0.1 0,15 0.2

Absorvincia (625 nm)
Figura A. 2 - Reta ajustada para a determinacéo da curva de calibracéo de proteina.
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8.1.3. Curvas de Calibracdo de Acucares Redutores

Tabela A. 3 - Absorvancias a 600 nm para diferentes concentracdes da solucdo de glicose e frutose.

Tubo Vol.Sol. Vol. Agua Conc. Absl Abs?2 Abs. Média
Glicose+Frutose (mL) Glicose+Frutose (600 nm) (600 nm) (600 nm)
(mL) (g/L)

1 0 4 0 0 0 0
2 0,2 3,8 0,05 0,002 0,002 0,002 + 0,01
3 0,4 3,6 0,1 0,009 0,031 0,02 + 0,04
4 0,6 34 0,15 0,0031 0,06 0,031+0,01
5 0,8 3,2 0,2 0,057 0,076 0,066 + 0,01
6 1 3 0,25 0,081 0,103 0,092 + 0,01
7 1,2 2,8 0,3 0,112 0,133 0,122+ 0,01
8 1,4 2,6 0,35 0,137 0,159 0,148 + 0,01
9 1,6 2,4 0,4 0,165 0,18 0,172 +0,01
10 1,8 2,2 0,45 0,185 0,208 0,196 + 0,01
11 2 2 0,5 0,212 0,235 0,223+0,01
12 2,2 1,8 0,55 0,233 0,256 0,244 + 0,01
13 2,4 1,6 0,6 0,257 0,264 0,260 + 0,004
14 2,6 1,4 0,65 0,276 0,309 0,292 + 0,02
15 2,8 1,2 0,7 0,302 0,339 0,320+ 0,02
16 3 1 0,75 0,33 0,363 0,346 + 0,02
17 3,2 0,8 0,8 0,36 0,395 0,377 +£0,02
18 34 0,6 0,85 0,384 0,415 0,399 + 0,02
19 3,6 0,4 0,9 0,395 0,437 0,416 + 0,02
20 3,8 0,2 0,95 0,42 0,448 0,434 +0,01
21 4 0 1 0,442 0,464 0,453+ 0,01

vy =2.0186x + 0,0588
1=0.9981

oncentracfio de aghacares (g/L)

C
—

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Absorvincia (600 nm)
Figura A. 3 - Reta ajustada para a determinacéo da curva de calibracéo de glicose e frutose.
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8.1.4. Curvas de Calibracéo de Concentracao Celular

Tabela A. 4 - Dados da Curva de Calibracéo de Concentracéo Celular

y =0.3445x +0,0101
0.1 - R*=0.9926

Aligquotas Massa antes Massa depois  Diferenca  Conc. Abs.
de filtrar de filtrar g/L 660 nm
1 9%(0,22+19,8H20) 32,9979 32,9985 0,0006 0,03 0,013
2,5 %(0,5+19,5H20) 33,4245 33,4261 0,0016 0,08 0,186
5 % (12+19H20) 14,0887 14,0913 0,0026 0,13 0,36 + 0,001
10 % (23+18H20) 14,1517 14,1562 0,0045 0,225 0,699 + 0,0007
15 % (32+17H20) 14,7131 14,7202 0,0071 0,355 0,995+ 0,03
20 % (42+16H20) 14,7681 14,7765 0,0084 0,42 1,239+ 0,01
30 % (62+14H20) 14,6925 14,7041 0,0116 0,58 1,587 + 0,001
Sem diluicdo (20ml) 14,7968 14,8365 0,0397 1,985 2,323
0.7

B 06 |

T

= 8 4

3 0.5

S 04 -

=]

w03

£

t 02 -

2

g

1

(

[:I L L L] L L] L L L
0 02 04 06 08 1 1.2 14 16

Absorbancia (660 nm)

Figura A. 4 - Ajuste dos dados de absorvancia a 660 nm em funcéo da concentracéo de celular (g/L) de
Bacillus firmus cepa 37.



8. Apéndices 125

8.2. CALCULO DA VELOCIDADE MINIMA DE FLUIDIZACAO

di coluna=2,1cm

dp = 0,79 mm= 0,079 cm

pmeio = 1,148 g/lcm®

g =0,6172

HUmeio (37 °C)= 1,2548 x107 g/(cm.s) = 1,2548 cP

g = 980 cm/s?

p. (densidade cristalina) = 2,8536 g/cm®

pap = {[(1 = &) (p)] + [&p (Pre)]}={[(1 — 0,6172) (2,8536)] + [0,6172 (1,148)]} =
1,8006 g/cm?®

8.2.1. Procedimento para o calculo dos valores experimentais:

1 — Calcular propriedades fisicas da particula Equacdo 3.4: porosidade interna da
particula:

& = Vip/Vp
Equacéo 3.5: densidade do carvéo seco:

My My

Pp=(1—8p)Pc=VZTVC=7p

2 — Calcular a porosidade do leito (¢) a partir dos dados de altura de leito (H) em cada
vazdo: Equacdo 3.6: porosidade do leito expandido = f (altura de leito fluidizado, densidade
seca da particula).
e= V= V)/Vy =1— My/(pp Ag H)

3 — Calcular a velocidade superficial em cada vazéo:

vazao v
u = P = 2
area do reator dp
T4
dr — didmetro do reator.
4 — Calcular n e u por ajuste da Equacdo 3.7, de Richardson e Zaki (1954) na forma

linearizada aos dados de velocidade superficial do fluido (u) e porosidade do leito (g):
Equacéo 3.7: velocidade superficial do fluido = f (porosidade do leito expandido)

(u/uee) = €™
In u—In we=n Ine
In u=nlne+In vy
y=a.Xx+b
a=n
b=In ug



8. Apéndices 126

5 — Calcular uy: Equacéo 3.8:
Logu.. = logu; — d,/d;
6 — Calcular a velocidade minima de fluidizagdo ajustando uma reta a regido de leito

fixo e outra reta a regido de leito fluidizado. A interseccdo entre as retas fornecera a
velocidade minima de fluidizag&o.

8.2.2. Procedimento para o calculo dos valores teoricos:

1 — Calcular Repe u; simultaneamente:

.dp.ut
Re, = P-4P- 1t
u
U = g(pap - p)dgarvéo/(lfg.u) Rep < 0'4
2
u = [49%(Pap — P1) /(22501013 dcarvo 0.4 <Re, <500
2 — Calcular ug:
Logu.. = logu; — d,/d;
3 — Calcular n:
n = 4,65+ 20d,/d; Re, <0,2
n = (4,4 + 18d,/d;)Re, " 0,2<Re,<1,0
n = (4,45 + 18d,,/d;)Re, " 1,0 < Re, < 200

4 — Com o valor da porosidade do leito na minima condigdo de fluidizacao (gmy)
observado no grafico na interseccdo das duas retas calcular a velocidade minima de
fluidizacao (Umi):

O célculo do tempo de residéncia foi feito pela relagdo do volume do reator e a vazéo do
fluido na entrada do reator, assim:

volume de meio racional 140mL ,
T= - - = — = (0,5 min.
vazao do fluido na entrada do reator 275 mL/min
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9. ANEXO

9.1. TEORIA DA COMPLEXACAO (TARDIOLI, 1998)

A determinagdo da concentragdo de B-CD, utilizando a espectrofotometria pela
fenolftaleina (FENF), baseia-se na formacdo de um complexo entre o corante e a molécula de
CD a dosar, que causa reducdo da intensidade de cor da solucdo. O descoloramento da
solugdo, devido a complexa¢do das moléculas de a, p ¢ y-CD com a fenolftaleina € muito
mais marcante para a 3-CD, sendo, portanto este método preferencialmente utilizado para a
determinacéo desta CD.

Como o complexo FENF-CD possui uma absorvancia diferente da FENF livre, isso
permite quantificar a CD presente na amostra. No entanto, a relacdo entre a absorvancia e a
concentra¢do de B-CD, somente permanece linear para concentracdes até 0,4 mM. Acima
deste limite, faz-se necessario 0 uso da teoria da complexacdo, que fornece a relacdo nao
linear entre a absorvancia e a concentracdo de B-CD, como descrito por HAMON e MORAES
(1990).

Assumindo-se a formagdo de um complexo com apenas uma molécula hospede (a
FENF) e uma molécula hospedeira (a CD), e tratando-se a formacdo do complexo como uma
reacdo reversivel que estd em equilibrio na solugdo de dosagem, obtém-se:

FENF + CD — CD-FENF (9.1)
(aw) (x—w) «— w

Em que:

a = concentracdo total de fenolftaleina;

X = concentragéo total de CD;

w = concentracdo do complexo CD-fenolftaleina;
(a—w) = concentragdo da fenolftaleina livre

(x —w) = concentracdo da CD livre

Estando a reacdo de complexacdo 9.1 em equilibrio, define-se a constante de equilibrio
termodinamica (k) segundo a equacéo 9.2:

k=w/[ (a-w) (x-w) ] 9.2)
Isolando-se w e x a partir da equacdo 9.2 resulta:

w=(){(a+x+1/k—[(a+x+1/k?*—4ax]"} (9.3)
x=w{l+1l/[k(a-w)]} (9.4)

Chamando-se a concentragdo da fenolftaleina livre de y, isto é, y = a-w, e sabendo-se
que complexo CD-FENF ¢ incolor, isto é, sua absorvancia € zero, conclui-se que a
absorvancia da solugdo de dosagem é diretamente proporcional & concentracdo de
fenolftaleina livre:
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Concentracdo da solucdo de FENF Absorvancia da solugdo de FENF
a » ABSg
y » ABS
logo:

y.ABSy;=a.ABS, ou
y =a (ABS/ ABS,)

Em que:
ABS = absorvéancia da solucdo de dosagem na presenca de CD (FENF+amostra)
ABS, = absorvancia da solucdo de dosagem na auséncia de CD (FENF+H,0)

Substituindo-se w = (a —y) e (a—w) =y nas equac0es 9.3 e 9.4 tém-se:
y=%{[a-(x+1k)]+[(a+x+1k?-4ax]"}

ou equivalentemente:

y=(1/2k){-[1+k(x-a)]+[ (1 +K(x-a)’+4ka]"}
€.
x=(@-y)[1+1/(ky)]

Substituindo a equacdo 9.5 nas equacdes 9.6 e 9.8 obtém-se:
ABS = (ABS,/2a) {[a—(x+1/k) ]+ (a+x+1/k)?*—4ax]"*}

x=a (1 - ABS/ABS,) [ 1+ ABS,/ (ka ABS) ]

(9.5)

(9.6)

9.7

(9.8)

(9.9)

(9.10)
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As equacles 9.9 e 9.10 servem respectivamente para o célculo da absorvancia da
solucdo de dosagem ou da concentracdo de CD na amostra, nas condi¢Ges de dosagem.



