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RESUMO

Recentemente, materiais lignoceluldsicos tém ganhado importédncia como suporte
alternativo para imobilizagdo de enzimas e células, tendo em conta a sua
disponibilidade econdémica como subprodutos agroindustriais. Etapas de pré-
tratamento sdo convenientes para alterar as dimensbes macro e microscépicas
desses materiais, tornando-os uteis para uso em bioprocessos. Como exemplo
destes métodos, pode-se citar moagem, hidrdlise alcalina, explosédo a vapor e
hidrdlise acida. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
da casca de café, tratada ou ndo, como suporte renovavel de imobilizacdo
microbiana. Segundo os resultados obtidos observou-se que os tratamentos fisico-
quimicos aplicados a casca de café in natura induziram um aumento na sua
capacidade de adsorgdo e consequentemente na eficiéncia de imobilizagdo. O
tratamento com explosdo a vapor com etanol (1,5 Kgf/cm?, a 127°C, por 35 minutos)
determinou os melhores valores de imobilizagdo celular, com valores de 210%
superiores aos obtidos no caso da casca nao tratada. Dessa forma, a utilizacdo da
casca de café, um biosuporte abundante e acessivel, como suporte de imobilizagdo

de células microbianas mostrou-se possivel e de facil execugao.

Palavras-chave: Biocatalisadores imobilizados; casca de café; bioengenharia;

residuos lignocelulésicos; fermentagéo.



ABSTRACT

Recently, lignocellulosic materials have gained importance as an alternative support
for the immobilization of enzymes and cells in view of their economic availability as
agro-industrial by-products. Pretreatment steps are convenient to change the macro-
and microscopic dimensions of these materials, making them useful for use in
bioprocesses. As an example of these methods, one can cite grinding, alkali
hydrolysis, steam explosion and acid hydrolysis. Thus, this study aimed to evaluate
the coffee husk capacity, treated or not, as renewable support for microbial
immobilization. According to the obtained results, it was observed that physical and
chemical pretreatments applied to coffee husk “in natura” induced an increase in its
adsorption capacity and hence in the immobilization efficiency. The treatment with
steam explosion with ethanol (1.5 kgf /cm? at 127°C for 35 minutes) determined the
best cellular immobilization values of 210% higher than those obtained in the case of
untreated husk. The use of coffee husk, an abundant and inexpensive biossuport, as
microbial cell immobilization support proved to be possible and easy to perform.

Key words: Immobilized biocatalysts; coffee husk; lignocellulosic residues;

fermentations; bioengineering.
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1. INTRODUGAO

Um desempenho adequado em biotecnologia esta associado a fatores
diversos, dos quais podemos citar o estado morfolégico e fisiolégico do micro-
organismo em questdao como determinantes. Esses elementos estdo associados ao
meio de cultivo e este, por sua vez, pode exigir mudancgas objetivando sempre uma
melhor produtividade.

Uma das alternativas encontradas para aperfeicoar a estrutura morfolégica
destes micro-organismos € a imobilizagdo celular (IC), para aplicagédo tanto em
escala de laboratério quanto industrial. A tecnologia da IC abrange principalmente a
producdo de metabdlitos extracelulares e a utilizagdo de micro-organismos como
biocatalizadores. (KOURKOUTAS et al., 2004; PRASAD et al., 2005)

Segundo Cantarelli (1989), a imobilizacdo € definida como a fixagdo de
enzimas ou células vivas em um ambiente, de maneira que a sua atividade catalitica
nao seja afetada. Tanto imobilizagdo quanto encapsulagdo de micro-organismos sao
termos que descrevem as muitas formas com que as células podem ser
aprisionadas em matrizes ou suportes. Existem dois tipos de leito para a
imobilizacdo de células, os que as aprisionam fisicamente e os que as aderem a
superficie. No primeiro caso, sdo encapsuladas em glébulos ou fibras feitas de
polissacarideos, de proteinas ou polimeros sintéticos. No segundo, as células séo
fixadas ao suporte de imobilizagdo diretamente por ligagdes quimicas (I6nicas ou
covalentes). (MEERSMAN, 1992; LAPA, 2003)

A chamada imobilizacdo natural €& aquela definida por acontecer
espontaneamente, ndo sendo necessarias reacdes induzidas para realizar a
adsorcao dos micro-organismos. Este tipo de adesdo é comum na natureza e pode
acontecer em praticamente todos os ambientes. Com a intervengdo do ser humano
torna-se possivel a sua utilizagédo para fins diversos em biotecnologia.

Em reacgbes fermentativas a atividade fisiolégica das células imobilizadas
pode variar em fungdo do método de imobilizagdo empregado. Por exemplo, a auto
agregacao induzidas por agentes quimicos modifica quimicamente a membrana
celular, afetando o metabolismo e o crescimento; células adsorvidas podem

apresentar propriedades de membrana diferentes e o acumulo das mesmas em um



biofiime pode levar a limitagbes de transferéncia de massa. (GROBOILLOT et al.,
1994).

Quanto as técnicas de aprisionamento em matrizes porosas, estas
normalmente resultam em mudangas nas propriedades fisico-quimicas do
microambiente no qual as células se encontram, influenciando o metabolismo
celular. Estas variagdbes na atividade fisiolégica das células imobilizadas,
dependentes também das caracteristicas do suporte de imobilizagao utilizado,
podem influenciar positiva ou negativamente o desempenho do processo
fermentativo envolve mecanismos variados, ainda pouco caracterizados e
compreendidos. (GROBOILLOT et al., 1994)

De uma maneira geral, efeitos determinados por componentes soluveis da
matriz de imobilizagdo, tolerdncia e/ou protecdo a compostos téxicos e tipo de
metabolismo, entre outros, tém sido utilizados como justificativas para a melhora ou
piora na atividade catalitica determinada pela imobilizacdo. A escolha do método de
imobilizagdo e do tipo de suporte depende basicamente de dois fatores: das
caracteristicas peculiares do micro-organismo e das condi¢gées de uso do micro-
organismo imobilizado. Face a variabilidade destes dois fatores, ndo existe um
método e nem um suporte universal adequado para qualquer processo. O método e
o tipo de suporte a serem empregados em um determinado processo devem ser
estabelecidos empiricamente. (VITOLO, 1988)

A imobilizag&do dos biocatalizadores € uma alternativa que vem se mostrando
cada vez mais viavel e concreta no cenario industrial, pois contabiliza uma gama de
vantagens, das quais a que mais se destaca é a possibilidade de recuperar a célula
ou enzima utilizada. Beynum (1980) observou também que instabilidades e
frequentes adequabilidades para uso em determinados solventes e/ou condigbes de
pH, temperatura e exposicdo a agentes desnaturantes, podem ser superadas por
meio da imobilizagao.

Groboillot et al (1994) e Pradella (2001) citam a possibilidade de melhor
controle das propriedades reoldgicas do meio, maior pureza e rendimento de
produtos, ndo ha necessidade de extragdo e purificagédo das enzimas e podem ser
esperados resultados econdmicos mais favoraveis. Além disso, observa-se melhora
na resposta quanto a resisténcia mecanica do meio. O emprego de células livres nao

seria possivel, sem a ajuda dos suportes, em meios de cultivo mais toxicos.



Pesquisas na area de imobilizacdo de células microbianas tém aumentado
consideravelmente no setor de biotecnologia. O interesse por esta técnica pode ser
avaliado pelo crescente numero de artigos e resenhas publicados, citando-se a

palavra-chave “imobilizagao celular”. (COVIZZI et al., 2007) Como mostra a Figura 1:
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Figura 1: O aumento no nimero de publicagcbes com a palavra-chave "imobilizagao celular". (Fonte:
Web of Science Data Base “on-line”)

O desenvolvimento de novos suportes de imobilizacao, aliado a utilizagao de
técnicas de biologia molecular, possam contribuir para o desenvolvimento de novos
processos em larga escala. Os conhecimentos adquiridos até o momento serdo de
fundamental importancia para os progressos que venham a ser obtidos. (LAPA,
2003)

O maior dominio dessas técnicas, associado ao conhecimento dos
mecanismos envolvidos nessas reagoes, resulta a cada dia no aparecimento de uma
vertente promissora em bioprocessos, abrindo um amplo leque de possibilidades no
campo. Aliado a esse crescimento, observa-se também, um enorme interesse na
utilizagdo de residuos industriais (principalmente agricolas) como fonte de matéria
prima para interesses diversos. Nessa perspectiva, a utilizagdo de micro-organismos
imobilizados em suportes inertes e baratos € hoje um dos enfoques para a aplicagao
em diversos processos no pais € no mundo. Avaliar a casca de café como suporte
imobilizador € atraente nesse contexto.

O beneficiamento do café compreende diversas etapas, desde a colheita até

a torrefagdo, e tem como objetivo separar a polpa do grédo de café, de forma que
3



permanegcam as sementes as quais constituem o produto comercializavel. (HALAL,
2008)

Apds a colheita, o café pode ser preparado por duas vias distintas: a via seca
e a via umida. O processamento do café por via seca, modo de preparo de uso
majoritario no pais, gera aproximadamente 40% de casca. (PANDEY et al., 2000)
Logo, é possivel presumir a quantidade elevada desse residuo que € gerada, ao se
observar o volume de producgédo atual de café no pais. (MAPA, 2013)

O fato da utilizagdo da casca de café em bioprocessos representa uma forma
de agregar valor a este residuo abundante, solucionando o problema ambiental
causado pelo seu acumulo excessivo. (MAIA, 2014)



2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Avaliar a capacidade da casca de café, tratada ou n&o, como suporte

alternativo de imobilizagdo microbiana.

2.2.Objetivos Especificos

¢ Avaliar a eficiéncia da imobilizagcdo de Saccharomyces cerevisiae em casca

de café in natura e submetida a técnica de pré-tratamento fisico de moagem;

¢ Avaliar a eficiéncia da imobilizagcdo de Saccharomyces cerevisiae em casca
de café, moida e in natura, submetida a técnica de pré-tratamento por
descompressao explosiva térmica com etanol;

e Avaliar a eficiéncia da imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em casca
de café, moida e in natura, submetida a técnica de pré-tratamento de hidrélise
alcalina com NaOH; 4%.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Métodos de Imobilizagao

Existem quatro principios basicos para a imobilizagcdo de biocatalisadores
(figura 2): Ligacao a superficies (adsorgao), aprisionamento em matrizes porosas,
contengao por membranas e auto agregacao. (Gerbsch e Buchholz, 1995)

Natural — |—;Adsorqao natural

Ligacao |
a superficies 1

- Ligagdo quimica
s ey

— Auto-agregagio

Artificial -
Gel — lr-—'f‘lpiisionamento
—{ Aprisionamento em Contengéo | | em fase
W : matrizes porosas por barreiras 1 i
Suportes * - ' L. Bareiras
[pré-formados

pré-formadas

Figura 2: Tipos de imobilizagao celular. (LAPA, 2003)

A escolha do método de imobilizagdo e do tipo de suporte dependera
basicamente de dois fatores: 1- das caracteristicas peculiares do material bioldgico;
2- das condigdes de uso do sistema imobilizado. Face a variabilidade destes fatores,
pode-se afirmar que n&o existe um método geral de imobilizagdo e nem um suporte
universal, adequados para qualquer processo. (CORCORAN, 1985; VITOLO, 1988)

Na literatura sdo citados inumeros materiais inertes que podem ser usados
como suportes. A natureza fisica destes suportes varia desde matérias geliformes
(alginato, alcool polivinilico, carragena, etc) até superficies sdlidas (vidro poroso,
Eupergit C, alumina, etc). Os suportes podem ser classificados em cinco tipos
fundamentais: 1. Microporosos ou nao porosos (vidro, silica, nylon); 2.
Microencapsulados (nitrocelulose, triacetato de celulose); 3. Polimeros com
moderado grau de ligagdes cruzadas (poliacrilamida); 4. Polimeros com baixo grau



de ligagbes cruzadas (sephadex, DEAE celulose); 5. Macroporosos (silica, alumina).
(VITOLO, 1988; GERBSCH E BUCHHOLZ, 1995)

Os materiais utilizados como suportes deveriam idealmente ser encontrados
com facilidade e abundancia, custo viavel, resultar em baixo custo de imobilizacao,
facilidade de operacdo em grande escala, ndo apresentar toxidez as células,
apresentar alta capacidade de retencéo e ter resisténcia mecanica para uma longa
vida operacional. (NAGASHIMA, 1984; PRADELLA, 2001) Os suportes inorganicos
sd0 mais vantajosos que os organicos pela durabilidade, densidade, estabilidade e
controle de porosidade. (NAGASHIMA, 1984) Segundo Moueddeb et al (1996) os
materiais inorgénicos também apresentam como vantagem a facilidade de
esterilizagéo e limpeza.

O método de imobilizagdo por meio de auto agregagado envolve a agregagao
ou a floculagdo das células de maneira natural (uma propriedade de relativamente
poucas células) ou artificialmente induzida. Desta forma, os biocatalizadores sao
ligados entre si sem a necessidade de uso de um suporte de imobilizagao.
(CANILHA et al., 2006)

A pratica da floculagdo é utilizada principalmente na industria de bebidas,
uma vez que a floculagdo das células de Saccharomyces cerevisiae afeta
positivamente o tempo da fermentacao, facilita a remogao das células e contribui
para o aumento da qualidade da cerveja. (COVIZZI et al., 2007)

Agregados celulares naturais sdo geralmente instaveis e sensiveis a tensdes
de cisalhamento, sendo necessaria a adicdo de agentes quimicos que formam
ligacbes cruzadas entre células, como glutaraldeido, durante a imobilizag&o.
(GROBOILLOT et al., 1994)

A imobilizagdo por meio de aprisionamento em matrizes porosas, como o
alginato e a carragena, normalmente envolve a sintetizacdo in situ da matriz porosa
em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados. Os poros da matriz formada
sdo menores que as células contidas no interior. (PRADELLA, 2001) Este método
tem sido extensivamente estudado para a imobilizagao de células viaveis, devido a
possibilidade de uso de polimeros hidrofilicos biocompativeis como suportes de
imobilizagdo. (GROBOILLOT et al., 1994) Além disso, as células imobilizadas em um

matriz hidrofilica podem ser protegidas de condi¢des ndo adequadas de pH,



temperatura, solventes organicos e/ou compostos inibidores presentes no meio
fermentativo. (PARK E CHANG, 2000)

Como a matriz de aprisionamento, que pode ser em forma de gel ou algum
tipo de suporte pré-formado, geralmente resulta em limitacées de transferéncia de
massa, a imobilizagao na forma de esferas é geralmente preferida devido a elevada
area superficial. (GROBOILLOT et al., 1994)

Pesquisas envolvendo micro-organismos imobilizados sugerem que o0s
microambientes formados dentro dos hidrogéis sejam responsaveis pelas mudangas
na fisiologia e no comportamento metabdlico. Essa responsabilidade, alias, néo
pode ser atribuida a natureza quimica ou fisica dos géis. (JAMAI et al., 2001) O uso
deste método apresenta principalmente a baixa estabilidade mecénica e a reduzida
longevidade do gel, o qual pode ser destruido devido a crescimento celular, quando
da imobilizagéo de células metabolicamente ativas e em crescimento, ou a libertagéo
de CO,. (COVIZZI et al.,, 2007). A figura 3 esquematiza todos os tipos de

imobilizacdes:
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Figura 3: Representagéo dos tipos de imobiliza¢des de células. (Fonte: COVIZZI et al., 2007)

O método de imobilizagdo por meio de contencdo por barreiras envolve a
utilizacdo de membranas pré-formadas ou a formacgao in situ da membrana em torno
das células a serem imobilizadas. (KAREL, LIBICKI e ROBERTSON, 1985) Este
método esta baseado na inclusao artificial das células, que ficam inseridas em uma
malha rigida, ou semi-rigida, que impede a difusdo destas para o meio de cultivo.
Este aprisionamento do micro-organismo possibilita a troca de nutrientes,
metabdlitos, gases durante o processo fermentativo. A diferenga entre este método e
o de encapsulagédo é que, neste ultimo, as células ficam apenas envoltas por uma
membrana e ndo ha uma malha entre as células por ela envolvidas. (CHAMPAGNE;
LACROIX; SODINI-GALLOT, 1994; KRISHNAN et al., 2001)

O método de contengado por barreira tem sido utilizado como uma tecnologia
alternativa ao aprisionamento em matrizes porosas, uma vez que oferece vantagens
como maior capacidade de contencédo de células e prevencao da perda de células
para o meio de fermentagéo. Devido a auséncia de nucleo gelificado, as limitagdes a
transferéncia de massa também séo reduzidas. (PARK ; CHANG, 2000; CANILHA et
al., 2006)

3.2.Ligacao a Superficies por Adsorgao

O método mais antigo e simples para imobilizagdo de biocatalisadores
consiste na adsorgdo a um suporte sélido (ex. carvao, celite, vidro, madeira). A
retencdo do biocatalizador na matriz deve-se a ligagbes fracas, do tipo Van der
Waals, hidrofébicas, eletrostaticas ou ligagcdes de hidrogénio.

A técnica de adsorgao consiste em um processo de transferéncia de massa
do tipo sélido-fluido na qual se explora a capacidade de certos solidos em concentrar
na sua superficie determinadas substancias existentes em solugbes liquidas ou
gasosas. (LEAL et al., 2003) Ja a biossorgéo, outra técnica que tem sido
empregada, € um processo muito semelhante a adsorgao, porém a diferenga é que
neste caso se trabalha com biomassa, sendo um fendmeno que pode ocorrer em
biomassa viva ou morta. O processo de biossorgédo envolve interagbes fisico-
quimicas entre a superficie celular e o adsorvente, sendo assim, quanto maior a

superficie de contato melhor sera a capacidade de adsorgdo. (MORAO, 2014)



Para que a imobilizagado ocorra basta colocar o biocatalisador em contato com
a matriz, em condicbes selecionadas de pH, forca ibnica, natureza do tampéao e
temperatura. A sua aplicagao é limitada dada a natureza reversivel da ligagao entre
o catalisador e a matriz. A adsor¢gdo pode ser causada por alteragdes
conformacionais de proteinas de membrana ou pelas condi¢des hidrodindmicas do
sistema reacional. (PALMA, 2007)

A imobilizagao pode ocorre espontaneamente por meio de interagdes naturais
ou ser induzida, por exemplo quando as células s&o ligadas as matrizes por ligagdes
covalentes, utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido ou carbodiimida. A
célula deve permanecer viavel pois a eficiéncia do suporte no processo de IC é
avaliada pela capacidade da matriz em alojar a maior quantidade de células vivas
possivel, sem limitar a transferéncia de massa entre o micro-organismo € o meio de
cultivo. (COVIZZI et al., 2007)

Um exemplo de imobilizagéo artificial é a ativagdo dos suportes com glicidol,
descrito em Santos (2010), se da em dois passos, no primeiro a biomassa adquire
grupos ativos de glicerol depois de serem adicionados agua destilada, NaOH 1,7mol.
L-1 (gelado), NaBH4 (boroidreto de sodio) e, sob agitagdo suave, glicidol (2,3- epdxi-

propanol), como mostra a figura 4:

o
/ \ OH -
Suporte — OH + CH,-CH-CH,OH — Suporte — O CH,-CHOH-CH,0OH
Glicidol Grupos gliceril

Figura 4: Reagéo de ativagdo do Suporte com Glicidol. (SANTOS, 2010)

No segundo passo ocorre a transformagao do grupo gliceril em glioxil pela
oxidagao catalisada pelo periodato de sodio (NalO4) 100 mmol. L-1. (SANTOS,
2010) Apéds lavado abundantemente o suporte ativado pode servir tanto para

imobilizagbes com células quanto enzimas.
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NalO,
sSuporte -0 CH,-CHOH-CH.OH ———=5Supore — O-CH2-CHO
Grupos gliceril Oxidagio Glioxil

Figura 5: Reagédo de transformagéao do gliceril. (SANTOS, 2010)

Conforme mencionado, o método de imobilizagdo por meio de ligagao a
superficies pode ser realizado por meio de interagdes ibnicas adsortivas, ou através
de ligagdes covalentes adsortivas entre grupos reativos do suporte e do
biocatalisador. A ligacdo por meio de adsor¢cdo natural € um método acessivel,
suportes porosos tém sido bastante utilizados permitindo a ligagdo do biocatalisador
também a estrutura superficial interna. (GROBOILLOT et al.,, 1994; PRADELLA,
2001)

A escolha de uma matriz adequada para a imobilizacdo das células €& de
fundamental importancia para a obtengdo do produto desejado, sendo esta escolha
peculiar para cada micro-organismo e metabdlito estudado. (PETRE et al., 1999)
Para a IC de fungos, utilizam-se suportes porosos visto que ocorre adesao das
células microbianas a superficie do suporte. Quando os poros sao maiores, as
células em crescimento penetram no suporte, preenchendo seu espago interno. Este
meétodo de imobilizacdo também se utiliza da habilidade dos micro-organismos
produzirem e secretarem exopolissacarideos (EPS). (PRASAD et al., 2005)

Um dos problemas deste tipo de imobilizacdo esta relacionado com o
acumulo de biofilme ou EPS sobre a superficie, o que dificulta a absor¢ao de
nutrientes devido as caracteristicas heterogéneas do crescimento celular. Os
produtos secretados para o meio extracelular tém sua difusao dificultada e a troca
gasosa também pode ser comprometida. (XAVIER et al., 2003)

Alguns materiais alternativos tém sido empregados como suportes de
imobilizagdo microbiana por adsor¢gdo, como pedagos de macgd para imobilizar
Saccharomyces cerevisiae em processos de vinificagdo. De acordo com Kourkoutas
et al., (2001), essa técnica é uma alternativa de custo interessante e compativel com

0 aroma e sabor dos vinhos. Residuos de pecas de ceramicas tém sido utilizados
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como suporte de imobilizagao para Candida tropicalis no tratamento de residuos
ricos em carboidratos procedentes de industrias alimenticias. Peneiras de aco
inoxidavel também tém sido utilizadas para imobilizar células de P. chrysosporium,
visando a producgéao de peroxidases. (GERIN; ASTHER; ROUXHET, 1997).

Outros tipos de matrizes solidas como DEAE-celulose, serragem, bagaco de
cana de agucar, sabugo de milho, esponja vegetal estdo sendo estudadas como
suportes. O desenvolvimento de novos suportes de imobilizagdo, nao toxicos e
ambientalmente corretos, pode contribuir para o desenvolvimento de novos
processos em larga escala. Atualmente, materiais lignocelulésicos ganharam
importancia como suportes para imobilizagdo de biocatalisadores, devido a sua
disponibilidade econémica e por serem subprodutos agroindustriais. (D’'SOUZA e
GODBOLE, 2002)

3.2.1. Suportes alternativos utilizados na imobilizagao microbiana

Alguns materiais tem si sido amplamente estudados para IC, a terra de
Kanuma, um solo proveniente do Japao, ocarvao ativado, a celulose em pé séo
exemplos de suportes alternativos usados porosos para imobilizagdo de células de
leveduras. (KUMAKURA, YOSHIDA e ASANO, 1992)

A crisolita, que se trata de um mineral constituido de silicato de magnésio
bastante abundante no Brasil, pode ser usada como suporte mineral para células de
levedura na fermentagéo alcodlica e possui uma série de vantagens comparada a
varios outros suportes. Esta possui excelente estabilidade para uso em longos
periodos, € resistente a tratamentos térmicos, possui custo atraente e estimula a
producao de etanol pela levedura aumentando sua produtividade especifica do
processo. (ALEGRE et al., 2003)

O sabugo de milho também é considerado um suporte alternativo para
imobilizagao celular. O mesmo é formado por quatro partes: palha fina, palha grossa,
anel lenhoso e medula. O pé de sabugo de milho é utilizado como suporte de
imobilizacdo de boicatalisadores devido as suas caracteristicas de dureza e
resisténcia a abraséao. (ZIGLIO et al., 2007)

Outro subproduto, também abundante no Brasil € o bagago de cana-de-
acucar. O bagago possui em torno de 50% de celulose, 25-35% de hemicelulose,
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22% de lignina e em torno de 10% de outros compostos. (CUNHA, 2006) As fibras
lignocelulésicas do bagago séo capazes de reagir com grupos funcionais polares,
como, os presentes nas resinas fendlicas, por apresentarem hidroxilas reativas
acessiveis. (TITA et al., 2002)

O bagaco de cana e o sabugo de milho apresentam hidroxilas livres reativas,
podendo assim serem ligados a moléculas quimicas com objetivo de distanciar o
ligante, para imobilizagdo das enzimas, produzindo suportes glioxil-bagaco de cana
e/ou sabugo de milho, amino bagago de cana e/ ou sabugo de milho, ou

glutaraldeido bagaco de cana e/ ou sabugo de milho. (GUISAN et al., 1997)

3.3.Casca de Café Como Suporte Lignocelulésico de Imobilizagao

Muitos materiais utilizados para imobilizagdo s&o sintéticos e néo
biodegradaveis, gerando consequéncias para 0 meio ambiente apds sua utilizagao.
Outros, por sua vez, sdo toxicos ou podem apresentar propriedades indesejaveis
tais como cor, sabor e aroma, tornando improprios para imobilizagdo na industria de
alimentos. (HUSAIN et al., 1996; SANTOS, 2010)

Os residuos agricolas sdo materiais lignoceluldsicos geralmente constituidos
de celulose, hemicelulose, lignina. As proporgdes de todos os constituintes variam
para cada espécie vegetal. (KUHAD; SINGH, 1993)

A celulose, o biopolimero mais abundante em nosso planeta, € formada por
moléculas de glicose unidas por ligagdes B (1,4). A molécula de celulose € linear,
ocorrendo ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares. As ligagbes
intramoleculares auxiliam na manutencao da rigidez da cadeia de celulose, enquanto
as intermoleculares mantém as cadeias em um arranjo firme e compacto. Duas
regides distintas s&do visualizadas na molécula: a regido cristalina, que apresenta
moléculas altamente orientadas e apresenta resisténcia a degradacéo microbiana, e
a regiao amorfa, onde ha uma menor orientacdo entre as moléculas, sendo,
portanto, mais facilmente hidrolisada. (FENGEL; WEGENER, 1989)

Assim como a celulose, as hemiceluloses sao polimeros que aparecem em
grandes quantidades nos residuos lignoceluldsicos. Sao heteropolissacarideos
formados por cadeias lineares apresentando ramificacoes laterais, sendo compostas
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por hexoses (D-glicose, D-manose, D-galactose), pentoses (D-xilose, L- e D-
arabinose) e acidos urdnicos. (COELHO, 2007)

Devido ao baixo grau de polimerizagdo e falta de cristalinidade, as
estabilidades quimica e térmica desta fracdo sdo menores do que da celulose. A
fragdo hemicelulésica € mais facilmente hidrolisavel do que a celulose gragas a
heterogeneidade dos componentes e seu estado amorfo. (JEFFRIES, 1983) O que
permite a utilizacdo dos seus agucares, como a D-xilose, para a produgcdo de
diferentes produtos de interesse, como, por exemplo, o xilitol. (CARVALHO, 2004;
SANTOS et al., 2005a; SANTOS et al., 2005b)

A lignina € uma macromolécula mais complexa e segundo Adler (1977 apud
PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000), a estrutura da lignina caracteriza-se como
uma molécula aromatica que € sintetizada a partir de precursores fenilpropandicos e
que pode pertencer a duas classes, como: a guaiacil-ignina e a guaiacil-
siringuillignina, que diferem no esqueleto fenilpropandico.

De estrutura polifendlica tridimensional, a lignina confere elevada rigidez ao
vegetal e ndo é convertida em agucares fermentesciveis. Sua degradagdo via
hidrélise libera compostos fendlicos, como alcodis aromaticos e aldeidos,
caracterizados como inibidores do metabolismo microbiano. (ZALDIVAR;
MARTINEZ; INGRAM, 2000)

A proporgéo entre celulose, hemicelulose e lignina, variam consideravelmente
de acordo com a espécie, idade de colheita, condigdes de crescimento e a parte do
vegetal (Tabela 1).

Tabela 1: Composicao (%) de diferentes residuos agricolas. (Adaptada de KUHAD e SINGH, 1993)

Residuos Hemicelulose Celulose Lignina Cinzas
Casca de Café 25 37 15 8
Bagagq de Cana- 33 30 29 4
de- acucar
Sabugo de Milho 42 39 14 2
Palha de Arroz 32 24 13 12
Casca de Arroz 36 15 19 20
Serragem 55 14 21 5
Palha de Sorgo 33 18 15 10
Palha de Trigo 30 24 18 10
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A casca de café € uma matéria-prima lignocelulésica rica em diferentes
biomoléculas, sendo os carboidratos constituintes de mais de 50% do seu peso
seco, seguidos pelas pectinas e proteinas, respectivamente (Tabela 2). Em residuos
vegetais, os carboidratos predominantes sao a celulose e a hemicelulose. (MAIA,
2014)

Tabela 2: Composicédo da casca e da polpa de café em porcentagem (%) de peso seco. (SOCCOL,
2000)

Componente % peso seco

Carboidratos 57,8
Proteinas 9,2
Lipideos 2,0
Cafeina 1,3
Taninos 4.5
Pectinas 12,4

A composicdo da casca de café pode variar com o processamento € sua
eficiéncia, variedade do cultivar, e das condi¢gdes de cultivo. Do ponto de vista
bromatolégico, Barcelos et al. (2001) analisaram trés diferentes cultivares de café e

encontraram os valores médios apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Composi¢do bromatoldgica da casca de café e matéria seca. (Adaptado de BARCELOS et
al., 2001)

Componentes Casca (%)
Matéria Seca (MS) 88,37
Celulose 37,26
Hemicelulose 24,98
Proteina Bruta (PB) 9,92

Fibra em Detergente Neutro (FDN) 77,19
Fibra em Detergente Acido (FDA) 52,20
Extrato Etéreo (EE) 10,18
Matéria Mineral 8,52

Estes componentes formam uma estrutura complexa e recalcitrante que
dificulta sua degradacdo e consequentemente sua utilizagdo em bioprocessos.

Assim, faz-se necessario uma etapa de pré-tratamento que consiste na quebra da
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ligacdo entre a lignina e a hemicelulose, bem como no rompimento da estrutura
cristalina da celulose. (MAIA, 2014)

Uma das limitagbes para o aproveitamento da casca de café é a propria
estrutura da biomassa. Geralmente, € necessaria a ruptura do complexo lignina-
celulose-hemicelulose ou a remocéao de cada fragcao por técnicas de pré-tratamento
fisicos e quimicos ou a combinagdo entre elas. Diversos métodos tém sido
empregados para hidrdlise dos componentes dos materiais lignoceluldsicos, (SUN et
al.,2002) tornando-os Uteis para uso em bioprocessos. Como exemplo destes
meétodos, pode-se citar moagem, hidrolise alcalina, explosao a vapor, hidrolise acida,
entre outros. (SILVA et al., 1994)

3.4. Técnicas de Pré-Tratamentos empregados

Etapas de pré-tratamento s&o convenientes para alterar as dimensdes macro
e microscopicas do residuo e a sua estrutura, (LASER et al., 2002; MOSIER et al.,
2005) liberando dessa forma a fragdo hemiceluldsica para a hidrdlise. Os processos
de pré-tratamento neste trabalho se dividem em: mecanicos, como a moagem;
fisico-quimicos (explos&o a vapor); quimicos (hidrolise alcalina).

Os processos mecanicos, como a moagem, reduzem o tamanho da particula,
reduzem a cristalinidade e causam a quebra de ligagbes de longas cadeias
moleculares. (LASER et al., 2002) Sendo assim, esse processo auxilia no aumento
da area superficial do suporte junto ao ligante, o que em tese pode facilitar a
adsorcao. (COELHO, 2007)

A explosao a vapor, um tratamento fisico-quimico, envolve o aquecimento do
material lignocelulésico banhados em etanol, numa faixa de temperatura entre 120-
260 °C, por segundos até alguns minutos, seguindo-se de rapida descompressao.
Esta descompressdo provoca quebras bem mais acentuadas na estrutura dos
materiais lignocelulodsicos.

A explosdo a vapor promove abertura das fibras, solubilizacdo da fragao
hemicelulésica em razdo da hidrélise ocasionada pela agdo de acidos formados
durante o tratamento, como o acido acético, e despolimerizagao parcial da estrutura

da lignina. Os fatores que afetam este processo sdo o tempo de residéncia,
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temperatura, tamanho e conteudo do material lignocelulésico. (DUFF; MURRAY,
1996)

O tratamento com solugdes alcalinas, como hidroxido de sédio 4% (p/v),
remove a parte da lignina e hemicelulose, causa modificagdes na estrutura cristalina
de celulose, promove um inchamento das fibras, o que aumenta a area de superficie
do material. (BISARIA, 1997) Na hidrdlise ocorre o rompimento nas ligacdes ésteres
entre hemicelulose e lignina, sendo que o efeito vai depender do conteudo de lignina
do material lignocelulésico. Observa-se que ocorre um aumento na porosidade do
material quando as ligagdes éster sdo rompidas.

A hemicelulose é soluvel em baixissimas concentragdes de alcali e, nessas
condigdes, a lignina sofre hidrolise basica. Esse tratamento aumenta a rugosidade
da superficie da fibra, melhora a aderéncia mecanica, leva ao aumento na
quantidade de celulose amorfa devido ao enfraquecimento da ligagéo hidrogénio na
estrutura molecular da celulose. Outros fatores como temperatura e tempo de
duragao do tratamento também interferem no processo. (ALBIANTE, et al. 2013)

Os materiais lignoceluldsicos in natura, devido as suas caracteristicas, ndo
permitem acessibilidade adequada aos seus componentes. Esses mesmos fatores
afetam a hidrolise dos residuos lignoceluldsicos, como a porosidade do material, a
cristalinidade da celulose e os conteudos de lignina e hemicelulose. (McMILLAN,
1994)

3.5.Uso de Biocatalisadores Imobilizados em Processos Biotecnolégicos

A imobilizagdo celular pode ser empregada na produgdo de metabdlitos, na
biodegradagdo de compostos xenobioticos e outros processos de biotransformacgéo.
A alta resisténcia a exposicdo a compostos toxicos e ambientes hostis sdo
caracteristicas fundamentais das células imobilizadas para que possam ser usadas
nestes processos. (GERBSCH e BUCHHOLZ, 1995) E possivel encontrar na
literatura um grande volume de publicagdes sobre imobilizagdo de boicatalisadores,
porém a aplicagcdo desta tecnologia em escala industrial é ainda limitada.
(GERBSCH e BUCHHOLZ, 1995)

Fungos ligninoliticos produtores das enzimas lacase, manganés-peroxidase e

lignina-peroxidase, realizam a biodegradacdo de compostos aromaticos e nao-
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aromaticos. A imobilizagdo celular é benéfica para estas enzimas, pois alguns
fatores ambientais como a agitacdo e a aeragdo afetam significativamente a sua
producdo. (DEKKER, BARBOSA, 2001; ROGALSKI et al., 2005) A fase de secregao
destas enzimas para o meio extracelular € prolongada pela imobilizagao. (MOREIRA
et al., 1998)

Efluentes de industrias téxteis sédo tratados através de processos quimicos
elou fisicos, os quais nao tém sido eficientes para a remogao da cor, além de
apresentarem problemas de adocao pelas industrias. Micro-organismos imobilizados
tém sido estudados para o tratamento destes residuos, com obtencao de resultados
positivos de rendimento e reprodutibilidade. A taxa de descoloragdo de efluentes
com células imobilizadas de Funalia trogii, permanece estavel por sucessivos
experimentos durante um periodo de 10 dias. (PARK et al., 2006)

Em processos de biodegradagéo, o uso da bactéria Bacillus sp. imobilizada
em espuma de poluretano foi capaz de degradar o o-ftalato, onde a atividade
catalitica continuou ativa durante 25 ciclos sucessivos. (PATIL et al., 2006)

A remogao de sulfatos de aguas residuais por meio de bactérias sulfato-
redutoras imobilizadas em espuma de poliuretano, carvéo vegetal, polietileno de
baixa densidade e ceramicas baseadas em aluminio, favoreceram as condigbes
anaerobias necessarias ao desenvolvimento desses micro-organismos, além de
aumentar a sua resisténcia as altas concentragdes de sulfato encontradas. (SILVA et
al., 2006)

A bioconversao de fendis e derivados € limitada pela inibicdo do substrato e
pequenas taxas de conversdo. O uso de biorreatores combinado com
boicatalisadores imobilizados em suportes soélidos permite a recirculagdo do residuo
aquoso a ser tratado, melhorando significativamente o processo, como no caso da
remocao de hidrocarbonetos policiclicos pelo fungo Phanerochaete chrysosporium.
(VIGGIANI et al., 2006)

O desenvolvimento de tecnologias para a adsorgdo de metais pesados
também tem sido beneficiada pelo uso de micro-organismos imobilizados, nestas
condigdes o suporte é util na estabilidade microbiana. (COSTA e FRANCA, 1996)

O uso de um consoércio de bactérias halotolerantes no tratamento de aguas
salinas contaminadas por derramamento de dleo foi descrito no trabalho de Diaz et
al. (2001). As ceélulas imobilizadas em fibras de polipropileno apresentaram maior
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estabilidade e foram mais eficientes diante de incrementos de salinidade e
apresentaram mais viabilidade celular e desempenho em altas concentracbes de
cloreto de sédio. (DIAZ et al., 2001)

A fermentagao principal da cerveja em sistema continuo com células
imobilizadas pode se tornar uma realidade na cervejaria moderna em um curto
espaco de tempo (PILKINGTON et al., 1998). De acordo com Linko et al. (1998),
grandes cervejarias produzem milhdes de litros de cerveja/ano. Estas cervejarias
precisam ser eficientes para sobreviver em um mundo competitivo e globalizado, por
isto investem altamente em tecnologias que possam otimizar o processo.

Grandes cervejarias em todo o0 mundo ja vém empreendendo esforgos no
sentido de implementar processos continuos com células imobilizadas em escala
industrial, podendo-se citar como exemplos: Kirin Brewery Company, Japao; Labbat
Breweries, Canada; Meura Delta, Bélgica; Sapporo Breweries, Japao; Hartwall Plc,
Finlandia. (VIRKAJARVI, 2001)

Segundo Batista (2005), a imobilizagcdo de Saccharomyces cerevisiae em
alginato de calcio no processo de fermentagao alcodlica tem como objetivo central o
oferecimento de contribuicdo para o desenvolvimento de tecnologias alternativas na
producdo de etanol pela via biotecnolégica. O mesmo autor, por meio de ensaios
experimentais, observou que o tratamento das particulas com nitrato de aluminio
resulta em pellets com satisfatoria estabilidade mecanica e otima atividade
metabdlica para a produgao de etanol, atingindo valores de conversao de até 94%
do rendimento. (BATISTA, 2005)

Da mesma forma, de acordo com o trabalho de Cassiola (2001), a
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em crisolita se mostrou como um excelente
biocatalisador no processo de producdo de etanol, ocasionando um aumento de
26% no rendimento do processo quando comparada as células livres. Os trabalhos
de Wendhausen et al.,, (1998) e Rigo (2001), também mostraram resultados
similares, onde 0 aumento na produtividade do processo de produgao de etanol com
células imobilizadas em crisolita variou de 25 a 30% em relagdo ao sistema com
células livres.

Quando comparados com células livres os biocatalisadores imobilizados sao

capazes de realizar biotransformagdes em ambientes hostis em menor tempo, além
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de tolerar altas concentragdes de substrato levando a um aumento no rendimento e
produtividade do processo. (VELANKAR e HEBLE, 2003)

Segundo Sarrouh e Silva (2013), a imobilizagdo de células de Candida
guilliermondii FT120037 para a producgéo de xilitol usando hidrolisado de bagago de
cana, em um sistema de fermentacdo em lotes repetidos, € uma alternativa atraente
para a reutilizagdo das células da levedura. Segundo os autores, as células
imobilizadas em alginato de calcio apresentaram 6timo desempenho durante seis
bateladas sucessivas sem que ocorra perda no rendimento do xilitol. Entretanto, na
sétima batelada, houve uma diminuicdo de 44% na concentragao final de xilitol. Esta
reducdo pode ser explicada devido ao acumulo de substancias insoluveis dentro do

suporte, ocasionando limitagao por difusao.

3.6.Micro-organismo: Sccharomyces cerevisiae

Desde os primérdios da fabricagdo de produtos biotecnolégicos, na
mesopotamia, anos antes de cristo, seres humanos ja tinham uma proxima relagéo
com a Saccharomyces cerevisiae mesmo desconhecendo sua existéncia, isso
porque essa levedura que estava presente na sua forma nativa acabava
participando do processo de fabricagdo de paes e cerveja de maneira acidental,
gerando o6timos resultados.

De maneira geral, leveduras s&o fungos unicelulares pertencentes a um
grande grupo heterogéneo de organismos eucariéticos. A levedura Saccharomyces
cerevisiae é tipicamente gemulante a suas cepas sao utilizadas no processo de
fermentacdo para producdo de bebidas alcodlicas e combustiveis como o etanol,
sdo em geral de forma elipsoidal, com dimensdes caracteristicas de 6 a 8um de
largura. (PELCZAR et al., 2004)

A levedura Reproduz assexuadamente por brotamento e durante o processo,
0 nucleo divide-se por “estrangulamento” onde uma parte dele entra no broto
juntamente com outras organelas. A conexdo citoplasmatica é lacrada pela
confecg¢ao de novo material de parede celular. (BATISTA,2005)

Alcazar (2000), estudando a atividade da levedura Saccharomyces cerevisiae

sob diferentes condi¢cdes de estresse e o efeito do aprisionamento em gel alginato
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de calcio, relata que, além de exibirem maiores teores de glicogénio, as células
imobilizadas apresentam uma menor sensibilidade tanto ao estresse salino quanto
ao estresse alcodlico durante a fermentagao, pois a matriz de alginato no sistema de

fermentacgao contribui na tolerancia ao etanol.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Suporte de imobilizagao

Para a realizacdo dos experimentos utilizou-se casca de café “in natura”
provenientes do Sitio Santa Clara, localizado no municipio de Oliveira no Estado de
Minas Gerais. O Sitio conta com 50.000 pés de café e uma produgao média de 410
sacas de 60 Kg de café beneficiado. A casca apds a pesagem foi lavada com agua

destilada e seca em estufa a 100°C por 24 horas.

4.2.Pré-tratamentos empregados

O suporte foi submetido a diferentes tipos de tratamentos, sendo seu
desempenho avaliado quanto a capacidade de imobilizagdo em ensaios
fermentativos conduzidos em meio sintético. Quantidades equivalentes a 1,0 g de
suporte in natura foram adicionados em frascos Erlenmeyer de 125 mL e submetidos

aos seguintes tratamentos:

4.2.1 Pré-tratamento fisico

A casca in natura seca foi triturada em liquidificador (Philips Walita) por 5min
e em seguida classificada em peneiras (Bertel Industria Metalurgica LTDA) com
abertura de 14 mesh (1,2 mm). O po fino assim obtido foi utilizado no processo de
imobilizagdo. Somente a fragdo da casca igual ou inferior a 14 mesh foram utilizados

no experimento.

4.2.2 Tratamento com NaOH

Um volume de 50 mL de uma solugdo de NaOH 4% (p/v), é adicionado aos
frascos Erlenmeyer contendo 1g de casca in natura e também moida. Os frascos
permaneceram sob agitagado a 120 rpm por 24 h. Em seguida, os suporte passaram
pelas seguintes etapas: lavagem com agua destilada, esterilizagdo a 120 °C por 20
minutos e secagem a 100°C por 24 h.
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4.2.3 Descompressao explosiva térmica com etanol 70%

Este pré-tratamento, também conhecido como explosao a vapor, foi realizado
utilizando autoclave com vapor de 1,5 Kgf/cm? Os frascos com os suportes
anteriormente descritos (casca in natura e moida) foram alimentados com 1,0 mL de
etanol 70% e submetidos ao tratamento com vapor de 1,5 Kgf/cm?, a 127 °C por 35
minutos. Apos este periodo a autoclave foi desligada, e a valvula aberta
rapidamente, deixando o vapor sair com consequente queda brusca na pressao
interna da autoclave. Os materiais assim “explodidos” foram lavados, filtrados e em
seguida, secos a 100 °C por 24 h.

4.3 Meio de fermentagao e imobilizagao celular

O meio sintético foi preparado para cultivo da levedura comercial S. cerevisiae
(fermento de padaria) em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio
composto por: Extrato de levedura 15 g.L'1; fosfato de potassio monobasico 7g/L,
sulfato de magnésio 0,01g/L, fosfato de sddio monobasico 12g/L, sulfato de aménio
3g/L; esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos; e adicionado glicose
esterilizada 50 g.L'1. Nao foram feitas avaliacbes do efeito da alteracdao da
composi¢cao do meio sobre a imobilizagao.

As fermentagbes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, 50 ml
de meio de fermentacao, 1,0 g de suporte tratado e esterilizado e 10 g.L'1 de células,
sendo estes frascos mantidos em incubadora de movimento rotatério sob agitagao
de 185 rpm e temperatura de 29 °C. O tempo total de fermentacao foi de 66 h e

amostras foram retiradas a cada 22 h para posteriores analises.
4.4 Determinacao de células imobilizadas

Para determinar a massa de células imobilizadas nos suportes estudados,
realizou-se uma analise gravimétrica por diferengca da massa seca dos suportes

antes e apds o contato com as células no meio de fermentagdo. A cada 22 h de
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fermentacdo os suportes foram filtrados para a retirada do excesso de meio de
fermentacao e em seguida, lavados com agua destilada. Estes suportes foram
colocados em uma estufa a 100°C até massa constante, sendo entéo realizada a
analise gravimétrica, conforme mostrado na seguinte expressdo: Massa células
imobilizadas (g) = Massa suporte seco com céluldas (g) — Massa suporte seco (g).
Como o numero de solidos dissolvidos no meio é alto, é importante lembrar
que alguma parte desta massa possa ser associada a estes solidos, mas como os
micro-organismos estado constantemente consumindo essas particulas, fica dificil

fazer com que um controle negativo fornegca nimeros para uma base de calculos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao da capacidade de imobilizagdo celular do suporte sob
diferentes tratamentos

As cascas tratadas de diferentes maneiras, inclusive a casca em natura,
foram avaliadas e comparadas de acordo com os seus desempenhos. Em todos os
casos, a casca moida e in natura tiveram resultados particulares mostrando a

variabilidade de possibilidades no uso deste residuo.

5.1.1 Avaliagao da capacidade de imobilizagao celular em casca in
natura e casca moida
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Figura 6: Imobilizacao celular em casca in natura e casca moida apos 66 h de fermentacao.

Observou-se, na Figura 6, que o tratamento mecanico, moagem, da casca de
café nao teve influencia positiva na eficiéncia da imobilizacdo celular quando
comprado com a casca in natura.

Conforme mostrado na Figura 7, as massas de células imobilizadas em
suportes de casca in natura e casca moida foram de 0,33g e 0,327g

respectivamente, apds 66h de fermentacéo.
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Figura 7: Relac&o entre a massa microbiana imobilizada, nos suportes da casca in natura e moida, e

o tempo de fermentacéo.

Os resultados obtidos indicam que a estrutura da casca de café in natura é
propicia a imobilizagao celular eliminando dessa forma a necessidade de uma etapa

prévia de pré-tratamento por moagem.

5.1.2 Avaliacao da capacidade de imobilizagao celular em casca in
natura e casca moida pré-tratadas com NaOH (4% p/v)

Apos o pré-tratamento com NaOH (4% p/v) observou-se um mudanga visivel
na estrutura da casca tanto moida com in natura. O material lignocelulésico passou
a ter uma coloragdo de marrom claro em vez de marrom escuro, parecida com da
serragem. Este fato é devido a remogdo parcial da lignina e hemicelulose na
estrutura fibrosa do material.

Conforme observado na Figura 8, o tratamento com NaOH influenciou
positivamente a capacidade da casca, in natura e moida, na imobilizagao de células
microbianas. Entretanto a eficiéncia de imobilizacdo em casca in natura foi superior

que em casca moida, ambas tratadas com NaOH 4% p/v (Figura 7).
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Figura 8: Imobilizagao celular em casca in natura e casca moida tratadas com NaOH 4% p/v, apés 66

h de fermentacéo.

Segundo a Figura 9 as massas de células imobilizadas em casca in natura e
casca moida, tratadas com NaOH 4% p/v, foram de 0,58 g e 0,539 respectivamente,
apés 66 h de fermentagdo. Tais resultados mostraram um aumento de 10%
capacidade de imobilizagdo da casca in natura em comparagao com a casca moida,
tratadas com NaOH 4% pl/v.

Da mesma forma, observou-se um aumento de 75% na capacidade de
imobilizacdo da casca in natura tratada com NaOH em comparagdo com a casca in

natura nao tratada.
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Figura 9: Relacdo entre a massa microbiana imobilizada, nos suportes da casca in natura e moida,

tratadas com NaOH 4% p/v, e o tempo de fermentacao.
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5.1.3 Avaliacao da capacidade de imobilizagdo celular em casca in
natura e casca moida pré-tratadas com descompressao térmica com etanol
70%

Este método consiste na expansao de estrutura fibrosa da casca de café in
natura e moida, aumentando dessa forma a superficie de contato e,
consequentemente, a capacidade de adsorcao desses suportes.

Assim como o que se observou no tratamento com NaOH, houve um aumento
na eficiéncia de imobilizagdo celular ao longo da fermentagéo, evidenciando a
melhoria no mecanismo de adsor¢do, para as duas formas do biosuporte (Figura
10). Ainda nesta Figura, observou-se que a eficiéncia da imobilizacado celular na
casca in natura foi 39% maior que na casca moida, ambas tratadas com

descompressao térmica (exploséo a vapor).
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Figura 10: Imobilizagdo celular em casca in natura e casca moida tratadas com descompressao

térmica, apos 66 h de fermentagao.
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Figura 11: Relacdo entre a massa microbiana imobilizada, nos suportes da casca in natura e moida,

tratadas com descompressao térmica, e o tempo de fermentacéo.

Conforme mostrado na Figura 11, as massas de células imobilizadas em
casca in natura e casca moida, tratadas por descompressao térmica com etanol
70%, foram de 0,73 g e 0,55¢g respectivamente, apds 66 h de fermentagéo

Da mesma forma, observou-se um aumento de 210% e 26% na capacidade
de imobilizagdo da casca in natura tratada com explosdo a vapor em comparagao

com a casca in natura nao tratada e tratada com NaOH 4%, respectivamente.
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6. CONCLUSAO

A utilizagdo da casca de café, um biosuporte abundante e residual, mostrou-
se eficaz como suporte de imobilizacdo de células microbianas, além das
caracteristicas quimicas e fisicas da biomassa serem favoraveis, o processo
também é de facil execugéo.

A casca de café in natura apresentou taxas de imobilizacdo superiores a da
casca moida nos pré-tratamentos quimicos aplicados. Esta informagao sugere que
alguns fatores propiciaram essa superioridade, como o formato cdncavo da casca,
disposi¢do das fibras de um comparado ao outro. O grafico a seguir mostra a
diferenca de imobilizagdo das cascas in natura.

Titulo do Gréafico
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03
02

0,1

Casca in Natura Tratamento NaOH 4% (p/v)  Tratamento Etanol 70%

Figura 12: Comparagéo da eficiéncia do suporte levando em conta somente casa in natura.

O tratamento com vapor de 1,5 Kgf/cmz, a 127°C, por 35 minutos, aplicado a
casca in natura, determinou os melhores valores de imobilizagdo celular, com
valores de 26% superiores aos do tratamento com NaOH (4% p/v).

Deve-se ressaltar que em todos os experimentos apenas uma amostra foi
retirada em cada ponto, portanto, ndo exclui-se a possibilidade destes estarem

representando uma amostra fora de padrao.
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