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RESUMO

A imobilizacdo de células € uma conveniente maneira de se reciclar células do
meio fermentativo em bioprocessos industriais. O uso de biomassa lignocelulésica
para essa finalidade tem mostrado uma crescente importancia, dada a alta
disponibilidade e baixo custo desses materiais. Para se aumentar a capacidade
adsortiva desses materiais, € comum realizar-se previamente uma ou mais etapas
de tratamento visando abrir a estrutura do material ou modificar suas caracteristicas
eletrostaticas. O presente estudo teve como objetivo avaliar quatro diferentes
métodos de tratamento em casca de café para seu uso como suporte de
imobilizagdo de Saccharomyces cerevisiae. Os métodos testados foram o tratamento
alcalino com NaOH 4%m/v, tratamento acido diluido com H2S044%m/v, tratamento
a vapor com etanol a 1,5 kgf/cm? e tratamento oxidativo com H202 1% em meio
alcalino. O critério usado para comparacao foi a massa seca de células adsorvidas
em g de células/g de suporte. O tratamento mais bem sucedido foi o tratamento com
NaOH 4%, que atingiu um maximo de 0,109 + 0,009 gramas por grama de suporte,
valor 55,7% superior ao encontrado para a casca sem tratamento. Os valores
encontrados estdo coerentes com os encontrados em pesquisas similares. A casca
de café tratada pelo método alcalino se mostrou um suporte promissor para ser

usado para imobilizagao de células.

Palavras-chave: Imobilizacdo de células, aproveitamento residuos

lignocelulésicos, casca de café.



ABSTRACT

Cell immobilization is a convenient way of recycling cells from the medium in
industrial bioprocesses. The use of lignocellulosic biomass as support for cell
immobilization have been gaining importance due to the high availability and low cost
of these materials. In order to increase the cell adsorption capacity of these materials,
it is common to do one or more pretreatment steps to open its structure or modify its
electrostatic properties. This study aimed to evaluate four different treatment
methods in coffee husks to be used as supports for Saccharomyces cerevisiae cell
immobilization. The methods tested were alkaline treatment with NaOH 4%m/v, dilute
acid treatment with H2SO4 4%m/v, steam treatment with ethanol at 1,5 kgf/cm? and
oxidative treatment with H202 1% in alkaline conditions. The criterion used for
comparison was dry mass of adsorbed cells per gram of support. The most
successful treatment method was NaOH 4%, which yielded a maximum value of
0,109 £ 0,009 grams per gram of support, 55,7% more than the value found for non-
treated husks. The values found are coherent with the ones found in the literature in
similar research. Coffee husks treated by the alkaline method were shown to be a

promising support for cell immobilization.

Keywords: Cell immobilization, use of lignocellulosic residues, coffee husk.
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1 INTRODUCAO

A imobilizagao celular permite a facil separagéo e reuso do biocatalisador do
meio de cultivo em um sistema de bateladas repetidas. Além disso, em
fermentagdes continuas, permite o uso de reatores bastante distintos dos
tradicionais reatores de tanque agitado. As mais importantes configuragbes sao
reatores de leito fixo ou reatores de leito fluidizado. Além disso, permitem maiores
velocidades de processamento e operagdo de reatores continuos a vazdes
superiores a velocidade de crescimento das células (PRADELLA, 2001).

No entanto, para que a imobilizagdo seja efetiva e com ganhos econémicos,
alguns fatores devem ser observados. O material escolhido para imobilizagao deve
ser barato e disponivel em grandes quantidades, o processo de imobilizagdo deve
ser simples e eficiente, o catalisador imobilizado deve apresentar alta eficiéncia
catalitica e seu manuseio no processo deve ser simples (KLEIN; ZHIER, 1990).
Nesse contexto, ha uma constante busca por materiais alternativos para
imobilizacdo de varios tipos de células para diversas aplicagdes.

Atualmente existe uma crescente preocupag¢ao acerca da destinagdo adequada
de residuos industriais. Dentre esses residuos, destacam-se o0s residuos
lignocelulésicos. Esses residuos s&o geralmente provenientes de atividades
agroindustriais e sao gerados em grandes quantidades, o que leva a necessidade de
uma destinagdo adequada, sem que haja danos ambientais. Diversas solugbes
foram propostas para o aproveitamento desses residuos, buscando associar o
ganho econémico a protegdo ambiental por meio do desenvolvimento de produtos e
processos a partir desses materiais. Uma das aplicagbes emergentes para esses
residuos € o uso como suporte para imobilizagdo. Eles atendem aos requisitos de
baixo custo, alta disponibilidade, facilidade de imobilizagédo celular por adsorgao, sao
reutilizaveis, esterilizaveis pelo calor e apresentam estabilidade quimica, bioldgica e
mecanica (BRANYIK et al., 2005).

O café € um dos mais importantes produtos do Brasil e do mundo. A
associagao Brasileira da Industria de café (ABIC) estima uma producdo de 21
milhdes de sacas em 2016 (ABIC, 2015). Tendo em vista a necessidade de
encontrar um destino apropriado para esse residuo, esse trabalho avaliara a
possibilidade de utilizar as cascas de café como suporte para imobilizagdo celular

para uso em processos biotecnologicos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de imobilizagao da casca de café utilizando diferentes

tratamentos.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar o tratamento alcalino, acido, térmico e oxidativo da casca de café;

- Realizar a imobilizagdo de células de Saccharomyces cerevisiae em casca de
café tratada;

- Determinar a massa seca de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em casca
de café com diferentes tratamentos;

- Comparar a eficiéncia dos diferentes técnicas de tratamento considerando a

massa seca de levedura imobilizada por massa de suporte.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia da imobilizagao

Biorreatores continuos avangados requerem uma maneira de manter as
células microbianas no reator de modo que néo ocorra sua lavagem. Isso pode ser
feito através da imobilizagcdo das células em um suporte sdlido. As células
imobilizadas se tornam mais densas do que em seu estado livre, dessa forma, se
mantém retidas no reator. Nesses sistemas, uma alta concentragdo de biomassa, de
até 10 vezes superior aos sistemas com células livres, leva a um tempo de
residéncia mais curto no reator, o que leva a uma produgédo volumétrica superior
(BRANYIK et al., 2005).

De acordo com Pradella (2001), as principais vantagens dos sistemas com

células imobilizadas em relagdo aos sistemas com células livres sao as seguintes:

a) possibilidade de uso de altas concentragdes celulares, levando a maiores
velocidades de reacéo;

b) operacdo de sistemas continuos a vazdes especificas de alimentagéo
superiores a velocidade especifica maxima de crescimento da célula;

c) eliminagdo da necessidade de reciclos externos de células por meio de
centrifugacéo, filtragem e centrifugacao;

d) possibilidade de obtengdo de maiores fatores de conversao;

e) possibilidade de uso de projeto de biorreatores mais adequados a cinética
do sistema utilizado;

f) maior protecdo ao sistema bioldgico em relagdo ao estresse ambiental,

causado por fatores como grandes concentragdes de substratos e pH.

3.2 Métodos de imobilizagao

Segundo Pradella (2001), existem basicamente trés métodos de imobilizagao
de células em suportes. Sao eles: o confinamento celular, a adsor¢do e a ligagéo
covalente. A diferenca entre esses métodos estd nos mecanismos de interagao

célula-suporte.
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3.2.1 Imobilizagao por confinamento

A imobilizacao por confinamento consiste no aprisionamento das células em
uma matriz polimérica porosa. Os substratos a serem consumidos pelas células e os
metabdlitos gerados por elas fluem através de poros presentes na matriz. A
imobilizagédo por confinamento é a mais utilizada para a imobilizagao de células vivas
devido a baixa toxicidade e a alta capacidade de retengao celular (PRADELLA,
2001). Alguns exemplos de polimeros que podem ser utilizados s&o poliacrilamida,
alginatos, carragenana e agar (WOODWARD, 1988).

3.2.2 Imobilizagao por ligagao covalente

No método da ligagédo covalente, os suportes sédo funcionalizados para conter
um grupamento quimico, que sera responsavel pela ligagdo da célula ao suporte
(PRADELLA, 2001). Essa técnica requer a existéncia de um grupo reativo na
superficie da célula e de um grupo reativo na superficie do suporte. As vantagens
desse método € aliviar a dependéncia de fatores como temperatura, pH e forca
ibnica, que tém um papel significativo em ligagdes ndo covalentes (SHRIVER LAKE
et al., 2012).

Shriver Lake et al. (2012) demonstraram que células de E. coli podem ser
imobilizadas em esferas de vidro Siran™ tratadas com gluteraldeido. Segundo os
autores, o suporte é considerado ideal para uso em colunas devido a sua
estabilidade fisica e quimica e sua habilidade de manter altas vazbées na coluna. A
grande limitagdo dessa metodologia para imobilizagdo de células vivas é a potencial
toxicidade do sistema devido a presenca do glutaraldeido (PRADELLA, 2001).

3.2.2 Imobilizagao por adsorgao

A imobilizagdo de células microbianas por adsor¢cédo € um método antigo e bem
estabelecido que tem sido usado por muitos anos (KLEIN; ZIEHR, 1990). O método
de adsorgcéo trata-se da adesdao de células a suportes que ndo foram
especificamente funcionalizados para a ocorréncia de ligagao covalente. Nesse caso,

a adesao pode ocorrer por meio de interagdes eletrostaticas entre cargas opostas de
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parede celular e superficie do suporte, a formagao de ligagbes ibnicas entre grupos
aminicos e carboxilicos da parede celular e um grupo reativo da superficie do
suporte e a formacao de ligagdes covalentes parciais entre grupos aminicos da
parede celular e grupo hidroxila ou silano (SiO-) da superficie do suporte
(PRADELLA, 2001). Microrganismos aderem naturalmente a diversos materiais,
como vidros, ceramicas e materiais lignocelulésicos. Esse método também pode ser
usado em colunas de troca idnica, como DEAE-celulose (KLEIN; ZIEHR, 1990).

A principal desvantagem da técnica é a suscetibilidade as condi¢des
ambientais devido a caracteristicas do meio de tais como, concentragao idnica, pH e
idade da populacéo celular que se deseja imobilizar (PRADELLA, 2001). No entanto,
€ um método simples, de baixo custo, com uma grande disponibilidade de suportes
para imobilizagdo, podendo inclusive ser utilizados residuos agroindustriais para
esse fim. Diversos estudos da produgdo de etanol com imobilizagcdo de leveduras
por adsorgdao em residuos lignocelulésicos demonstraram que esse método gera
produtividades superiores a de sistemas com células imobilizadas por
encapsulamento ou com células livres (PACHECO; GONDIM; GONGCALVES, 2010;
SINGH et al., 2013; YU, ZHANG; TAN 2007). Esses suportes podem ainda ser
submetidos a tratamentos superficiais visando a obtencdo de estruturas

macroporosas, incrementando sua capacidade de retengdo (PRADELLA, 2001).

3.3 Caracteristicas e eficiéncia da imobilizagao celular por adsorg¢ao

Alguns critérios devem ser levados em conta para se avaliar o processo de
imobilizagédo por adsorgdo. Klein e Ziehr (1990) destacam os seguintes aspectos:

a) Quantidade de biomassa;

b) Forga da adeséao;

c) Retencao da atividade do biocatalisador;

d) Efetividade/Transferéncia de massa/Engenharia

e) Estabilidade operacional.

f) Caracteristicas do microrganismo, especialmente sua superficie e

COMpOSIGao;
g) Caracteristicas fisicas do fluido.



12

Segundo Klein e Ziehr (1990), quantidades de 200 mg de células/g de suporte
sdo consideradas normais para processos de adsor¢do. Kumar et al. (2011)
reportaram 120 mg de células de Kluyveromyces por grama de suporte em bagago
de cana. Moo-Young, Lamptey e Robinson (1980) obtiveram 188 mg/g de suporte
para a imobilizacado de Saccharomyces cerevisiae em lascas de madeira. Yu, Zhang
e Tan (2007), ao imobilizar Saccharomyces cerevisiae em bagagco de sorgo
obtiveram altas quantidades de biomassa, com um maximo de 0,61 g de células/g
de suporte. Segundo os autores, isso se deve ao fato de o material ter uma grande
quantidade de células porosas, nas quais as células penetraram e se fixaram em
seu interior. Vasconcelos, Lopes e de Franga (2004) também obtiveram altas
quantidades de biomassa imobilizadas em bagag¢o de cana de agucar, com um
maximo de 0,4776 g de células /g de bagaco. Santos et al. (2008) obtiveram valores
maximos de cerca de 0,3 g de células /g de suporte em bagaco de cana.

Alguns autores também observam uma correlagdo positiva entre o tamanho
dos suportes e a quantidade de células imobilizadas. Yu, Zhang e Tan (2007), ao
avaliarem a imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em bagago de sorgo,
observaram um crescente aumento da massa de células com o aumento do
tamanho do suporte de imobilizagdo. Provavelmente, esse resultado se deve a nao
reducido da quantidade de poros intactos presentes no suporte in natura. No entanto,
Moo-Young, Lamptey e Robinson (1980) encontraram uma correlagdo oposta entre
quantidade de biomassa e tamanho dos suportes ao testar a imobilizagdo de
leveduras em lascas de madeira. Os mesmos autores atribuiram a influencia positiva
da redugao do tamanho do suporte no aumento da area superficial disponivel para a
imobilizacdo das células. Portanto, cada suporte se comporta de maneira diferente e

€ necessario testar cada um separadamente.

3.4 Suportes de imobilizagao

A imobilizagao geralmente é feita através do contato com as células a serem
imobilizadas com um material, denominado suporte, sob condigdes ambientais
controladas. De acordo com Pradella (2001), as principais caracteristicas de um

suporte para a imobilizagdo de células vivas sao as seguintes:

a) nao ser toxico as células;
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b) ter alta capacidade de retengéao celular;

c) ser resistente ao ataque quimico e microbiano;

d) ter pouca sensibilidade a solicitagcbes mecanicas, tais como, compressao por
peso, tensdes de cisalhamento ou eventuais pressdes internas e externas de gases;

e) ter alta difusividade de substratos e produtos.

A técnica também precisa ser de baixo custo e facil implementagdo em larga
escala (ESCOBAR; ALVAREZ; PENUELA, 2012). Os suportes para imobilizacdo
podem ser classificados como organicos, inorganicos, naturais e sistemas de

membranas.

3.4.1 Materiais naturais

Materiais naturais sdo usados com pouco ou nenhum tratamento, como
madeira, serragem, pedacgos de frutas, etc. O uso de materiais naturais, como
materiais celulésicos deslignificados séo eficientes e apresentam um bom aumento
nas taxas de fermentacdo em comparagao com células livres. Esses suportes sao
de pureza de grau alimentar, baratos e abundantes e s&o facilmente aceitos pelos
consumidores, podendo ser aplicados na industria de alimentos e bebidas
(KORKOUTAS et al., 2004). Dessa forma, esses materiais tém recebido mais
atencdo que géis de encapsulamento. Além disso, materiais celuldésicos sao
reutilizaveis, esterilizaveis pelo calor, quimicamente e biologicamente estaveis em

condigdes de fermentacdo e mecanicamente estaveis (BRANYIK et al., 2005).

3.4.4.1 Materiais lignocelulésicos como suportes de imobilizagao

Os materiais lignocelulésicos sao de origem vegetal, normalmente gerados
como residuos de atividades agroindustrias. Esses materiais tem ganhado bastante
destaque nos ultimos anos por serem considerados como recurso natural e
renovavel com potencial de ser convertido em inumeros produtos, como
combustiveis e diversas moléculas organicas de valor agregado.

Esses materiais possuem trés componentes principais: a celulose, a
hemicelulose e a lignina. Os teores desses compostos variam de acordo com o tipo

de material. No entanto, tipicamente, a maior parte dos residuos lignoceluldsicos é
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composta de aproximadamente 10-25% de lignina, 20-30% de hemicelulose e 40-
50% de celulose. A celulose é um polimero altamente estavel formado por
mondmeros de glicose ligados por meio de ligacbes b-1,4 gerando cadeias de até
12000 residuos. Essas moléculas formam ligacbes de hidrogénio intra e
intermoleculares, o que torna a celulose altamente resistente e insolavel. A
hemicelulose é formada por outros agucares, como xilanos, mananos e glucanos. Ja
a lignina é a fragcdo mais complexa e em menor quantidade, que é formada por
unidades de fenilpropano (ANWAR; GULFRAZ; ISHRAD, 2014) A lignina age como
uma protecdo da celulose e hemicelulose contra a degradagdo. (CHATURVEDI;
VERMA, 2013).

Diversos materiais lignoceluldsicos tém sido avaliados para a imobilizagéo de
leveduras, tais como, bagago de cana de agucar, folhas de milho, espiga de milho e
aparas de madeira (ESCOBAR; ALVAREZ; PENUELA, 2012), bagago de sorgo (YU;
ZHANG; TAN, 2007) e cascas de frutas como uva e caju (MALLOUCHOS et al.,
2002; PACHECO; GONDIM; GONCALVES, 2010).

Singh et al. (2013) avaliaram a produgao de etanol por levedura imobilizada em
bagago de cana de agucar tratado com NaOH, alginato de sédio e agar-agar, no
qual foram realizadas bateladas repetidas utilizando as trés matrizes. Ao fim de cada
batelada, o suporte era coletado do meio de fermentacgéo, lavado com agua estéril e
transferido para um meio fresco. Dos trés suportes, o bagago de cana foi o que
apresentou maior produgdo de etanol (15,4g/L), e esse valor permaneceu quase
constante por 7 bateladas, e a partir do 7° ciclo foi observada uma redugdo na
produtividade. Além disso, o uso de bagago de cana apresenta a vantagem de ter
um procedimento de preparagdo muito simples em comparagdo com a preparagao
das matrizes de encapsulamento.

Vasconcelos, Lopes e de Franga (2014) também testaram o bagago de cana de
agucar, sem tratamento, como suporte de imobilizagdo, em reator continuo. Foram
testadas taxas de diluicdo de 0,05h-' a 3,0h'. O sistema mostrou estabilidade
operacional por até 60 dias e as concentragbes de células obtidas foram de cerca de
10° células/g de bagaco de cana.

Pacheco, Gondim e Gongalves (2010) avaliaram o bagago de caju como
suporte de imobilizagao. O suporte apresentou boa eficiéncia, com mais de 95% dos
agucares totais consumidos com 6 horas de fermentagdo. Os biocatalisadores

imobilizados foram reutilizados por pelo menos 10 ciclos mantendo sua atividade
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inicial. Segundo os autores, o material tem algumas vantagens, como o facil
manuseamento, 0 baixo custo e a boa estabilidade operacional.

Esses exemplos mostram que o uso de materiais celulésicos como suportes de
imobilizacdo por adsorgédo possuem vantagens em relacédo a outros métodos de
imobilizagdo ou ao uso de células livres. Como a maioria desses materiais sao
abundantes residuos agroindustrias, de facil aquisicao e baixo custo, o processo se
torna economicamente ainda mais favoravel. Um exemplo de residuo ainda pouco

explorado como suporte de imobilizagdo de células é a casca de café.

3.4.1.1.1 A casca de café

O café é uma das mais importantes commodities do mundo. O consumo de
café no Brasil em 2015 foi de 20,508 milhdes de sacas, apresentando um leve
acréscimo em relagao ao ano anterior, de 20,333 milhdes de sacas. O consumo per
capita também subiu, passando a 4,90 kg/habitante.ano de café torrado e moido, o
que equivale a 6,12 kg/habitante.ano de café verde em grédo. A Associagao Brasileira
da Industria de Café (ABIC) estima que a produgdo em 2016 atinja 21 milhdes de
sacas (ABIC, 2015). A casca de café representa cerca de 12% do fruto em peso
seco (MURTHY; PAIDU, 2012). Dessa forma, considerando-se o consumo de café
no Brasil em 2015, pode-se estimar que foram produzidos cerca de 147,658 milhdes
de kg de casca de café.

No entanto, o manejo dos residuos da produgéo de café é um desafio para a
industria, devido a presenga de cafeina, fendis e taninos, que sao tdxicos aos seres
vivos. Dessa forma, o despejo desses residuos no ambiente pode trazer danos
ambientais (MURTHY; PAIDU, 2012). Dessa forma, faz-se necessario buscar
alternativas tecnoloégicas para o tratamento ou reuso desses residuos.
Tradicionalmente, a casca de café tem tido aplicagao limitada como fertilizantes,
alimentacdo de gado e compostagem. Uma das possibilidades de aproveitamento
desse residuo € como suporte de imobilizacdo de células e enzimas para aplicagbes

industriais.
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3.5 Métodos de tratamento

Com o intuito de aumentar a capacidade de imobilizacdo celular dos suportes
lignocelulésicos, os mesmos sdo submetidos a diferentes tratamentos quimicos,
fisicos e mecanicos com o objetivo de criar uma estrutura mais porosa, aumentando

dessa forma a sua capacidade de retencao das células.

3.5.1 Tratamento alcalino

No tratamento alcalino, o material é tratado com bases como hidréxidos de
sodio, calcio ou amoénio, a temperaturas e pressdes ambientais (CHATURVEDI;
VERMA, 2013). O tratamento alcalino remove a lignina do material. A reacdo é
baseada na saponificacdo das ligagdes éster intermoleculares entre xilanos e outros
componentes, como a lignina. O processo também remove grupos acetil e acido
urdénico da hemicelulose (HARMSEN et al., 2010). O processo é de baixo custo, no
entanto, utiliza-se grandes quantidades de agua para lavagem de sais de sodio e

calcio.

3.5.2 Tratamento com acido diluido

Em tratamentos acidos sao utilizados acidos como sulfurico a concentragbes
altas ou baixas e temperaturas altas ou baixas. A hemicelulose é hidrolisada a altas
temperaturas, aumentando a porosidade do material. No tratamento com acido
diluido, apenas a hemicelulose € hidrolisada, enquanto lignina e celulose
permanecem intactas. Esse tratamento € barato, simples e efetivo para o tratamento
de biomassa lignocelulésica (CHATURVEDI; VERMA, 2013).

3.5.3 Tratamento com vapor

O tratamento de explosao a vapor envolve o aquecimento do material a altas
temperaturas e pressdes seguido pela ruptura do material devido a uma queda
brusca na pressao da reagdo. Durante a explosao a vapor, a lignina é principalmente
degradada a partir da clivagem de ligagdes éter de derivados de cinamil-alcoois
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(RAMOS, 2003). O tratamento com vapor é realizado com uso de temperatura de
reacao de 127° C, a uma pressao de 1,5 kgf por 35 minutos (COELHO, 2007).

3.5.4 Tratamento oxidativo

A deslignificagdo de materiais lignoceluldsicos pode ser realizada por meio de
um agente oxidativo, como o peroxido de hidrogénio. Isso se deve a reatividade do
agente oxidativo com o anel aromatico. Além de solubilizar a lignina, esse
tratamento também causa a degradagcdo de uma boa parte da hemicelulose.
(HARMSEN et al., 2010). Quando o peréxido de hidrogénio € aumentado para pH
11,5, ele dissocia entre hidrogénio e o anion hidroperoxil. Entdo, esse anion reage
com o peroxido restante para formar radicais hidroxila altamente reativos, conforme
mostram as equagdes 3 e 4. A reacao gera produtos de oxidag&o soluveis em agua
(GRAY, 2013):

H,0, = H* + HOO™ Eq. 1

H,0, + HOO™ = OH 4+ 0,” + H,0 Eq. 2

A maior desvantagem desse tratamento é o alto custo do perdxido de
hidrogénio (CHATURVEDI; VERMA, 2013).

3.6 Aplicacoes de células imobilizadas

Sistemas com células imobilizadas tém sido cada vez mais utilizados em
diversos bioprocessos, incluindo a produgcdo de alimentos, medicamentos, acidos
organicos, aminoacidos, combustiveis e tratamentos de residuos. Alguns desses
processos sdo bem estabelecidos na industria, enquanto outros estdo em fase
laboratorial ou piloto com resultados promissores.

A Tabela 1 apresenta algumas leveduras de importancia biotecnoldgica

imobilizadas em diferentes tipos de suportes.
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Tabela 1 - Leveduras imobilizadas em diversos suportes e suas aplicagdes biotecnoldgicas

Espécie Suporte Produto Referéncia
Saccharomyces Alginato de Etanol NAGASHIMA et al. (1984)
cerevisiae calcio
Saccharomyces sabugo de Etanol SANG-EUN et al. (2012)
cerevisiae milho.DEAE
Saccharomyces Alginato, Etanol SINGH et al. (2013)
cerevisiae bagaco de
cana, agar-
agar
Saccharomyces Bagaco de Etanol YU; ZHANG; TAN (2007)
cerevisiae sorgo
Saccharomyces Cascas de uva Vinho MALLOUCHQOS et al.
cerevisiae (2002)
Saccharomyces Spezyme GDC Cerveja PAJUNEN; GRONQVIST;
cerevisiae (Maturacao) LOMMI (1989)
Saccharomyces Bagaco de Cerveja BRANYIK et al. (2002)
uvarum malte (fermentacgéo)
Saccharomyces Bucha, bagago Acucar invertido URIOSTE; MEDEIROS; DE
cerevisiae de cana CASTRO (2002)
Saccharomyces Agar Acucar invertido TODA; SHODA (1975)
pastorianus
Kluyveromyces sp. Bagaco de Producao de KUMAR et al. (2011)
cana etanol
Pichia pastoris Alginato de Producao de DUFF; MURRAY (2004)
calcio acetaldeido
Candida Alginato Produgéo de SANTOS et al. (2008)
guilliermondii Xilitol SARROUH; SILVA (2013)
Saccharomyces Alginato Probistico GRAFF et al. (2008)
boulardii
Schizosaccharomyces Alginato de Fermentagao LY; TSAY (1989)
pombe calcio maloalcodlica
em vinhos
Candida tropicalis Casca de Biodegradagdo SHAZRIENNA et al. (2015)
coco, Bucha de polifendis
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A levedura Saccharomyces cerevisiae possui a habilidade natural de aderir a
superficies inertes ou outras células, sendo esse Ultimo processo denominado
floculagéo, que consiste na formagéao de flocos de células (VERBELEN et al., 2006).

No entanto, na adsor¢do das leveduras a suportes de imobilizagao, alguns
autores propdem que ocorrem interagdes eletrostaticas e retengdo em poros do
material. Branyik et al. (2004) em seu estudo investigou esses mecanismos usando
como objeto de estudo leveduras imobilizadas em bagaco de malte e encontrou
evidéncias de que as forgas eletrostaticas envolvidas na imobilizagdo séao
predominantemente hidrofébicas. Santos et al. (2008) ao acompanhar o pH no
processo de imobilizacdo da levedura Candida gquilliermondii verificou que a
eficiéncia de imobilizagdo aumentou em valores de pH entre 4 e 5. Esse aumento foi
devido a neutralizagdo de grupos negativos, como acidos carboxilicos na superficie
da célula, reduzindo a repulsdo eletrostatica entre as células favorecendo dessa
forma a imobilizagdo celular. Os mesmos autores observaram que a eficiéncia de
imobilizacdo apresentou-se uma queda significativas em valores de pH maiores de 5
devido ao fato de que os grupos carboxilicos terem se tornado positivamente
carregados, favorecendo a repulsdo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Suporte de imobilizagao

Todos os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Sao Joao
del-Rei (UFSJ). Neste estudo, o suporte escolhido para a imobilizagao celular foi a
casca de café. A casca in natura foi lavada com agua e seca a 80°C por 48h. Nao foi
realizada a moagem da casca, pois segundo Santos (2014) a etapa de moagem
resulta na reducio da capacidade de imobilizacdo da mesma.

4.2Tratamentos empregados para a casca de café

A casca de café foi submetida a quatro tratamentos diferentes. Os suportes
tratados foram avaliados quanto as suas capacidades de imobilizagao celular.

4.2.1 Tratamento alcalino com hidréxido de sédio

Para o tratamento alcalino, foi usada a metodologia utilizada por Santos (2014).
Um volume de 1,0 L de uma solugdo de NaOH 4% (p/v) foi adicionado a um béquer
de 2000 L contendo 20 g de casca de café lavada e seca. A solugdo com o suporte
foi mantida em um agitador magnético (DiagTech DT3120H) sob agitagdo maxima
por 24 h. Em seguida, o suporte tratado foi lavada com agua corrente até atingir pH

7. Ap6s a lavagem, a casca tratada foi seca em estufa a 80°C por 48 h.

4.2.2 Tratamento com vapor

Para o tratamento com vapor foi usada a metodologia utilizada por Santos
(2014). foram adicionados, em um Erlenmeyer de 500 mL, 20 gramas de casca de
café lavada e seca e uma solugao de etanol 70% na proporgéo de 1:1. A suspenséao
foi submetida ao tratamento com vapor em autoclave a uma pressdo de 1,5 Kgf/cm?,
temperatura de 127°C por 30 minutos. Em seguida, a autoclave foi desligada e a
valvula aberta rapidamente, provocando dessa forma uma queda brusca na presséao

interna. O suporte tratado foi lavado e seco em estufa a 80°C por 48h.
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4.2.3 Tratamento com acido diluido

Para o tratamento com acido, um volume de 1 L de uma solucédo de H2S0O4 4%
(p/v) foi adicionado a um erlenmeyer de 2000 L contendo 20 g de casca de café
lavada e seca. A solugdo com o suporte foi mantida em um agitador magnético
(DiagTech DT3120H) sob agitacdo maxima por 24 h. Em seguida, o suporte tratado
foi lavado com agua corrente até alcangar pH 7. Apds a lavagem, a casca tratada foi
seca em estufa a 80°C por 48 h.

4.2.4 Tratamento com perdxido de hidrogénio em meio alcalino

Para o tratamento com perdxido de hidrogénio, foi utilizada uma metodologia
adaptada de Ayeni et al. (2013). Foram adicionados 20 g de casca de café lavada e
seca a um volume de 1L de uma solucdo de H202 1% (v/v) corrigida com NaOH até
alcangar pH de 11,5. Em seguida a suspensdo foi mantida em um agitador
magnético (DiagTech DT3120H) sob agitacdo maxima por 24 h. Depois de
transcorrido o periodo de tratamento, a casca foi filtrada e lavada com agua corrente
até atingir pH 7. Apds a lavagem, o suporte tratado foi seco em estufa a 80°C por 48
h.

4.3 Meio de cultivo

O meio de cultivo foi preparado com a seguinte composigao: glicose 50 g/L,
extrato de levedura 15 g/L; fosfato de potassio monobasico 7g/L, sulfato de
magneésio 0,01g/L, fosfato de sddio monobasico 12g/L, sulfato de aménio 3g/L. O
meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. O microrganismo
utilizado nos ensaios foi a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (marca

Dona Benta), com uma concentragéo inicial de 1g/L.
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4.4 Imobilizagao celular

A imobilizagdo da levedura comercial Saccharomyces cerevisiae na casca de
café foi conduzida em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 1g (peso seco) do suporte
nao tratado ou tratado em 50 mL do meio de cultivo, preparado conforme o item 4.3.
Os Erlenmeyers foram incubados em shaker a 180 rpm e temperatura de 28,5°C.
Para cada tratamento foram realizados 12 ensaios de imobilizagdo, com tempo total
de fermentagdo de 96h, sendo retirados amostras a cada 24h em triplicata. Os
ensaios foram realizados em triplicata para evitar grandes variagées na metodologia

decorrentes de perdas de pedagos de casca durante a pesagem ou filtragem.

4.5 Determinacgao de células imobilizadas

Para o calculo da massa seca das células imobilizadas foram retiradas
amostras a cada 24h foram. As mesmas foram filtradas a vacuo utilizando papel filtro
de café (Melitta 103) previamente seco em estufa a 80°C por 48 h e pesado em
balanca analitica (Marte AY 220). O papel filtro contendo as cascas com as células
imobilizadas foram secos a 80°C por 48h e pesados em balanga analitica. A
determinagdo do peso seco das células imobilizadas foi feita de acordo com a

equacao 1:

Massa seca das células imobilizadas (g) = Massa seca total do suporte-células-papel filtro(g)
— Massa seca do suporte sem células (g) — Massa seca do papel filtro (g) Eq.3

A relagdo entre a massa de células imobilizadas por massa de suporte foi
determinada dividindo a massa seca das células imobilizadas (g) pela massa seca

da casca de café (g).



23

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os diferentes tratamentos foram comparados quanto a capacidade da casca de
café como suporte de imobilizagdo das células microbianas. A Figura 1 mostra o
resultado da imobilizacdo da casca de café nao tratada in natura no decorrer de 96

horas de fermentagao.

Sem tratamento
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Figura 1. Avaliagédo da capacidade de imobilizagao celular em casca de café sem tratamento
no decorrer de 96 horas.

Analisando-se os dados obtidos, observa-se que a quantidade de células
imobilizadas teve um aumento gradual, atingindo valores de 0,02+0,03 g/g apds 24h,
0,048+0,001 g/g apos 48h, 0,07+0,03 g/g ap6s 72h e 0,22+0,05 g/g apos 96h. Do
periodo de 72h para 96h notou-se um aumento na massa de células maior que no
observado nos experimentos com a casca tratada. No entanto, durante a execugéo
dos experimentos observou-se que em alguns ensaios houve problemas de
entupimento do filtro, impossibilitando a total remogdo do meio de cultivo rico em
células livres. Tal fato provavelmente foi responsavel pelo alto valor de massa seca
imobilizada obtida apés 96h de fermentacao (Figura 1). Como a presenga dessas
particulas impediu que o meio de cultivo fosse totalmente removido, sendo assim os
resultados obtidos com 96h contabilizaram nao apenas as células imobilizadas,

como também células livres presentes no meio de cultivo. Dessa forma, para fins de
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analise mais precisa, os valores obtidos apds 96h serdo desconsiderados para a
casca nao tratada.
A Figura 2 mostra os resultados da imobilizagdo utilizando a casca de café

tratada com o método alcalino no decorrer de 96 horas de fermentacgao.
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Figura 2. Avaliacdo da capacidade de imobilizagéo celular em casca de café tratada com

NaOH 4%p/v no decorrer de 96 horas.

Os ensaios com casca de café tratada pelo método alcalino apresentaram uma
melhora gradual na imobilizagdo microbiana no decorrer de 72 h. Obteve-se 0,087
10,008 g/g apdés 24h, 0,099+0,002 g/g apos 48h, 0,109 £0,009 g/g apos 72h e 0,106
10,009 g/g apd6s 96h. Segundo os resultados obtidos, observou-se que, houve um
aumento de 106% e 55,7%, apos 48h e 72h de fermentagdo respectivamente, na
capacidade de imobilizagdo da casca com tratamento alcalino em comparagdo com
os valores obtidos utilizando a casca nao tratada (Figuras 1 e 2). O tratamento
alcalino provoca a remocgéao da lignina da estrutura lignocelulésica da casca de café
(HARMSEN et al., 2010), promovendo dessa forma um aumento consideravel na
superficie do suporte e como consequéncia um aumento na sua capacidade de
imobilizagdo microbiana.

A melhora proporcionada pelo tratamento alcalino também foi observada por
Coelho (2007), que ao avaliar a adsor¢ao de Candida guilliermondii em bucha
vegetal, verificou que o tratamento com NaOH resultou num aumento consideravel

em relagao ao controle. No referido estudo, a massa de células imobilizadas em
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suporte tratado e moido foi de 0,34 g/g, contra 0,16 g/g para o suporte sem in natura
e moido.
A Figura 3 apresenta os resultados de imobilizagao utilizando a casca tratada

com vapor no decorrer de 96 horas de fermentacao.
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Figura 3. Avaliagdo da capacidade de imobilizagao celular em casca de café tratada com

vapor no decorrer de 96 horas.

Os valores obtidos de massa seca por grama de suporte foram de 0,04+0,01
g/g ap6s 24h, 0,042+0,003 g/g apds 48h, 0,04+0,01 g/g apds 72h e 0,09+0,03 apos
96h. Observou-se que os resultados obtidos mostraram uma tendéncia de
manterem-se aproximadamente constantes durante as primeiras 72h seguidas de
um aumento significativo apés 96h. O tratamento a vapor utilizado para a ativagao
do suporte solido (casca de café) apresentou resultados de imobilizagado microbiana
menores que no caso da casca nao tratada e casca tratada com NaOH. Tal fato
indicou que o uso de vapor nao foi eficiente em aumentar a capacidade adsortiva do
suporte. Outro fator importante foi o0 aumento da carga negativa na superficie da
casca, devido ao uso do vapor quente, provocando dessa forma uma baixa
imobilizacdo celular. Deve-se ressaltar que a carga da parede celular do
microrganismo utilizado também possui cargas negativas (EDDY; RUDIN, 1958),
resultando no surgimento de forgcas de repulsdo entre a superficie ativada e as

células.
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No estudo de Coelho (2007), entretanto, foi constatado que o uso do
tratamento a vapor teve um resultado positivo sobre a imobilizacdo, tendo um
resultado de 0,30 g/g de suporte, comparavel com os 0,34 g/g de suporte obtidos
com o suporte tratado com NaOH e maiores que os 0,16 g/g de suporte para a
casca in natura. Vale ressaltar que o material usado no referido estudo foi bucha
vegetal, material de composigao diferente da casca de café. Dessa forma, é possivel
que a casca de café tenha em sua composigao substancias que sofreram ionizagao
no processo que nao estdo presentes na bucha.

A Figura 4 mostra os resultados de imobilizagdo utilizando casca tratada com

acido sulfurico no decorrer de 96 horas de fermentagéo.
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Figura 4. Avaliagéo da capacidade de imobilizagao celular em casca de café tratada com
acido sulfurico 4% p/v no decorrer de 96 horas.

De acordo com os resultados obtidos na Figura 4, observou-se que o
tratamento da casca com acido 4% p/v mostrou-se um comportamento diferente do
descrito para os tratamentos anteriores. Os valores de imobilizagdo obtidos foram de
0,067+0,003 g/g apds 24h, 0,051£0,01 g/g apds 48h, 0,060+0,006 g/g apos 72h e
0,0910,01 g/g apos 96h de fermentagado. Notou-se que o tratamento da casca com
acido diluido nédo apresentou melhoras significativas em relacdo a imobilizagéao
celular para a casca nao tratada e tratada com NaOH. Por outro lado, houve em
aumento de 46,3 % na capacidade de imobilizacdo em comparacdo com a casca
tratada a vapor, no periodo de 72h de fermentagao. Conclui-se que a hidrélise acida



27

com a concentragdo estudada néao foi eficiente em desestruturar a fibra da casca
devido a remogao da fragcdo hemicelulésica da mesma. O tratamento acido em
concentragdes adequadas causa a ruptura na estrutura lignoceluldsica da casca e
dessa forma resulta em um aumento na area superficial do sélido (CHATURVEDI;
VERMA, 2013) e consequentemente na capacidade adsortiva do mesmo. Por outro
lado, o tratamento acido ndo provocou aumento nas cargas negativas do suporte, tal
fato foi observado nos resultados superiores obtidos em relagdo a casca tratada com
vapor (Figuras 3 e 4). Uma possibilidade de se aprimorar esse tratamento é
modificar a temperatura de reagdo ou a concentragdo de acido usado. Uma outra
possibilidade tratamento € combinar a etapa de tratamento acido com uma etapa de
tratamento alcalino, como o proposto por Branyik (2002). O método de Branyik, ao
ser comparado com o0 método alcalino sem combinagdo por Melnikov (2007)
apresentou uma maior capacidade de remocgao de lignina e hemicelulose. Apesar de
o referido estudo ndo ter comparado os métodos em termos de capacidade de
adsorgéo celular, o resultado nele obtido mostra que o tratamento é promissor.

A Figura 5 apresenta os resultados de imobilizacdo da casca de café tratada

com peréxido de hidrogénio no decorrer de 96 horas de fermentacgao.

Tratamento com peroxido

01
0,09
0,08 %
0,07
0,06 L]
0,05 ;}
0,04 %
0,03
0,02
0,01

0
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Massa de célulasimobilizadas{g/g)

Figura 5. Avaliagao da capacidade de imobilizagao celular em casca de café tratada com

peroxido de hidrogénio 1% v/v no decorrer de 96 horas.

Segundo os resultados mostrados na Figura 5, observou-se que a massa de
células imobilizadas teve um aumentou gradual no decorrer de 72h de fermentagéo.
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Os valores de imobilizagao foram de 0,045+0,008 g/g apds 24h, 0,0599+0,0004 g/g
apos 48h, 0,08+0,01 g/g apds 72h e 0,049+0,007 g/g apdés 96h de fermentacéo.
Observou-se um aumento na imobilizagao celular de 24,7% apds 48h e 14,3% apds
72h em comparagao com a casca hao tratada. Da mesma forma houve um aumento
de 33,3 % na imobilizacao celular em comparagao com o tratamento acido, apdés 72h
de fermentacdo, mostrando dessa forma o potencial do uso do peréxido de
hidrogénio na ativagdo da casca de café como suporte de imobilizacdo. Por outro
lado, o tratamento com NaOH 4% (p/v) mostrou-se mais eficiente que o tratamento
com H202 1% (v/v) (Figuras 2 e 5). O tratamento com peroxido de hidrogénio
também visa remover a lignina da estrutura da casca promovendo uma melhoria na
sua capacidade adsortiva. Concluiu-se que, concentragdes mais elevadas de H20:2
poderdo provocar um aumento na capacidade adsortiva da casca e
consequentemente um aumento na imobilizagéo celular.

Os valores observados estdo de acordo com os encontrados por outros autores
em trabalhos semelhantes com adsorgdo de leveduras, tais como Moo-Young,
Lamptey e Robinson (1980) e Kumar et al. (2011). No entanto, existem descri¢cdes
na literatura de valores superiores a 0,6 g/g de suporte (Yu, Zhang e Tan, 2007). No
entanto, os mesmo autores utilizaram o bagaco de sorgo, um material altamente
poroso, como suporte de imobilizagdo. Suportes solidos porosos possuem alta
capacidade de adsor¢gdo em comparagao com suporte pouco porosos ou cristalinos.

E importante também observar a influéncia do tempo de imobilizagdo no
processo. Coelho (2007) fez essa avaliagéo utilizando como suporte de imobilizagao
a bucha vegetal tendo como microorganismo a levedura Candida guilliermondii e
constatou que, para diferentes métodos de tratamento, a eficiéncia da imobilizagao
atingia um maximo as 24h de incubagdo e caia em seguida. Santos et al. (2008)
fizeram essa avaliagao, para leveduras Candida guilliermondii em bagaco de cana, e
constataram que o tempo de imobilizagdo maxima foi as 21h do processo, caindo
em seguida, resultados que os autores atribuem a alteragdes no pH durante o
processo. Esses resultados diferem do encontrado no presente estudo para o
tratamento alcalino, com peroxido e sem tratamento, nos quais foi uma observada
uma tendéncia de aumento constante pelo menos até 72h decorridas do inicio do
processo de imobilizagdo. No entanto, as diferencas dos resultados podem ser
explicadas pela diferenca do microrganismo usado. E possivel que os grupos
negativamente carregados da parede celular da levedura Candida guilliermondii tém
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um diferente pKa dos da Saccharomyces cerevisiae, o que interfere na carga exibida
por esses grupos em diferentes condi¢des de pH, consequentemente interferindo
nas interagdes célula-suporte, conforme ja explicado anteriormente. Além disso, ndo
apenas a carga da parede celular, como também o proprio pH ou forga idnica do
meio pode ter variado de forma diferente devido a diferengas na sua composicao.

As Figuras 6 e 7 apresentam um comparativo das eficiéncias de imobilizagao

de todos os tratamentos avaliados apds 48h e 72h de fermentacéo.

0.1
0.08
0.06
0.04

0.02

48

m Sem tratamento Tratamento alcalino M Tratamento a vapor

W Tratamento acido M Tratamento com peroxido

Figura 6. Avaliagéo da capacidade de imobilizagao celular em casca de café tratada com

diferentes métodos apds 48 horas.
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0.1
0.08
0.06
0.04

0.02

72

m Sem tratamento Tratamento alcalino ®m Tratamento a vapor

W Tratamento acido M Tratamento com perodxido

Figura 7. Avaliagao da capacidade de imobilizagado celular em casca de café tratada com

diferentes métodos apds 72 horas.
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Analisando-se o0s resultados obtidos, observou-se que a eficiéncia da
imobilizacdo n&o apresentou um comportamento similar nos tratamentos estudados.
Essas variagdes podem ser originadas devido a valores de pH, quantidade de
células livres no meio de cultivo e forcas de atracao idnica e eletrostaticas.

Segundo as Figuras 6 e 7, concluiu-se que o tratamento mais eficiente para a
casca de café como suporte de imobilizacdo foi o tratamento alcalino, que rendeu
quantidades superiores de células imobilizadas em comparacdo com os demais
tratamentos, no periodo de 48h e 72h de fermentacdo. O método de tratamento
alcalino é de fato o mais extensivamente usado para tratamento de materiais
lignoceluldsicos para a imobilizagdo de células, tendo sido reportado diversas vezes
na literatura para essa finalidade, com resultados também promissores (COELHO,
2007; SANTOS et al., 2008; SINGH et al., 2013). Da mesma forma o tratamento com
peréxido de hidrogénio 1% v/v apresentou resultados superiores aos obtidos nos
tratamentos com acido, vapor e também no caso da casca nao tratada. Ambos os
tratamentos atuam principalmente sobre a lignina do material, 0 que evidencia que
essa € a porgdo da matéria lignoceluldsica que mais causa impedimentos a
imobilizacdo celular e que, portanto, deve ser o principal alvo em estudos de novos
tratamentos para aprimorar a capacidade de adsorgdo de suportes lignoceluldsicos.
O tratamento da casca com vapor apresentou os piores resultados de imobilizagao
indicando a possibilidade do surgimento de forgas de repulsdo entre as células
microbianas e o suporte em estudo. A casca tratada com H2SOs4 4% m/v néo
mostrou capacidade eficiente de imobilizacdo, o que reflete a necessidade de
trabalhar com concentragbes maiores do acido com o objetivo de aumentar a sua
eficiéncia na ruptura da estrutura fibrosa da casca de café, aumentando dessa forma

a sua capacidade adsortiva.
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6 CONCLUSAO

A casca de café mostrou-se um suporte promissor para a imobilizacdo de
células de Saccharomyces cerevisiae por adsor¢ao. Concluiu-se que o método de
tratamento mais adequado para o aumento da capacidade de adsorgdo desse
suporte é o tratamento alcalino com NaOH 4%m/v. A uma concentragao inicial de 1
g de células/L de meio de cultivo observou-se que a maior eficiéncia foi obtida apds
tratar o suporte pelo método alcalino com um tempo de imobilizagdo de 72 horas,
obtendo-se um valor de 0,109 £ 0,009, 55,7% melhor que na casca sem tratamento.
No entanto, o processo precisa ainda ser otimizado quanto as melhores condi¢cdes
de pH, temperatura e quantidade inicial de células. Além disso, um
acompanhamento de caracteristicas como pH e quantidade de células livres durante

todo o processo ajudaria a ter uma melhor avaliagdo do processo.
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7 PROSPECTIVAS PARA FUTUROS TRABALHOS

Para futuros trabalhos propde-se avaliar fatores relevantes que influenciam o
processo de imobilizagdo, tais como a forga de adesdo da célula ao suporte,
transferéncia de massa e estabilidade operacional em processos de bateladas
repetidas ou continuos e otimizagdo do tratamento alcalino, que apresentou os

melhores resultados.
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