$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIABALIMENTOS

OTIMIZACAO DA BIOCONVERSAO DE LACTOSE DO SORO DE QU EIJO EM
ETANOL EM SISTEMAS DE BIORREATORES IMOBILIZADOS

Sabrina Gabardo

Porto Alegre
2011



$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIABALIMENTOS

OTIMIZACAO DA BIOCONVERSAO DE LACTOSE DO SORO DE QU EIJO EM
ETANOL EM SISTEMAS DE BIORREATORES IMOBILIZADOS

Sabrina Gabardo

Engenheira de BioprocessB8sotecnologia-
UERGS

Dissertacdo apresentada ao Curso de POs
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos como um dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Marco Antonio Zachia Ayub

Co-orientador (a): Rosane Rech

Porto Alegre
2011



CIP - CATALOGACAO INTERNACIONAL NA PUBLICACAO

Gabardo, Sabrina

G1120 Otimizag&o da bioconverséo de lactose do soro de queijo em
etanol em sistemas de biorreatores imobilizados. / Sabrina Gabardo.
— — Porto Alegre, 2011.

83f. :il.

Dissertacao (mestrado) - Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, BR-RS,
2011.

Orientador: Marco Anténio Zachia Ayub

Bibliografia

1. Bioconversao de soro de queijo 2. Lactose 3. Etanol I. Titulo.
II. Ayub, Marco Antdnio Zachia (Orient.). lll. Rech, Rosane (Co-

orient.)

CDU 637.3:635.5

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca dtitine de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da UFRGS.



Sabrina Gabardo

Engenheira de Bioprocessos e Biotecnologia - UERGS

DISSERTACAO

Submetida como parte dos requisitos para obteng@oad de

MESTRE EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnolegiirdentos (PPGCTA)
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Pokkgr&, RS, Brasil.

Aprovada em: 17/12/2010
Pela Banca Examinadora:

Marco Antonio Zachia Ayub
Orientador — PPGCTA/UFRGS

Rosane Rech
Co-orientador — UFRGS

Graziela Brusch Brinques
Banca — UNISINOS

Gilvane Souza de Matos
Banca — UERGS

Simone Hickamnn Fléres
Banca — UFRGS

Homologada em: 11/01/2011
Por:

José Maria Wiest
Coordenador do Programa de Po6s Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(PPGCTA)

Vitor Manfroi
Diretor do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos. ICTA/UFRGS



AGRADECIMENTOS

Ao professor e orientador Marco Antdnio Zachia Aygelos ensinamentos
transmitidos, pela dedicacdo e apoio realizadostantemente ao longo desses dois anos.
Pela compreensao, paciéncia e por sua amizade.

A professora e co-orientadora Rosane Rech, pordodbecimento passado, empenho
e amizade, pela sempre pronta disposicdo no esioto de davidas. Por toda dedicacao e
auxilio proporcionados incansavelmente durante ésde periodo.

Ao Professor Plinho Francisco Hertz pelas conversasselhos e amizade. Pelo
conhecimento transmitido.

Ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Aliment@tapoportunidade e aprendizado
proporcionados no mestrado.

Aos colegas do Bioteclab pela amizade, cooperacgéolegyuismo. Em especial, a
Nicole Sehnem e & Priscila Souza-Cruz pela colghorgorincipalmente na etapa inicial do
mestrado em momentos angustiantes. O apoio de Vocésuito importante. A Débora
Faccin pela disponibilidade e auxilio em diversasmantos. A colega Fernanda Rech pelas
conversas, amizade, por compartilhar momentos leomsins. Agradeco a equipe pelos
momentos de descontracéo e de apoio.

A minha querida bolsista Juliana Zaparoli, por taedailio prestado, pela cooperacéo
e amizade.

As meninas do Laboratério de Enzimologia pelas emsas, amizade e coleguismo.

Ao Mauro, meu namorado, pela paciéncia, apoio epceemsao. Por estar comigo em
todos os momentos. Todos mesmo, de angustia, adegrelas noites, finais de semana e
madrugada em laboratorio. Pelo seu carinho, atepegd@avras de incentivo, companheirismo
e pela amizade.

Aos meus queridos pais, Maria Helena e Hilariaafal palavras de agradecimento.
Muito obrigada por seus ensinamentos, pelo amocjépaa, e apoio, muitas vezes
acreditando mais em mim do que eu mesma. A minharaggo por vocés é eterna. Vocés
sdo exemplo para mim, meus verdadeiros mestres.

Aos meus irméos Douglas e Cassio pelos bons mosep&do apoio, carinho e
amizade. Por acreditarem em meus ideais.

As minhas queridas avos, lolanda e Therezinha,tpatala, apoio e carinho.



RESUMO

O soro de queijo, um subproduto industrial altaiepoluidor, constitui-se em um
substrato rico em nutrientes e de grande potewd@ahproveitamento em bioprocessos. A
utilizacdo de substratos alternativos e de baigiocpara a produgcdo de etanol, tais como
residuos industriais, vem sendo recentemente eltudam resultados promissores. Diante
deste contexto, o presente trabalho teve comoiwdjetimizar a bioconversdo do soro de
queijo em etanol em biorreatores imobilizados usaKtuyveromyces marxianus como
biocatalisador e avaliar as limitacbes de transf@eéde massa em esferas de alginato de
calcio mediante o calculo do coeficiente de difudZalores similares do fator de converséo
da lactose em etand¥gonss (0,44:0,01 g g™) foram encontrados ao testar a producéo do
etanol por trés linhagens #e marxianus (CBS 6556, CCT 4086 e CCT 2653) em biorreator
de leito fluidizado em regime batelada, e uma duig#io na eficiéncia de conversao (83,3-
66,1%) e na produtividade volumétrica (0,96 a Qy7B*h™) foi observada ao aumentar a
temperatura de fermentacédo (30-40°C) utilizakdonarxianus CBS 6556 imobilizada. Em
seguida, foram testados biorreatores de leito éixtuidizado operados continuamente por
diferentes taxas de diluicdo (0,1-0,3)hOs valores indicaram que o aumento da taxa de
diluicdo leva a um decréscimo da utilizacdo deokete da producdo de etanol e um aumento
da produtividade volumétric&f). Valores semelhantes do fator de conversdo desk@em
etanol {eon/s) foram encontrados para todas as taxas de diltegdadas, em ambos sistemas
de biorreator (fixo e fluidizado). A maior produtiade volumétrica foi obtida para a taxa de
diluicao de 0,3 i em biorreator de leito fluidizado, alcancando &¥&onversao tedrica, e a
maior concentracdo de etanol (27,9 Y foi obtida com a taxa de diluicdo de 0;1 hAs
imagens de microscopia eletrénica de varredura (Mi&/superficie das esferas mostraram
que a imobilizacdo em alginato de calcio foi eficaz estudo da transferéncia de massa da
lactose e do etanol em esferas de célcio foi m@#dizatravés da medicdo do coeficiente de
difusdo com base na abordagem matematica da Segend® Fick. Diferentes condicbes
experimentais foram testadas. Os resultados obtiistraram que o coeficiente de difuséo
independe da concentracéo da solucéo de lactos&q2575 g I!) e de etanol (25 e 50 g L
1), bem como da concentracéo de alginato (3, 4 e 6%ie é afetado pela temperatura (25,
30 e 35 °C), aumentando de 4,67X16¢° s' a 6,96x13°m? s* para a lactose, e de
1,46x10° m? s*a 2,68x13° m* s* para o etanol.

Palavras-chave: soro de queijo, lactose, etargihab de célcio, coeficiente de difuséo.
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ABSTRACT

Cheese whey, an industrial by-product with higplgllutant characteristics, is a
substrate for cell growth, rich in nutrients andhngreat potential for use in bioprocesses. The
utilization of alternative and low cost substrafes the production of ethanol, such as
industrial waste, has been recently studied witmpsing results. In this context, the aim of
this work was to optimize the bioconversion of dewhey into ethanol in bioreactors using
immobilized Kluyveromyces marxianus as biocatalyst and evaluate the mass transfer
limitations in Ca-alginate beads by measuring tiffesion coefficient. Similar ethanol yields
(0.44+0.01 g EtOH g sugarwere found when testing the ethanol productiotoge strains
of K. marxianus (CBS 6556, CCT 4086 and CCT 2653) in batch flledibed bioreactor, a
decrease in conversion efficiency (83.3 to 66.1%@) ethanol productivity (0.96 to 0.78 g L
! hYy was observed with the increase of fermentatiomprature (30-40°C) by immobilized
K. marxianus CBS 6556. Continuous fluidized and packed bedéeaictors with different
dilution rates (0.1 to 0.3H were performed. Values indicated that the in@eaisdilution
rate led to a decrease in lactose utilization @hdr®l production and an increase in ethanol
productivity Qp). Similar ethanol yieldsYgons) were obtained for all dilution rates tested, in
both bioreactor systems. The highest ethanol ptadiyc (3.5 g L*h™?) was obtained at
dilution rate of 0.3 H in the fluidized bed bioreactor, with 87% of thedretical conversion.
The highest ethanol concentration (27.9 Y was obtained at dilution rate of 0.1.HThe
SEM micrographies of beads demonstrated that thexw®mobilization in the Ca-alginate was
effective. Lactose and ethanol mass transfer dudi€Ca-alginate beads was performed by
measuring the diffusion coefficient based on theéhematical approach of the Fick's second
Law. Different experimental conditions were testedesults showed that diffusion
coefficients were independent from the concentnatib lactose (25, 50 and 75 g'Land
ethanol (25 and 50 g1), as well as from the concentration of Ca-algir(&te4 and 6%), but
were affected by temperature, increasing from 4167%m* s* to 6.96x10° m? s* for
lactose, and from 1.46x1®m? s*to 2.68x10"° m? s* for ethanol.

Keywords: Cheese whey, lactose, ethanol, Ca-akginiffusion coefficient.
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1. INTRODUCAO

A industria de laticinios constitui uma parcela artpnte da industria de alimentos,
sendo significativa a sua contribuicdo em termoge@@cao de residuos. O soro do queijo
representa o principal e mais problematico subgoodaste tipo de industria em decorréncia
de sua elevada carga organica e grande volumegerad

A producdo mundial anual de soro de queijo € esi@mam aproximadamente 100
milhdes de toneladas, sendo que o Brasil contplama esta geracdo em aproximadamente
6%. Este subproduto representa grandes perdas mimasOopara a industria de laticinios,
visto que cerca de 50% da producdo mundial € ddispda em plantas de tratamento de
aguas residuais ou ainda utilizada para a alim@atagimal. Adicionalmente, as industrias
produtoras de queijo no Brasil sdo, em geral, dpgeo e médio porte, ndo dispondo de
meios econdmicos ou tecnologicos para o adequadweafamento do soro de queijo, fato
gue vem a contribuir para o incremento dessa prodtiea visto o inadequado descarte
diretamente em cursos hidricos.

O aproveitamento do soro de queijo em novos prosgaodutivos ainda ndo € uma
realidade mundial, muito embora a abordagem dest® aim residuo industrial venha sendo
oportunamente abandonada. Este subproduto caracericomo rico em nutrientes, com
guantidades apreciaveis de lactose, proteinassenrsaerais, constituindo, portanto em um
potencial substrato para realizacdo de processtschplogicos. Adicionalmente, no Brasil,
esse subproduto industrial pode ser obtido a urolmaisto, fato que estimula a sua utilizacao
em diversos bioprocessos, tais como aqueles quetesma conversao da lactose para a
producdo de metabdlitos de interesse, como o etanol

Estudos que visam o aproveitamento de subprodaothssiriais, considerados como
residuos, para a producédo de etanol vém sendoteeuemie realizados devido ao mercado
crescente e a potencial reducdo dos custos deg@rodissociada a sua utilizacdo. Residuos
de biomassa, tais como aqueles compostos de nmtigizocelulésicos tem sido bastante
estudados para a producado de etanol. Contudo, restesiais devem passar por tratamentos
prévios antes de sua devida utilizacdo visto queeosesso requer a separacao da lignina-
celulose e hidrélise da celulose para a posteii@mrdcédo de aclcares fermentesciveis. A

utilizagé@o de soro de queijo, além de ndo requeatamentos prévios, auxilia na producéo de



etanol e pode, ainda, solucionar um problema giavgeracdo de subprodutos das industrias
de laticinios, juntamente com a vantagem de agregdar a este subproduto nobre.

Com a perspectiva de crescimento da demanda mutelielanol e pela necessidade
da geracéo de fontes alternativas de energia, a@s tppercutem menores danos ambientais
daquelas provindas de fontes fdsseis, tecnologipazes de melhorar o desempenho e a
eficiéncia de processos fermentativos ganham irapoid fundamental no Brasil e no mundo.
Neste contexto, o emprego de técnicas de imobdzacelular pode contribuir
significativamente e positivamente para o desemwv@nto de processos mais eficazes, e,
consequentemente, bastante vantajosos.

A tecnologia de imobilizagao celular tem sido ampate estudada e difundida nas
tltimas décadas, favorecendo numerosos processestmlogicos devido as vantagens que
estes sistemas proporcionam, como, por exemplomeato da produtividade, diminuicao do
tempo de fermentagédo e reducdo dos riscos de coetgdon. A principal limitacdo desses
sistemas consiste nos requerimentos de transfar@ecimassa, sendo o seu entendimento
crucial para a otimizacéo de bioprocessos e dekemento de sistemas mais eficientes.

Nesse contexto, o presente trabalho teve comoivbjaperfeicoar o aproveitamento
de um subproduto da indastria de laticinios, o sigoqueijo, como meio alternativo de
fermentacdo para a producao de etanol de formaegagvalor a este subproduto. Em um
primeiro momento foi estudado as limitagdes desfex@ncia de massa da lactose (substrato)
e do etanol (produto) em esferas de alginato deoc@ em segunda instancia foi estudada a
otimizacdo da bioconversao da lactose em etarralést da técnica de imobilizacdo celular
em alginato de calcio, em biorreatores de coluneitiefixo e fluidizado.

Mais especificamente, os objetivos deste trabadrani:

1. Estudar a difusdo das moléculas de lactose e etaniviterior de esferas de alginato
de calcio através do calculo do coeficiente desédify

2. Avaliar a fermentacdo do soro de queijo em bidores imobilizados de leito
fluidizado operados em regime batelada para difesedinhagens deKluyveromyces
marxianus e em diferentes temperaturas de fermentacéao;

3. Avaliar a fermentacéo do soro de queijo gomarxianus CBS 6556 em biorreatores
imobilizados de leito fixo e fluidizado operadosnttouamente em diferentes taxas de
diluicao;

4. Avaliar o comportamento da biomassa na superfieiesleras de alginato de calcio

através de microscopia eletrénica de varredura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soro de queijo

O soro de queijo constitui-se no liquido remanetgcapos a precipitacdo e remogao
da caseina do leite, por coagulacéo acida ou etizandurante o processo de fabricacéo de
gueijos. Representa 85 a 95% do volume de leiigadd na elaboracdo de queijos e contém
cerca de 55% dos sdlidos existentes no leite (SIVOG). E o principal subproduto da
industria de laticinios, caracterizado por elevadalseres de DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio), que variam na faixa de 30-504 kendo a lactose a principal contribuinte para os
altos valores (SISO, 1996; DOMINGUES et al., 1997MIHCI e KARGI, 2007a;
GUIMARAES et al., 2010).

Por apresentar elevada carga organica e ser pdademi grandes volumes, o soro de
queijo representa uma importante fonte de polug@biental, sendo o subproduto mais
problematico das industrias de laticinios (BRAILECAVALCANTI, 1993; PONSANO e
CASTRO-GOMEZ, 1995; ZAFAR e OWAIS, 2006; KOSSEVAat, 2009; KOUTINAS et
al., 2009; GUIMARAES et al., 2010). Em média, paréabricacdo de um quilo de queijo
necessita-se de dez litros de leite, recuperandomee litros de soro (KOSIKOWSKI, 1979).
Adicionado a isso, 0 soro de queijo representadgmperdas econdmicas para a industria de
laticinios jA que aproximadamente metade da pradugdndial € disposta em plantas de
tratamento de efluente ou utilizada para alimemtagémal (RECH e AYUB, 2007).

A producdo de soro de queijo vem crescendo anuédmreervalores consideraveis,
sendo que aproximadamente 50% é utilizado pararraufacdo de produtos lacteos, de
panificacdo, chocolate e biscoitos na Europa e &isep como o0s Estados Unidos, que sdo os
responsaveis pelas maiores producdes de queijo urmlon(Manual de Referéncia para
Produtos de Soro dos EUA, 1997; ANDRADE e MARTIN®0?2). Contudo, o restante do
soro de queijo é desperdicado pelo inadequado ejeavento. Em indastrias brasileiras de
pequeno e medio porte este subproduto € freqlenterdescartado diretamente nos corpos
d’agua, uma vez que as mesmas nao dispéem de smoémicos ou tecnoldgicos para o
adequado aproveitamento ou tratamento (MENDES ,e2@06), fato que acaba por conduzir
a serios problemas ambientais, provocando a dedtruda flora e da fauna aquatica
(RICHARDS, 2002; PORTO et al., 2005).



A producdo mundial anual de soro de queijo é estimem 19 toneladas,
apresentando incremento anual de 1-2% (GUIMARAE&I.et2010). Somente no ano de
2009 foram produzidos no mundo 14,5 milhGes delaolas de queijo, 0 que remete a
producéio aproximada de 1,30%%@neladas de soro. A producdo de queijos no Bresil
crescido nos ultimos 10 anos, sendo que o volutireado de queijo produzido em 2009 foi
de 614 mil toneladas, correspondendo a producdapdeximadamente 5,5 milhdes de
toneladas de soro. Para a 0 ano de 2010 estatprewis producéo brasileira de queijos de
648 mil toneladas (MAPA/SPA, 2010).

Diante das propriedades nutricionais do soro dgajwe abordagem deste cormm
residuo industrial vem sendiportunamenteabandonada. Entre os nutrientes constituintes
mais abundantes encontram-se a lactose (4,5-5%mve)einas soluveis (0,6-0,8%m/v),
lipideos (0,4-0,5%m/v) e sais minerais (8-10% divaga seco). Contendo aproximadamente
6,9% de solidos totais, 0 soro de queijo tambénoréposto por menores quantidades de
outros nutrientes tais como o acido citrico e vita® (SGARBIERI, 1996; SISO, 1996;
RICHARDS, 2002). Acrescido a isso, a composi¢casato pode variar de acordo com o tipo
de queijo fabricado, ou seja, de acordo com o plicento empregado na precipitacdo da
caseina. Na elaboracdo de queijos frescos se obténsoro mais acido (pH <5) de
composicao diferente do soro provindo de queijosndssa prensada. O soro doce (pH 6-7)
contém menor quantidade de &cido latico, percenieiddctose mais elevado e menor teor de
minerais em relacdo ao soro acido (MADRID et @93 SISO, 1996). As composicdes do

soro acido e doce encontram-se descritas na Thabela

Tabela 1. Composicdo do soro doce e do soro &cido.

Componentes Soro Doce (%) Soro Acido (%)
Agua 93-94 94-95
Gordura 0,3-0,5 0,3-0,6
Proteina 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 4,5-5,0 3,8-4,2
Minerais 0,5-0,7 0,7-0,8
Acido latico 0,1 0,1-0,8

Fonte: Madrid et al., 1995



Nesse contexto, 0 soro de queijo é visto ndo apssrae um subproduto, mas como
um produto nobre e um substrato rico em nutrieqtedendo ser aplicado em areas

tecnoldgicas promissoras, tais como a de bioprosesgngenharia das fermentacdes.

2.1.1 Aplicaces biotecnoldgicas do soro de queijo

A composicdo nutricional do soro de queijo pernatsua aplicacdo em diversos
bioprocessos. Nesse contexto, pesquisas que utiliegate subproduto como substrato
alternativo vem sendo constantemente realizadascdeno aquelas que visam a obtencéo de
enzimas (RECH e AYUB, 2006; ORNELAS et al., 2008hgas (ANTONOPOULOQOU et al.
2008; NAJAFPOUR et al., 2010), acidos organicosNESAR et al., 2007; KIM et al.,
2006), polissacarideos (MESOMO et al., 2009; SIL¥A al., 2009); além de etanol
(SILVEIRA et al. 2005; LEWANDOWSKA e KUJAWSKI, 20070ZMIHCI e KARGI,
2009), entre outros bioprodutos (SISO, 1996; KOUAMN\et al., 2009; GUIMARAES et al.,
2010).

Uma das tecnologias oportunamente estuda e aplicada sucesso consiste na
producdo da enzima R-galactosidade, popularmentdec@a como lactase, a qual é
empregada principalmente na fabricacdo de leite loaixo teor de lactose. A producao de
3-galactosidade foi obtida por Santiago et al. 420@através do cultivo d&luyveromyces
marxianus ATCC 46537 em meio a base de soro de queijo (despado) contendo
diferentes concentracdes de lactose e extratoveduea (30°C, 150 rpm, pH 5,5). Os meios
de cultivo mostraram-se adequados para o cresantientevedura, e quando suplementados
com extrato de levedura, observou-se um favoredonen crescimento celular e na sintese
da enzima. Resultados similares foram obtidos gahFet al. (1999) ao avaliar a produgéo de
3-galactosidade pelas levedukdsyveromyces marxianus CBS 712 e CBS 6556 em soro de
queijo (200 rpm, 30°C, pH 5,5), onde foi verificadmtre outros fatores estudados, maior
crescimento celular ao suplementar o meio de deraueijo com extrato de levedura,
especialmente para a linhagem CBS 712. Adicionade@ nesse mesmo estudo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas nos paramemétcos de crescimento ao avaliar a
producdio da enzima pét. marxianus CBS 6556 em soro de queijo concentrado (210" L
em biorreator aerado, o que sugere o aproveitanta#ie subproduto sem a necessidade de
concentra-lo. Nesse mesmo sentido, outras pesquésasendo desenvolvidas na tentativa de
aperfeicoar a producdo da enzima com diferenteatégtas, como por exemplo, aplicando o



emprego de técnicas de imobilizacdo (BECERRA ef@D1), batelada alimentada (RECH e
AYUB, 2006; 2007) e cultura continua (ORNELAS et24108).

Entre as possiveis aplicacdes biotecnologicas pawmdilizacdo do soro de queijo,
encontra-se a producdo de goma xantana, um pa@sdec de grande aplicacdo em
industrias de alimentos, cosmética e quimica. Apgédo da goma xantana a partir de trés
diferentes meios de cultura a base de soro deogliieiggral, desproteinado e hidrolisado com
3-galactosidase) foi estudada por Nitschke et28l0X) através da utilizacdo da linhagem
Xanthomonas campestris C;L, sendo que a maior producdo da goma foi obserpada o
meio soro de queijo integral, sugerindo o soro camomeio de cultivo apropriado para a
producdo do polissacarideo. Adicionalmente, Silval.e(2009) utilizaram soro de queijo
natura como fonte alternativa de carbono adicionado derelites concentracdes de sacarose
e sais (kHPO, e MgSQ.7H,0) para a sintese de goma xantana, a partir delidhagens de
Xanthomonas campestris (1230 e 1182), e obtiveram a maior produgcdao quandoro de
queijo foi utilizado livre da adigcdo de sacaroseseja, como a Unica fonte de carbono com a
adicao de 2% (m/v) de KIPO, e 0,1% (m/v) de MgS£7HO.

Outras pesquisas tém sido empregadas na reducéargka poluente (DBO) com a
concomitante geracédo de produtos. Nesse contextm@am-se trabalhos que obtiveram a
minimizacdo da carga poluente em 90% com a prodsigdoltanea de proteina unicelular
(MOEINI et al. 2004) e de 75% com a concomitant@®meroducdo de etanol, biomassa e
metano (MAWSON, 1994). Ponsano e Castro-Gomez (1@&%icaram valores menores de
reducdo da carga poluente, orilelyveromyces fragilis levou a minimizacdo da DBO em
33,3%, gerando como produtos a biomassa e o etanol.

Estudos direcionados ao aproveitamento do soradgogcomo substrato alternativo
para o crescimento celular e geracdo de compostasteresse em bioprocessos vem sendo
oportunamente desenvolvidos, entre estes, encosgaagueles destinados a producao de

etanol, os quais tem se intensificado nas duasasdtidécadas.

2.1.2 Bioconversao de soro de queijo a etanol

A fermentacé&o alcoolica do soro de queijo constuem uma alternativa tecnologica
promissora devido as vantagens nutricionais, artdigere econémicas proporcionadas pelo
aproveitamento deste subproduto. O etanol € prdduzo mundo em 80% via processo

fermentativo e apresenta ampla aplicacdo na indugtiimica, farmacéutica e na industria



alimenticia, seja na forma de matéria-prima, sdveu combustivel (ZAFAR et al., 2005;
ZAFAR e OWAIS, 2006). A producdo mundial de etafmolde aproximadamente 65 bilhGes
de litros no ano de 2008, sendo o continente Armedaesponsavel pela maior parte dessa
producdo. O maior produtor sdo os Estados Unidas wma producédo de 19,8 bilhdes de
litros por ano, com o milho como matéria-prima. &sgundo lugar encontra-se o Brasil, com
uma producao anual de 17,8 bilhdes de litros argatcana de acgulcar, posicionando-se no
cenario internacional com uma parcela bastantefisigtiva (DEMIRBAS, 2007; SILVA et
al., 2008;GUIMARAES et al., 2010). O soro de qua@mostra como uma excelente fonte
de matéria-prima para a producdo de etanol vistobaseato e especialmente rico em
nutrientes. Além do mais, considerando que a qiea disponivel de lactose para a
producdo do etanol é maior que 4 milhdes de toaslgmbr ano, e considerando uma
eficiéncia de converséao de 85%, se poderia obterpneducéo cerca de 2,3 bilhdes de litros
de etanol, ou seja, 3,5% do total da producéo raliddi2008 (GUIMARAES et al., 2010).

Poucas linhagens de levedura apresentam a capacttadnetabolizar a lactose
presente no soro de queijo a etanol. Entre essgsngénismos encontram-Béuyveromyces
marxianus, Kluyveromyces lactis e Candida pseudotropicalis (ZAFAR et al., 2005; ZAFAR e
OWAIS, 2006; FONSECA et al., 2008; GUIMARAES et &010). Essa capacidade é devido
a presenca de dois gere&C12 eLAC4, responsaveis pela codificacdo das enzimas &ctos
permease e [3-galactosidade, respectivamente, & dpsempenham diferentes papéis. A
lactose-permease intermedeia o transporte da éactavées da membrana citoplasmatica
para o interior da célula, e a [-galactosidade sporesavel pela hidrélise da lactose
(dissacarideo) em dois monossacarideos, a glicasgaéactose. Essas duas fontes de agucar
sdo metabolizadas pela via glicolitica (Embden—Mwgfe-Parnas), contudo, antes de
participar dessa rota metabdlica, a galactose ¢ectitla no intermediario glicolitico glicose-
6-fosfato através da via Leloir, pela acdo de ti€@senzimas (galactoquinase, galactose-1-P
uridiltransferase e UDP-galactose 4-epimerase) {FRE96; RUBIO-TEIXEIRA, 2006;
GUIMARAES et al., 2010). Sob condicdes anaerébipsBuvato (produto da via glicolitica) é
reduzido em etanol e GOA representacado esquematica das rotas metabéheadvidas no
processo da fermentacédo do soro de queijo em etanohtra-se ilustrada na Figura 1.

Devido a necessidade do aproveitamento de resafyrosindustriais, tais como 0 soro
do queijo, aliado & exaustdo das reservas de cdinbigsfosseis e a preocupacao ambiental,
0 avanco de estratégias na producéo de etanol eedo $ncentivado constantemente. Dessa

forma, a producao de etanol pela fermentacédo deues agro-industriais tem surgido como



uma das estratégias mais viaveis no que diz respdibntes ndo convencionais de energia
(ZAFAR et al., 2005; LAL, 2008).
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Figura 1. Rota metabdlica da fermentacéo da lagwsetanol (Adaptado de: Rubio-Teixeira,
2006; Bai et al., 2008).

Diferentes abordagens de pesquisas estdao sendavdbsdas no que se refere a
producao de etanol a partir do soro de queijouindb fermentacdo em batelada (GHALY e
EL-TAWEL, 1995; ZAFAR e OWAIS, 2006; SANSONETTI at., 2009), fermentacdo em
batelada alimentada (OZMIHCI e KARGI, 2007a), femtagdo semi-continua
(STANISZEWSKI et al.,, 2009), fermentacdo contin@HALY e EL-TAWEL, 1997;
OZMIHCI e KARGI, 2007b, 2007c, 2008), imobilizacée leveduras em diferentes suportes
(KOURKOUTAS et al.,, 2002; LEWANDOWSKA e KUJAWSKI, ®7; OZMIHCI e
KARGI, 2009), fermentacdo com leveduras termotolies (BANAT et al., 1992; BRADY et
al., 1994; BANAT e MARCHANT, 1995), fermentacdoaatés deSacharomyces cerevisiae
co-imobilizada em RR-galactosidade (LEWANDOWSKA e ¥AWSKI, 2007), e fermentacéo
com leveduras recombinantes (DOMINGUES et al., 19091; GUIMARAES et al., 2008).

2.2 Imobilizagéo celular



A imobilizacdo celular pode ser definida como @ we uma estrutura fisica de
confinamento que obrigue as células a permanecenmemma regido particular do suporte de
modo a preservar a sua atividade catalitica (KARE&!., 1985). O processo de imobilizacéo
geralmente imita o que ocorre naturalmente no tresto celular em superficies ou dentro
de estruturas naturais, visto que muitos microgyaos apresentam a capacidade de adeséao
2004).

A tecnologia da imobilizacdo celular tem sido ampdate desenvolvida nas ultimas

em diferentes tipos de superficies na natureza (RKQUTAS et al.,

décadas, alcancando areas como da biotecnologitiGme meéedica. Numerosos processos
biotecnoldgicos sédo favorecidos pelo emprego daidéade imobilizacdo, e por isso, uma
variedade de técnicas e materiais de suporte trpsoposta. Entre as diferentes técnicas de
imobilizacdo, encontram-se quatro categorias goaisi com base no mecanismo fisico
empregado: ligacdo a superficies sdlidas, aprisiento em matrizes porosas, floculacao
(natural ou artificial) e contengcédo por membrarfaigura 2) (PILKINGTON et al., 1998;

KOURKOUTAS et al., 2004, ZANGH e FRANCO, 2002).
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De forma sucinta, o método de imobilizacdo por Hipes sélidas consiste na
interacdo entre a superficie celular e a superfloisuporte através de ligacdes ibnicas ou
ligacOes covalentes. Ja a técnica de aprisionan@mtmatrizes porosas caracteriza-se pela
inclusdo das células em uma matriz porosa que moat@oros menores que as células,
viabilizando, dessa forma, a permanéncia dos labsatlores na matriz e a troca de fluidos
(nutrientes e metabdlitos) no compartimento. Adlacdo, outro método de imobilizacéo, é
baseada na capacidade de adeséo e agregacaounsetglgs de células apresentam quando
em suspensao, podendo ser de forma natural oicialtifigacdo cruzada promovida por
agente quimico). Outra forma de imobilizar célubmsiste na contencdo por barreiras que
pode ser realizada pelo uso de uma membrana mrosgpo@u pela compartimentacao das
células em uma microcapsula, ou ainda atraves @esuperficie decorrida da interacdo entre
dois liquidos imisciveis (PILKINGTON et al., 1998RADELLA, 2001; KOURKOUTAS et
al., 2004; VERBELEN et al., 2006).

Os sistemas de imobilizacdo caracterizam-se pogrghg vantagens interessantes,
como: alta densidade celular por unidade de voldméiorreator, levando ao aumento da
produtividade, a diminuicdo do tempo de fermentaghoa reducdo dos riscos de
contaminacgao; melhora na estabilidade do biocathis promovendo a prote¢do contra o
estresse ambiental (pH, temperatura) e a maiaiatatea por altas concentracdes de substrato
e a diminuicdo da inibicdo pelo produto final, falzide de recuperacdo do produto com
reducdo de operacdes unitarias; permite o reapaovento da célula, assim como o sistema
de operacdo continua, além de possibilitar projetesbiorreator com menor escala,
reduzindo, portanto, os custos de processo (PRABERDOL; ZHANG e FRANCO, 2002;
JUNTER e JOUENNE, 2004; VERBELEN et al., 2006; KOKBUTAS et al., 2004;
COVIZZI et al., 2007). Como principal desvantageetatrida desses sistemas, encontra-se
as limitacbes de transferéncia de massa do subsratrodutos formados (abordado com
detalhes no item 2.4).

O aprisionamento em matrizes porosas é um do®dogtmais amplamente
estudados, sendo a técnica de imobilizacdo emaatgoke calcio uma das mais empregadas
devido as inUmeras vantagens que apresenta com-swgiorte. Os géis de alginato de
calcio sdo bastante interessantes pela facilidad&chica, alta capacidade de retencdo e
preservacdo da viabilidade celular, ndo sdo toxieosdo baratos. O alginato € um
polissacarideo natural extraido de algas marrdimebphyceae) que apresenta cargas
negativas devido a presenca dos acidos D-manur@iceagulucurdnico, os quais contém

grupos carboxilicos em sua estrutura. O procedioné® imobilizacdo consiste basicamente
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na mistura da suspenséo celular com o alginatad®go contato dessa mistura, através do
gotejamento, com uma solucédo contendo fons divedenbmo por exemplo, o célcio Qa
que leva a formacao de um gel (geleificacdo) dewidigacdo dos polieletrolitos dos grupos
carboxilicos com os ions calcio presentes em sojuigimando uma rede tridimensional
(GROBOILLOT et al., 1994; VELINGS e MESTDAGH, 1995AMSDEM e TURNER,
1999; SERP et al., 2001).

Diferentes metabdlitos tém sido produzidos pelizatdo da técnica de imobilizacao
em alginato, tais como acido latico (GARBAYO et &004; GIVRY et al., 2008), lactase
(BECERRA et al., 2001), glicoamilase (ALTERRIS &t 2004), e de forma mais difundida,
o etanol (GUNASEKARAN e KAMINI, 1991; GUO et al.,020; LEWANDOWSKA e
KUJAWSKI, 2007; LINS e LEAO, 2002; NAJAFPOUR et,&004).

2.3 Biorreatores com células imobilizadas

A escolha de um sistema de imobilizacdo adequageradle do processo e das
condicOes a serem utilizadas. Entre os fatoresadernmfluencia e que devem ser levados em
consideracdo na escolha de um biorreator, destaeam+tipo de suporte e o método de
imobilizagdo a ser empregados, requerimentos deacie e viabilidade celular, a natureza
do substrato, cinética de reacdo envolvida, fadéd de regeneracdo do biocatalisador e
requerimentos de transferéncia de massa (FUKUDA94;1BARON et al.,, 1996;
PILKINGTON et al., 1998; KOSSEVA et al., 2009).

Os procedimentos de confinamento celular permitemtilizacdo de biorreatores de
configuracdo diferenciada do tradicional tanquetaalgi continuo (CSTR), merecendo
destaque aqueles constituidos de colunas (PRADERDA]). De acordo com o padrao de
escoamento, os reatores utilizados para o culevoétllas imobilizadas podem ser divididos
em trés grandes categorias: reatores de tanquEladBTR), reatores de leito empacotado e
reatores de leito fluidizado (FUKUDA, 1994; BARON&a?., 1996).

Um reator tanque agitado (STR) ideal, também demada reator de mistura, se
caracteriza por ndo apresentar gradientes de doac&a no meio em toda a sua geometria.
Apresenta vantagens como o facil controle de teatpexr e pH, além de oferecer as melhores
caracteristicas de mistura. A principal desvantadeste tipo de biorreator consiste na tenséo
de cisalhamento exercida sobre as matrizes de lizaat@io (GROBOILLOT et al., 1994;
KOSSEVA et al., 2009). Este tipo de biorreator amutturas imobilizadas tem sido utilizado
na producdo de diversos produtos biotecnoldgi@s,domo a penicilina (SWAROOPét
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al., 2003) e etanol (RIVALDI et al., 2008). Outraplicacdes consistem na producdo de
xilitol, como por exemplo, no estudo de Da Cunhalet(2009) que utilizou hidrogel de
alcool polivinilico (PVA) como material suporte, ra producdo de acido latico com o
emprego de fibra de poliuretano (PUF) como sug&@SSEVA et al., 1995).

Em reatores de leito fixo (empacotado) a coluneeénrhida com o suporte por meio
da qual a alimentacdo passa de forma ascendes tifs de biorreator se caracteriza pela
pequena ou praticamente inexistente movimentacg@aldiculas na coluna (compactacéo) e
pela variacdo da concentracdo do meio ao longoodmpemento do biorreator. Entre as
vantagens desse tipo de sistema, encontra-se hAcsilage de operacédo, o baixo custo e altas
produtividades volumétricas. Contudo, ndo é inszmete para cultivos aerados devido a
deplecao rapida do oxigénio no inicio da colunaciddado a isso, o acumulo de gases e de
biomassa suspensa podem levar a formacdo de canprederenciais, prejudicando a
transferéncia de massa e consequentemente a retas;axas de producdo. O reator de leito
empacotado € o tipo de reator mais frequentemdiliteado em sistemas de imobilizacéo,
especialmente em fermentacbes (GROBOILLOT et aP941 PRADELLA, 2001;
VERBELEN et al., 2006; KOSSEVA et al., 2009). Rdiaet al., 2008 estudaram a producéo
de bioetanol por dois sistemas de biorreatoresetifes (CSTR e reator de leito empacotado)
utilizando como suporte PVA e verificaram melhaciéhcia de conversao e produtividade
em biorreator do tipo CSTR em virtude da agitagadanio, o qual permitiu uma melhor
transferéncia de massa. Ozmihci e Kargi (2009jzatdhm diferente matriz de imobilizacéo
para a producdo de etanol. Neste estudo, carocoazeiéona foram empregados para
preencher a coluna do biorreator de leito empaootAdicionado a isso, outros trabalhos
também tém sido relatados quanto a producédo deletambiorreatores de leito empacotado
empregando esferas de alginato como suporte deilikagho (MARWAHA e KENEDY,
1988; MELZOCH et al., 1994; SINGH et al., 2009) ra eutros suportes de imobilizacdo
(NIGAM et al., 1998, 2000).

Os reatores de leito fluidizadse caracterizam pela movimentacdo das particulas ao
longo da coluna devido a agitacdo do meio, a queé [ser obtida pela injecdo de ar ou de um
gas inerte, como no caso de reatores de colunalbdasbe ou “air-lift”, ou pode ser obtida
através recirculagcdo de meio no biorreator (SCHMIDEe FACCIOTTI, 2001). Essa
movimentag&o contribui, dessa forma, para dimiriigas limitagbes de transferéncia de
massa do sistema. Pode-se dizer que os biorredmiego fluidizado representam uma fuséo
entre reatores de mistura completa e reatoresitdefiled, com boas condi¢cdes de mistura a

baixas tensfes de cisalhamento. A transferénciamdssa é facilitada devido a
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homogeneizacdo do meio e & movimentagdo das pasticemovendo, dessa forma, gases
mais facilmente e evitando a decantacédo de céhaddando do biorreator. Alguns trabalhos
tem sido relatados quanto a utilizacdo de reatalesleito fluidizado com células
imobilizadas, como para a producao de gas hidrog@i AMORIN et al., 2009) e etanol
(KRISHNAN et al., 1999).

2.4 LimitacOes de transferéncia de massa em sistesnde imobilizacéo celular

A utilizagcdo de biocatalisadores imobilizados verand® bastante estudada,
especialmente aquelas que utilizam o alginato deioc&omo suporte em virtude das
vantagens que a técnica confere. Contudo, esdesnas também apresentam limitacdes,
destacando-se aquelas ocasionadas pela resistértifasdo de substratos e produtos na
particula (ESTAPE et al., 1992; AMSDEM e TURNER9%; BARRANCO-FLORIDO et
al., 2001).

Os sistemas de biorreatores com células imobilezgaalem ser caracterizados por
dois compartimentos diferentes, ou seja, uma fiageda que compde o meio de cultivo e
uma fase sélida, na qual se encontram os biocdalies imobilizados. Ambos os
compartimentos séo locais de rea¢des metabdlidaeescimento celular que se comunicam
através de fendmenos difusivos. Um dos aspectos m@portantes dos sistemas de
imobilizacdo deve-se aos efeitos que as limitagédsansferéncia de massa podem ocasionar
sobre as transformacdes bioquimicas das célulassEssisténcias podem ser decorridas da
difusdo externa, ou seja, pela resisténcia a geérsia de substratos e produtos em dire¢éo a
particula devido ao filme de fluido que se formaredor mesma, assim como ser decorrida
pela difusdo interna, devido a resisténcia a teméetia de massa no interior da propria
particula. De forma geral, a difusdo externa depetad condi¢cdes hidrodinamicas do fluido e
de suas propriedades fisicas; e a difusdo inteeperdle de fatores como concentracao
celular, estrutura e tamanho da matriz-suporte tah@nho das moléculas que se difundem
através da particula (QUIROS et al., 1995; PILKINGB et al., 1998; PRADELLA, 2001;
ZHANG e FRANCO, 2002).

Dessa forma, os efeitos da transferéncia de massabierreatores de células
imobilizadas sdo caracterizados como criticos dtemsia, visto que 0s nutrientes que se
encontram no meio de cultivo devem atravessar @ lfgsida até alcancar a superficie da
particula, onde entdo, estes devem atravessaemomtla mesma, chegando finalmente as

células. Contraditoriamente a isso, 0 produto aeldéve realizar o caminho oposto, ou seja,
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sendo liberado das células e partindo em diredasealiquida externa (PILKINGTON et al.,
1998; ZHANG e FRANCO, 2002).

Particularmente em sistemas de aprisionamento enezegporosas, como esferas de
alginato de célcio, as limitacGes a transferéneiandssa interna sao de especial importancia.
O entendimento das propriedades de transporte rsstsegna € essencial para prever o
comportamento das moléculas no interior da esfateavés da Lei de Fick pode-se definir o
transporte de massa interno por difusdo molecBIWKINGTON et al., 1998). Esta lei pode
ser aplicada para definir a difusividade de substra produtos em compartimentos de fase
sélida, tais como as esferas de alginato de cétriose tratando de sistemas de imobilizacao
em biorreatores, nos quais a concentracao do atd&rdo produto varia com o tempo, ou
seja, onde a difusdo ocorre em estado nado-estacipadaequacdo que melhor descreve a

transferéncia de massa € a Segunda Lei de Fick g2t al., 2001):

2
a_C:Da C
ot or?

(eq. 1)

onde,C é a concentragdo do soluto na fase liquidé,o coeficiente de difusdo do solut@,

o tempo & é a distancia radial a partir do centro da estesaa lei descreve a velocidade de
variacdo da concentracdo de determinado solutaieg@d do tempo e do deslocamento. Em
sistemas de imobilizagdo onde a geometria é eafér@mo, por exemplo, em particulas de
alginato, a transferéncia de massa acontece pwadifradial (BEINUM et al., 1999; FAVRE
et al., 2001).

2.5 Distribuicao celular em sistemas de imobilizaga

Os sistemas de imobilizagdo podem adotar difered&sidades, distribuicbes e
formas de crescimento celular dependendo das diexliempregadas. Essas condi¢cdes
incluem os fatores fisicos, como tipo e estrutwagel; fatores quimicos como composicao
do meio e condi¢cBes de imobilizagédo, além dos datdiologicos, como caracteristicas de
crescimento e quantidade do indculo. A cinéticacasscimento, transferéncia de massa e
estabilidade do sistema € estabelecida pela reldeéses fatores, afetando o modelo do
biorreator e modo de operacdo (GROBOILLOT et 81941 ZHANG e FRANCO, 2002).

De acordo com Zhang e Franco (2002) existe uméatena ao crescimento celular

préximo da superficie da matriz polimérica e a nosédestas ou até mesmo a morte no
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centro da particula, fato que leva a uma distréiigeterogénea da biomassa no interior da
particula, e consequentemente afeta as propriedadeansferéncia de massa de substratos e
produtos e a atividade fisiologica das células. tGdm em estudos mais recentes
(NAJAFPOUR et al., 2004; LIU et al., 2008) foi demstrado que as células podem crescer
no espaco interno da particula e inclusive migeaa @ superficie externa, resultando na sua
liberacdo para o meio.

Acrescido a isso, a distribuicdo das células pode afetada pela propria
heterogeneidade estrutural da matriz suporte. Ueamplo pode ser atribuido ao gel de
alginato, em que as particulas formadas podem eagegsuma concentracdo de alginato
maior na superficie do que no interior da particiderentes tipos de modificacdes na
estrutura de geéis de imobilizacdo podem ser erabog; incluindo microcanais, cavidades
discretas e camadas de blocos concéntricos deageljuais interferem na densidade,
distribuicdo e o crescimento celular no interioss#s matrizes (SAUCEDO et al., 1994,
ZHANG e FRANCO, 2002).



3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentaddsrma de artigos cientificos
submetidos a publicacdo. Os artigos constituinéssel capitulo estdo apresentados nos itens

Resultados | e Il, respectivamente, de acordo conoemas exigidas pelos periodicos.

3.1 Resultados |- Determination of lactose and ethanol diffusi@efticients in calcium

alginate gel spheres: predicting values to be useédmobilized bioreactors

O primeiro artigo intitulado “Determination of kse and ethanol diffusion
coefficients in calcium alginate gel spheres: ptadg values to be used in immobilized
bioreactors” consiste no estudo da difusividaded@se e do etanol no interior de esferas de
alginato de célcio através do calculo do coefigamd difusdo baseado na Segunda Lei de
Fick. Este artigo foi inicialmente submetido aoi@éico Journal of Chemical & Engineering

Data.
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Abstract

The diffusion coefficientsl§) for lactose and ethanol through calcium alginpgebeads were
determined based on the mathematical approach ok’sFisecond Law. Different
experimental conditions were tested to evaluateb#teavior of the diffusion coefficient of
different concentrations of lactose and ethanolCaralginate (3, 4, and 6%) at varying
temperatures (25, 30, and 35 °C). Results shovedlifiusion coefficients were independent
from the concentration of lactose and ethanol, ali as from the concentration of Ca-
alginate. Diffusion coefficients were affected leyniperature, increasing from 4.6752on?
s'to 6.96x10"° m? s* for lactose, and from 1.46x10m? s*to 2.68x10° m* s* for ethanol.
These results can be used for the project andngcajp of immobilized bioreactors for the

conversion of lactose into ethanol.

Keywords: Fick’s Law ; Ca-alginate ; diffusion coefficienlactose ; ethanol.

NOMECLATURE
C solute concentratiory *)
C, initial solute concentratiory(?)
C., maximum solute concentration in bulk solutign.{)
C, solute concentration in the gel bead as functiotinoé @ L™*)
D diffusion coefficient (hs?)
D, pre-exponential factor (frs%)
Deton ethanol diffusion coefficient (frs®)
Diact lactose diffusion coefficient (hs)
E activation energy of diffusion (kJ mdl
R gas constant (J m&K %)
R radius of the gel bead (m)
r radial distance from the centre of the bead (m)
T Kelvin temperature (K)

t time (s)
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1. Introduction

Among the numerous techniques for microbial cellmobilization, entrapment in
polysaccharide gels of natural origin such as @azate, is one of the most largely used and
studied"® reflecting the importance and impact of this tedbgy for bioprocesses.
Entrapment gel techniques present several intagesteatures including non-toxicity,
readiness to form hydrogels under very mild coodgi low cost and stability even at high
temperature$® Additionally, cell immobilization in alginate systes enables high cell density
and biocatalytic activity, high conversion ratesl @amaller reaction time compared to free-
cell system$:” Its main limitation resides in the diffusional biar of substrates and products
through the gel matrix and the spherical particksulting from the process of entrapment
will pose a mass transfer resistance through th&imthat can lead to ill-diffusion of
substrates and/or the building-up of inner conetiains of toxic metabolic products such as
ethanol’*® Therefore, the understanding of the transport enmigs of gel matrixes is
important in order to predict whether substrates fceely enter the sphere and products can
be permeated to the medidh.

The influence of diffusion velocity, or diffusivityon the rate of reactions of the biocatalyst
will affect its efficiency and should be known teset the optimization of the bioprocesses
and it is important to know how the properties bé timmobilizing material affect the
transport of various solutés.

Immobilized bioreactors are gaining importancendustrial applications, especially in those
where aeration is not required, substrates ardkoBugars such as lactose, and products are
excreted as primary metabolites as ethanol. Faetipeocesses, the diffusion coefficient, or
diffusivity, (D), is the fundamental parameter required for thantjtative analyses of mass
transfer for a successful microbial cell immobitiza.*

The literature has reported on the diffusion of kmmmlecules such as glucose, lactose, and
ethanol, when in solutions surrounding severalsgeports:>®*!In this work we proposed a
more refined and precise investigation of the diffa coefficient of such molecules
measuring them from within Ca-alginate beads, witicisely resembles the mechanisms of
mass transfer in immobilized bioreactors. We messuhe diffusion coefficienty) for
lactose and for ethanol in Ca-alginate gel beadsgus methodology based on the Fick’s
Law, and evaluated the effects of solute conceatratCa-alginate concentration, and
temperature on the diffusion coefficients. Theseiabdes were chosen because they are

important when devising a process to convert l&cto® ethanol in immobilized bioreactors.
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2. Materials and methods

2.1. Preparation of gel beads

Alginate gel beads were formed by dripping sodidginate solution (3%, 4%, or 6% w/v)
through a needle with 2.1 mm of diameter (14 Ghagsa peristaltic pump into a flask
containing 0.1 M CaGlsolution at 35 °C. The beads were gently agitaae@0 minutes and
washed twice with distilled water at 4 °C. The déen of 100 randomly selected beads were
measure using a caliper rule. The mean volumeeob#ads was calculated as the mean of the

arithmetic diameter considering a perfect sphere.

2.2. Diffusivity tests

Diffusivity experiments were carried out in two ste In the first, different solutions of
lactose (25, 50, or 75 g') and ethanol (25 or 50 g') were used to evaluate the impact of
the solution concentration over the diffusion cmaéht (D) of these molecules within 4% Ca-
alginate beads at 30 °C. In a second set of expatsnthe influence of the temperature (25
°C, 30 °C or 35 °C) and alginate concentration (8%, or 6%) were evaluated over the
diffusion coefficient, while fixing lactose and efiol concentrations at 50 and 25 @, L
respectively. For each test, five beads with a di@amof 3.8 mm were placed into lactose
(250 mL) or ethanol (10 mL) solutions. The sphesese maintained at constant and gentle
agitation to avoid external mass transfer resigtaspheres samples were taken along the
duration of the experiments (1,200 sec) to caleulaé diffusion coefficient, and the spheres
were dissolved into 1 mL of sodium citrate buffet ® (pH 6.2) into microcentrifuge tubes
and vortex agitated by 5 mim to accelerate theegakup. All experiments were run in
duplicates.

2.3. Diffusion coefficients calculation
In this research the Fick’s second law was useth®calculation of diffusivity assuming that
the Ca-alginate beads are perfectly spherical antblgeneous with radial diffusion of solute
in the particle.
Fick’s second law for the case of diffusion throwgparticle is given by:
oC 0°C
o ° or?
For a spherical geometry (gel particle of radR)isequation (1) leads t8:

(1)
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If D is assumed to be constant and also assuminghthatdss transfer resistance through the
film surrounding the beads is negligible, the transconcentration change of the solute in the

gel spherean be expressed s:

C, -C, _£°° i _I’]ZDYZEDD]
-C _77.22{ ZEX[{ R? j} )

0 0 n=1 n

@)

For sufficiently large values of timé”; equation (3) can be approximated by the firstntef

the series:

C-C._6 o7
O_Cw—nzexr{ D(Rj t] 4)

The diffusion coefficienD, is obtained by plotting the natural logarithm oé first term of

@)

2
EqQ. (4) against, with D(gj as the slope.

Statistics of results were analyzed with ANOVA ggsthe softwar&atistica 7.0 (StatSoft,
USA).

2.4. Analytical determinations

Lactose concentration was determined by the dsafroyclic acid (DNS) method for
reducing sugars described by Chapplin and Kenfi&Hthanol concentration was determined
by gas chromatography using a gas chromatographldBsShimadzu, Tokyo, Japan) with a
FID detector using a capillary column DB-1 with @0length and 0.25 mm internal diameter.
The column temperature was constant at 40 °C, anpeteture of both injector and detector
were 250 °C. To quantify the amount of ethanol, libi@ion curve was constructed varying

ethanol concentration and using a fixed amoumtpfopanol as internal standard.
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3. Results and Discussion
3.1 Effects of the concentration solution on the diffusion of lactose and ethanol

There are few studies evaluating the effect of temluconcentrations in diffusion
coefficients of molecules into gel beads such dsegs of calcium alginate. In this study,
diffusion coefficients for lactoseD(;) and ethanol Qo) Wwere calculated for different
solution concentrations, and the results are ptedan Table 1.

Despite the fact that values of the diffusion ciogfhts show small increments with
lactose and ethanol concentrations, the statisticalysis shows that diffusion coefficients of
lactose and ethanol are not affected by solutiamceotration in 4% Ca-alginate beads at
30°C (Table 1). These results are in agreemertt wttidies performed with different
molecules and supports for which no influence @f solute concentration on the diffusion
coefficient were found: glucose and maltose ingmwllamide gel$; glucose and ethanol in
calcium alginate gel§ and lactose ir-carragen gelS.

The profiles of the lactose and ethanol concetnati the gel beads are presented in
Figs. 1 and 2 respectively. Due to the great camaton gradient, mass transfer was faster at
the beginning of the process and then reachingdilbequm after 1,000 seconds (22.0, 46.7,
and 64.7 g L* for lactose solutions of 25, 50, and 7574 115.5 and 27.6 gt.for 25 and 50 g
L™ of ethanol solutions ). Dembczynski and Jankowskiudied diffusion coefficients for
different sugars, among then lactose, in Ca-algim@embrane liquid-core capsules at
temperature of 30 °C, using the model describe@rayk® and obtained values between 4.51
and 4.64 x18° m?s™. Chai et al> using a different mathematical approach than tieused
in this research, reported a diffusion coefficien6.5x10" m? s* for lactose in 1.2% intra-
hollow calcium alginate microcapsules at tempegatof 25°C. For ethanol, diffusion
coefficients amounted to 1.46x10m? s* (Fig. 2). This value is lower than those repotigd
other author$*%?*??This can be explained by the different methodolaggd in our work,
where the ethanol concentration was measured iggdea-alginate beads, while in the cited
studies the ethanol concentration was measurdteeigdlution surrounding the beads. During
preliminary experimentations it was noticed thagréhis a quick and substantial loss of
ethanol from the solution by evaporation. Therefare our research, tests to determine
ethanol diffusion coefficient were made in closgdtems to prevent this problem. This fact
might account for the differences of results frotheo studies, in which the portion of the
ethanol evaporated in the diffusivity were includedhe calculations. In our work, the values
of the diffusion coefficient for ethanol represdahte real amount of ethanol through the

sphere, and might be considered as a more redigiie.
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3.2. Effects of the concentration alginate and variation of temperature on the diffusivity of
lactose and ethanol

To investigate the effects of gel concentration aechperature on the diffusion
coefficients of lactose and ethanol experimentsvearried out using Ca-alginate beads with
3%, 4% or 6% alginate concentration and temperaitigs °C, 30 °C or 35 °C. The solutions
of lactose and ethanol were constant, at 50" grid 25 g L%, respectively, and the results can
be seen in Table 2. For lactose, the ANOVA shoves thiffusion coefficients values were
significantly affected by temperature, while algsmaoncentration had no influenceDpg: a
small variation oDja (6.32x10™° m* s* to 6.96x10° m? s') was observed when increasing
the concentration of Ca-alginate beads from 3%%o& 35 °C, but a significant variation
(4.67x10° m*s™ to 6.96x10° m* s%) being verified with increasing temperatures frdfto
35°C in gel beads of 6%, for instance. The samieawier was observed for other
temperatures and gel concentration (Table 2). Mbédawfor ethanol, the ANOVA showed
that neither alginate concentration nor temperdtacany significant effects d@gon. These
results are contrasting with findings from othethawus, who generally reported reducing
diffusivities for increasing concentrations of Ughaate. For instance, Hacimusalar and
Mehmetogld? investigated the ethanol diffusion at 25 °C irfatént concentrations of Ca-
alginate (2, 3, and 4%) and found that diffusivdigcreased inversely with gel concentration
(8.6 to 10.8 x18°m? s'); likewise, Hannoun and Stephanopolduseported that the
diffusion coefficient of ethanol in 1, 2, and 4%-@lginate decreased in the same way. Their
calculations were based on lag-time analysis. Altfiostatistically not significant according
to ANOVA, there can be seen a small positive infleee of temperature on diffusion
coefficients, when temperature goes from 25 toGB%g. 4). These fact could suggest that a
higher range in temperature might had indicatediognt variations on diffusivity, which is,
however, of less relevance since microbial cultoreg are always run in the range of the
tested temperature, specially for yeasts in the oasthanol production (25-30 °C).

The kinetics of lactose diffusion as a functioncafcium alginate concentration and
temperature are presented in Fig. 3. Profiles ofote diffusion at different Ca-alginate
concentrations were similar, showing that this atale did not affect the diffusion of this
sugar within the gel beads. However, the influenEdemperature over lactose diffusion
clearly shows a direct effect on mass transferessing accordingly the diffusivity. Chai et
al® studied the diffusivity of several substances,luding lactose, in Ca-alginate
microcapsules of 0.8, 1.0, and 1.2%, and conclukadthe concentration of the gel beads did

not affect the diffusivity, with very similar difeion coefficients for any tested gel
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concentration. Dembczynski and Jankowékinvestigated diffusion coefficients of glucose,
fructose, sucrose, and lactose in a Ca-alginate breema liquid-core capsules and verified
that diffusivities were not influenced by the véioa in alginate concentration. In contrast,
Oyaas et af® observed a decrease in lactose diffusivity whenremsing alginate
concentrations from 1 to 4%. Hacimusalar and Mebgigt’ reported a similar behavior for
glucose diffusion coefficients for different algieaconcentrations (2 and 3%) at 25 °C. These
authors also investigated the influence of tempeea20 to 35 °C) on glucose diffusion in
3% Ca-alginate beads showing increased diffusiaffictents, with values changing from
4.52 to 7.38x18 cnt s, respectively. According to Amsden and Turhéére sequence of the
monomers in the molecule (mannuromic and gulur@uicl), and the composition of the
alginate gel (low or high content of these difféareronomers), determines the properties of
the gel formed, consequently affecting the diffasid solutes. This author suggested that gels
with higher guluronic acid will impose greater dsifvity barrier than those of higher contents
of mannuromic acid.

The kinetics of ethanol diffusivity in calcium atgite beads at different gel
concentrations and temperatures is presented irdFig appears that diffusion of ethanol is
not affected by either gel concentration or tempeea

Diffusion mechanisms depend on energy of activaifgpy which are molecular
specific, to allow diffusion, and this can be aclei@ with increasing temperature. The effect
of temperatures on diffusion coefficients of smalblecules at constant pressure can be

represented by an Arrhenius-type equafitff:

- _E
D=D, exp( RT) 4)

The values of the activation energy calculated factose and ethanol were
21.8 kJ motf and 28.5 kJ mdl, respectively. Oyaas et @lfound that the energy of activation
for lactose in 2% Ca-alginate beads was approxima26.0 kJ mof. Hacimusalar and
Mehmetogl@?® investigated diffusion coefficient of glucose im-@lginate gel beads varying
temperatures of 20 °C to 35 °C and observed thaica@ase in temperature led to increments
of the diffusion rate and calculated the activagmrergy for glucose as 24 kJ moYankov
observed the behavior of diffusion coefficient fucose and maltose in polyacrylamide gels
at different temperatures (20 °C to 60 °C), andhdoactivation energies of 14.7 kJ mand
13.8 kJ mot for glucose and maltose respectively.
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4. Conclusions

Mass transfer mechanisms are the core issue ideign of bioprocesses using immobilized
cell bioreactors. With the increasing interest lie tonversion of agro-industrial residues,
such as whey, into ethanol, the comprehension fldisiity characteristics of lactose and
ethanol in Ca-alginate matrixes could help to dewedfficient bioreactor systems. In this
work it was evaluated the diffusion coefficienB) (of small molecules, such as lactose and
ethanol, from within Ca-alginate gel beads basedthmn Fick's second Law. Important
variables for bioprocesses such as temperatureargekolution concentrations were tested,

with the only first being of importance for diffwsty.
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Tables
Table 1. Diffusion coefficients for lactose and ethanokafinction of solution concentration

in 4% Ca-alginate beads at 30 °C.

Solution. Diag ¥ Deon X
concen_tlratlon 10°m2s? 100 m2 st
(gL")
25 6.32 1.46
50 4.84 1.28
75 4.62 --

“solution concentration was not tested.
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Table 2. Calculated diffusion coefficients for lactod® 4 x 10°° m? s%) and ethanol Mgon

x 10°m? s%) in Ca-alginate beads, and as a function of atgineoncentration and

temperature.

Temperature (°C)
Molecule Ca-alginate (%) 25 30 35

Lactose 3 516 552 6.32
Ethanol 199 213 2.68
Lactose 4 473 484 6.10
Ethanol 1.84 146 2.67
Lactose 6 467 519 6.96

Ethanol 153 225 244
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Fig.3. Lactose diffusion in calcium alginate beads of 88, (B) 4%, and (C) 6% at different

temperatures: 25 °@), 30 °C @), 35°C @A).
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3.2 Resultados Il —Performance of different immobilized-cells systetas efficiently

produce ethanol from whey: fluidized batch, pac&ed fluidized continuous bed bioreactors

O segundo artigo intitulado “Performance of diffarammobilized-cells systems to
efficiently produce ethanol from whey: fluidizedttla, packed and fluidized continuous bed
bioreactors” avalia a bioconversdo da lactose do de queijo em etanol em biorreatores
imobilizados de leito fixo e fluidizado em regimatélada e continuo. Este artigo foi

inicialmente submetido ao periddico Biochemical iBegring Journal.
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Abstract

The bioconversion of cheese whey into ethanol byal@eate immobilizedIuyveromyces
marxianusin batch and continuous bioreactors is describbded different strains d.
marxianus (CBS 6556, CCT 4086, and CCT 2653) were grownaintbfluidized bed
bioreactor at 30 °C, producing similar yields dfagtol (0.44+0.01 g E