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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengdo para: “PROCESSO
DE OBTEN CKO DE ETANOL POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE
IMOBILIZADA EM CRISOTILA EM BIORREATOR PNEUMATICO DE
CIRCULAGAO INTERNA”.

Campo da Invencdo

A presente invengdo pertence aco campo dos processos de
produgdo de etanol por fermentagdo em presenga de
microorganismog, mais especificamente, a um processo de
produgdc de etanol por fermentagdo em presenga de
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em <crisotila em
biorreator pneumdtico de circulagdo interna.

Fundamentos da Invencgdo

A indGstria do &lcool desenvolveu-se na Europa em
meados do século XIX e apenas no Gltimo quarto do século
passado & que a produgio de etanol teve inicio no Brasil.
Em 1931, a primeira destilaria de &dlcool anidro foi
instalada e o Governo Federal estabeleceu a obrigatoriedade
da adi¢do de 5% de etanol & gasolina. Em 1974, guando foi
deflagrada a grande crise internacional do petrdleo, a
producdo brasileira de etanol iniciou um novo c¢iclo
buscando alternativas para o problema do combustivel
ligquido. Com o langamento do Prodlcool em 1975, a produgio
nacional de &alcool expandiu-se significativamente, uma vez

que o volume produzido deveria, agora, atender a uma frota
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de aproximadamente quatro milhSes de autombébvels, gque se
moviam c¢om Alcool puro, e também cumprir com a
obrigatoriedade da mistura desse combustivel a toda
gasolina usada no pais conforme Amorim et al., “Produgdo de
Etanol”, Biotecnologia Industrial Processos Fermentativos e
Enzimédticos, Sdo Paulo, vol. 3, pp. 1-43, 2001.

Atualmente, a demanda por esse “combustivel verde”,
obtido a partir de matéria-prima renovavel, tem aumentado
sobremaneira por diversos fatores, a saber:

- Aumento do teor de &alcool anidro na mistura &lcool-
gasolina, hoje definido em 23%;

- A realidade <crescente do carro “flex-fuel” ou
bicombustivel, que em agosto de 2006 atingiu a marca dos
dois milh&es de carros produzidos e comercializados, embora
a previsdo seja que a partir de 2007, 100% dos carros
vendidos no Brasil sejam “flex-fuel” (Mendonga de Barros e
colaboradores, 2005;

http://www.amblentebrasil.com.br/noticias/index.php3?action

=]ler&id=27368, em Outubro/2006) ;

- Inicio da produgdo comerxrcial de biodiesel, que
incorxpora em seu principal processo de obtengao
{transesterificacdo) uma reagdo guimica dos dleos vegetais
ou gorduras animais com o etanol, majoritariamente

{http://www.biodiegel.gov.bx/); e
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- Surgimento de novos grandes mercados consumidores como
Japdo e China.

Estima-se que na safra 2006/2007 sejam superados os 17
bilhGes de 1litros de etanol inicialmente previstos em
fungdo das novas planta¢fes, antecipagdo da safra e
instalagdc de novas wusinas de processamento de c¢ana

(http://www.cnpm.embrapa.br/conjuntura/0603 Sucroalcooleiro

.pdf, em Margo/2006).

A produgdo de etancl da-se, de maneira geral, por duas
vias principais: a sintética e a fermentativa. A via
sintética & caracterizada pela obtengdo do etanol a partir
de hidrocarbonetos ndo-saturados (eteno e etino), gases de
petrdleo e da hulha, mas com importdncia restrita a paises
com grandes reservas de petrdleo e indGstria petroguimica
avangada. A via fermentativa & a forma empregada no Brasil
para a obtengdo de etanol, em conseqiéncia da grande
gquantidade de mwmatéria-prima, comumente a cana-de-ag¢lcar,
existente em todo o pais e sua distribuig¢do geografica que
permite seu cultivo em quase todo © territdrio e durante
todo o ano, conforme a ja citada referéncia de Amorim et
al., “Produgdo de Etanol”, Biotecnologia  Industrial
Processos Fermentativos e Enzimdticos, Sdo Paulo, vol. 3,
ppP. 1-43, 2001.

Varios processos para produgdo de etanol por via
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fermentativa s3o descritos na literatura, mas o mais
popular deles ainda & o ©processo em batelada com
reutilizacdo das células (Melle-Boinot). Atualmente, uma
parcela significativa das indGstrias produtoras de etanol
vem substituindo o processo em batelada por cultivos
continuos multi-esgtdgios com centrifugagdo, tratamento e
reciclo de c¢élulas para o primeiro estdgio, processo gque
apresenta vantagens como alta conversdo de substrato e
produtividade em etanol. Vide a este respeito o artigo de
Wheals, A. et al., Trends in Biotechnology, Londen, vol.
17, pp. 482-487, 1999.

Uma etapa comum a ambos os referidos processog e que
requer grande atengio & a separagdoc das células ao final do
processo. Esta operacdo €& normalmente realizada por
centrifuga¢do. Por ser uma operagdo bastante onerosa,
representandoe cerca de 25% do custo total de uma
destilaria, deve, se possivel, ser evitada, conforme
Stroppa, C. T. et al, “Consumo de A¢lcar por Bactérias
Contaminantes da Fermentacdo Alcodlica Associados ao Uso de
Antibidticos”, STAB - Acficar Alcool e Subprodutos,
Piracicaba, vol. 16 (3), pp. 22-25, 1998.

Uma das formas mais comumente citadas na literatura
visando solucionar o problema da separag¢do das células

consiste mna utilizagdo de células imcbilizadas em
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diferentes suportes, como por exemplo: vidro porosc e
silica tratada com glutaraldeido, vide o artigo de Navarro,
J. M. e Durand, G., “Modification of Yeast Metabolism by
Immobilization dinto Porous Glass”, European J. Appl.
Microbiol., vol. 4, pp. 243-254, 1977; cer@mica Rasching
coberta com gelatina e pulverizada com solugdo de
glutaraldeido conforme citado por Marcipar, A. C. N. e
Lebeult, B. L., "Immobilization of Yeasts on Ceramic
Supports", Biotechnology Letters, vol. 1, pp. 65-70, 1980;
celulose, vide o artigo de Szajani, B. et al, "Continuous
Production of Ethanol Using Yeast Cells TImmobilized in
Preformed Cellulose Beads", Applied Microbiology and
Biotechnology, wvol. 46, pp. 122-125, 1996; &agar e carvao
ativado, vide Chaudhary, A. B. e Chinkholkar, S. B., "Cell
Immobilization: A Critical Approach to Ethanol Production
by Saccharomyces cerevigiae and Schizosaccharomyces pombe",
Indian Journal of Microbiology, vol. 36, pp. 75-83, 1996;
alginato de calcio e carragena k, vide o artigo de Ryu, S.
e Lee, K., "Comparison of Immobilization Matrix for Ethanol
Fermentation by Zymomonas mobilis and Saccharomyces
cerevisiae", Journal of Microbiology Biotechnology, vol. 6,
pPp. 438-440, 1997.

No entanto, devido ao elevado custo de suportes

tradicionais como os anteriormente citados, tem-se proposto
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o emprege de suportes alternativos como a bucha vegetal
(Luffa cylindrica), os colmos de cana-de-aglcar, o bagago

da cana-de-agtcar, ;a madeira e a crigotila,| dentre outros,
(= = ol

para a imobilizacdc de células. Assim, vide a patente
brasileira PI 9300474-5, intitulada “Processo de Produgdo
de Etanol com Microrganismos Imobilizados em Colmos de
Cana-de-Aglhcar, Sistema para Produ¢do de Etanol, e Processo
para Imobilizag¢do de Microrganismos em Colmos de Cana-de-
A¢lcar”; e os artigos de Debabrata D. A, S. et al., Journal
of Fermentation and Biocengineering, wvol. 75, pp. 132-137,
1993; Chaudhaxry, A. B. e Chinkholkar, S. B., "Cell
Immobilization: A Critical Approach to Ethanol Production
by Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe',
Indian Journal of Microbioclogy, vol. 36, pp. 75-83, 1996; a
tese de Fregonesi, A. AL, "Adesdo de Células de
Saccharomyces sp. em Materiais Inorgdnicos para a Produgdo
de Etancl", Dissertagdo de Méstrado, Instituto de Quimica,
Unicamp, Campinasg, 1998; Ogbonna, J. C. et al., Bioresource
Technology, vol. 76, pp. 1-8, 2001 e ggbonna, J. C., Liu,
Y., “Loofa (Luffa c¢ylindrica) as a é;rrier for Microbial
Cell Immobilization", J. Ferm. Bioeng., vol. 78 (6), pp.
472-473, 1994 e a tese de Rigo, M., “Estudo de Fermentagédo
Alcodlica  por Células de Saccharomyces cerevisiae

Imobilizadas em Crisotila”, Dissertac¢do de Mestrado,
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Instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, 2001.

H& que se ressaltar, contudo, gue embora numerosos
suportes possam gser utilizados para 1imobilizagdo de
células, muitog apresentam sérios problemas para a
implementacdo em esgcala industrial, conforme o artigo de
Monte Alegre, R. et al, “Ethanol Fermentation of a Diluted
Molasses Medium by Saccharomyces cerevisiae Immobilized on
Chrysotile”, Braz. Arch. Biol. Technol., vol. 46 (4), 2003.

A crisgotila é um silicato de magnésio de hébito
fibroso e fdérmula gquimica 3Mg0.28i0;.2H,0, cuja formag¢do
estd relacionada as modificag¢des metamdrficas ocorridas em
rochas ultrabdsicas de origem vulcadnica. Sua estrutura &
Gnica e altamente organizada, constituida por 16 a 18
bicamadas de brucita-silicato enroladas coaxialmente gue,
de acordo com a configuragdo que assumem, podem originar
fibras longas ou curtas, sendo estas filtimas mails comumente
chamadas de fibrilas. A crisotila tem sido usada hd muito
tempo na indlGstria deo fibrocimento em grande escala. Mais
recentemente, tem sido empregada como suporte para células
(vide os pedidos de patente brasileiros PI 8930849-5 e PI
9700635-1) em  processos de fermentagdo  alcodlica,
biorreducdes e hidrdlise da sacarose (Fregonesi, A. A.,
"Adesdo de Células de Saccharomyces sp. em Materiais

Inorgdnicos para a Produgdo de Etanol", Dissertacgdo de
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Mestrado, Instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, 1998;
Wendhausen, R. et al., "“Continuous Fermentation of Sugar
Cane Syrup Using Immobilized Yeast Cells”, Journal of
Bioscience and Bioengineering, wvol. 91, pp. 48-52, 2001;
Rigo, M., “Estudo de Fermentagdo Alcodlica por Células de
Saccharomyces  cerevisiae Imobilizadas em Crisotila”,
Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Quimica, Unicamp,
Campinas, 2001).

Segundo dados da literatura, as leveduras aderem-se
preferencialmente as fibrilas da crisotila, originando um
complexo células-suporte que ndo exibe qualquer tipo de
impedimento ao crescimento e/ou ao metabolismo celular,
conforme Cassiola, F. et al., "Interaction between
Saccharomyces cerevisiae and Chrysotile", European Cells
and Materials, vol. 2, pp. 30-35, 2001.

Entre as vantagens de uso da crisotila como suporte
para a produgdo de etancl pode-se citar:

- Elevada capacidade de imobilizar células de levedura por
absorcgéo;

- Elevada estabilidade, o qgue permite seu uso por periodos
prolongados de tempo e reuso;

- Elevada resisténcia a tratamentos térmicos;

- Baixo custo; e

- Estimulag¢do da produgdo de etanol pela levedura,
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aumentando assim a produtividade especifica dos processos.

As vantagens apontadas estdo possivelmente associadas
ao aumento da estabilidade fisioldgica e do metabolismo
celular guando da interagdo positiva entre as leveduras e ©
suporte sdélido, como sugerido por Joekes, I. et al.,
“Characterization of Saccharomyces cerevisiae Immobilized
onto Chrysotile for Ethanol Production”, J. Chem. Technol.
Biotechnol., wvol. 73, pp. 54-58, 1998 e Monte Alegre, R.,
“Ethanol Fermentation of a Diluted Molasses Medium by
Saccharomyces cerevisiae Immobilized on Chrysotile”, Braz.
Arch. Biol. Technol., vol. 46 {(4), 2003.

Esta interessante descoberta gerou o depdsito do

pedido brasileiro PI 9700635-1 e, a partir deste, estudos

relacionados com a técnica de imobilizag¢do, interac¢do entre
S. cerevisiae e crisotila e produgdo de etanol em cultivos
descoﬁtinuos e continuos submersos tém sido publicados com
resultados promissores em termos de conversio de substrato,
pro@ucéo e produtividade em etanol, vide Joekes, I. et al.,
“Cﬁéracterization of Saccharomyces cerevisiae Immobilized
onto Chrysotile for Ethanol Production”, J. Chem. Technol.
Biotechnol., wvol. 73, pp. 54-58, 1998; Fregonesi, A. A.,
"Adesdo de Células de Saccharomyces sp. em Materiais

Inorgénicos para a Produgdoc de Etanol", Dissertagdoc de

Mestrado, Instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, 1998;
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Rigo, M., “Estudo de Fermenta¢do Alcodlica por Células de
Saccharomyces cerevisgiae Imobilizadas em Crisotila”,
Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Quimica, Unicamp,
Campinas, 2001; Filloy, P. H. et al., “Activation of
Brazilian Chrysotile Surface Using Gas Flow 1in Batch
Reactors”, Paper presented at Congress Proceedings of the
International Conference on Advanced Materials Processing
Technology (AMPT 01), vol. 3, Universidad Carlos III de
Madrid, Leganis/Spain, 2001; Wendhausen, R., “Continuous
Fermentation of Sugar Cane Syrup Using Immobilized Yeast
Cells”, Journal of Bioscience and Bioengineering, vol. 91,
pp. 48-52, 2001 e Monte Alegre, R., "“Ethanol Fermentation
of a Diluted Molasses Medium by Saccharomyces cerevisiae
Immobilized on Chrysotile”, Braz. Arch. Biol. Technol.,
vol. 46 (4), 2003.

No entanto, ndo foram encontradas citagdes sobre a
producdo de etanol por §. cerevisiae imobilizada em
crisotila 1iIn natura em biorreator airlift, objeto da
presente invencdo.

A literatura de patentes aponta varios documentos
relacionados ao campo da invengio.

O pedido de ©patente Dbragileiro PI 0204931-7,
intitulado “Processo de obtencgédo de microrganismos

Aspergillus terreus, Rhizopus oryzae, Pseudomonas
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oleovorans e @Serratia rubidaea imobilizados em crisotila
para aplicagéo em processos biocataliticos e
biotecnolégicos”, refere-se ao processo de imobilizagdo de
microrganismos e organismos em fibras de amianto crisotila,
cuja finalidade & obter o microrganismc ou organismo
imobilizado para reagles orgdnicas biocatalisadas. Fungos
(Aspergillus terreus e Rhizopus oryzae} e Dbactérias
{ Pseudomonas oleovorans e Serratia rubidaea) sdo
imobilizados em amianto crisotila para emprego como
biocatalisadores visando a transforma¢do, através de
rea¢gbes enzimidticas, de compostos xenobidticos (substratos
estruturalmente distintos dos substratos naturais das
células), intencionalmente inseridos no ambiente do
microrganismo e/ou organismo, em produtos nos guais existe
grande interesse comercial. Og microrganismos imobilizados
em crisotila podem ser utilizados em processos continuos,
semi-continuos e em batelada, reutilizados sequencialmente,
como também podem ser estocados por longos periodos, sem
altera¢do das capacidades biotransformadoras dos mesmos.
Note-se que embora o objeto do pedido citado seja o uso de
crisotila como suporte para imobilizag¢do, ndo hd no mesmo a
descrigdo nem a sugestdo de imobilizar a levedura
Saccharomyces cerevisiae visando a produgdo de etanol e,

portanto, ndo representa anterioridade ao presente pedido.
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A publicagdo CN 1403579, “Alcchol preparing airlift
fermentation and separation coupling technological process
and special equipment", trata de um processo para produgdo
e separagdo do alcool a partir de um sistema constituido
por um biorreator airlifet, onde ocCcorre © processo
fermentativo propriamente dito, acoplado & unidade de
separagdo do produto, que & composta por um condensador e
duas torres de adsorcio/dessorcdo conectadas em paralelo.
Esse sistema, referido como equipamento especial, opera sob
um vacuo de 4000 a 8000 Pa com auxilio de uma bomba; as
duas torres sdo usadas para adsorver e dessorver a mistura
gasosa que € bombeada e o condensador & usado para coletar
o alcool dessorvido. Como pode ser observado, embora o
sistema apresentado também faga uso de um biorreator
airlift, o sistema global ndoc apresenta gualgquer
similaridade com o objetc da presente invengdo, gue ndo
opera sob vAcuo, ndo wutiliza material adsorvente para
recuperagdo do etanol e, ainda, utiliza células suportadas
em crisotila.

A publicag¢do MXPA05006992, “Proceso para la produccidn
de etanol utilizando cristales estables de levadura en un
reactor en lotes convencional modificado", apresenta a
utilizag8o de cristais estabilizados de levedura como

alternativa & necesgsidade de adigdo de cultura fresca de
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microrganismos em cada um dos reatores operando em batelada
para a producdo de etanol. Convencionalmente, os cristais
de levedura que c¢rescem apds o 1inicio do processo
fermentativo tendem a flotar sobre a supexrficie do caldo
durante a fermentagdo, reduzindo o] contato dos
microrganismos com o meio de cultivo e, assim, aumentando
significativamente o tempo de cultivo e reduzindo a
velocidade de fermenta¢do. Nesse contexto, a inova¢do na
qual se basela o procegso descrito refere-se ao uso dos
cristais estédveis de levedura em um reator em batelada
modificado exclusivamente para este fim, o que resulta na
redugdo do tempo de fermentagdo e aumenta a velocidade de
produgdo de etancl. Pelo anteriormente descrito, pode-se
concluir gue o processo apresentado ndo tem qualquer
similaridade com o objeto da presente invengédo.

0 pedido de patente brasileiro PI  0306523-5,
intitulado “Prog¢esso de produgédo de etanol com
microrganismos imobilizados em sabugos de milho e processo
para imobilizagdo de microrganismos em sabugos de milho",
refere-se a utilizacg¢do do sabugo de milho como um suporte
alternativo para imobilizagdo de microrganismos produtores
de &lcool e apresentagdo de um sistema onde ndo se observa
a etapa de centrifuga¢do. O sistema, dque opera no modo

continuo, & constituido por trés fermentadores fechados, em
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série, e uma coluna especifica para lavagem dos gases
produzidos com &gua. No corpo dos fermentadores estdo
situadas telas que mantém o leito semi-fluidizado,
impedindo que 08 sabugos de milho contendo oS
microrganismos imobilizados circulem livremente pelo reator
e, ocasionalmente, obstruam as entradas/saidas do reator. O
processo descrito difere grandemente do objeto da presente
inveng@o, onde as fibras de <crisotila contendo os
microrganismos aderidos descrevem um movimento ascendente
pelo interior do tubo interno e ao atingirem o topo deste,
retornam & base em fluxo descendente. Como & possivel
obsexvar, embora ambos os sistemas se destinem a produgdo
de etanol com células imecbilizadas em suportesg
alternativos, o ©pedido citado n3o se constitui em
anterioridade para a presente invengéo.

A  patente brasileira PI 9300474-5, intitulada
“Processo de produgdo de etanol com microrganismos
imobilizados em colmos de cana-de-aglicar, sistema para
produgdoc de etanol e processo para imobilizagdo de
microrganismos em colmos de cana-de-agicar", refere-se &
produgdo continua de etanol por microrganismos imobilizados
em colmos de cana-de-acglicar. O sgistema & constituido por

dois reatores em série. O mosto & alimentado continuamente

pela lateral inferior do primeiro fermentador, tem £fluxo
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ascendente, sai pela parte superior, alimenta o segundo
reator também pela parte superior e é€ retirado,
completamente fermentado, pela parte inferior do mesmo.
Neste sistema, o suporte contendo o microrganismo aderido é
retido no reator através de uma estrutura de sustentacdo
que impede a livre circulagdo do complexo células-suporte
pelo corpo do reator. O sistema aqui descrito tem estreita
semelhanga com o anteriormente mencionado (PI 0306523-5)
embora nfo apresente similaridade com a presente invengdo.
O pedido de @patente brasileiro PI 9700635-1,
intitulado “Processo de produgdo de etanol em alto
rendimento em regimes continuc e Dbatelada”, prové um
processo para produgdo de etanol utilizando células de
Saccharomyces cerevisiae, obtidas de fermento fresco de
panificagdo, adsorvidas em crisotila tratada e ativada. 2
primeira etapa no desenvolvimento de tal processo consistiu
no tratamento e ativagido da c¢risotila para posterior
imobilizag¢do das células de 8. cerevisiae. Cultivos
iniciais em batelada em incubador rotativo, com volume de
reagdo de 15 mL de meio de cultivo contendo de 10 a 50%
(m/v) de glicose, tiveram duragio de 90 a 122 horas e
utilizaram células livres e imobilizadas com diferentes
relagdes massa de células/massa de crisotila, para efeito

de comparagdo. Tais ensaios mostraram que o rendimento
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final do sistema imobilizado superou o do sistema livre em
até 20%, embora o desenvolvimento do processo tenha sido
acompanhado pela evolugdo de CO, via pesagem dos
Erienmeyers, o que ndo distingue o €O, proveniente do
processo fermentativo propriamente dito do CO, proveniente
da respira¢do celular. O primeiro cultive continuo,
desenvolvido em um reator tipo PBR (“packed-bed reactor”)
encamisado e com volume 7Gtil de 1 L, operou com diferentes
vazdes de alimenta¢do, a 30°C e com duragdo de 30 dias. Foi
utilizado como recheio o complexo células/suporte e esferas
de vidro maci¢o e como meio de cultivo sacarocse (20% m/v)
com demais nutrientes. Como resultado, determinou-se a
vazdo de alimentagdo (2,25 mL/min} que conduzia a maior
produtividade (16 g/L.h). © cultivo continuo seguinte,
também com 30 dias de duracdo, foi desgenvolvido nas
condigdes otimizadas e, na média, manteve a produtividade
em 16 g/L.h com boa estabilidade operacional. A seguir,
novo ensalo no modo continuo foi realizado empregando-se
como recheic o complexo células/suporte e areia bruta. Em
tal cultivo, variou-se a vazfo de alimentagdo (1,30 a 4,12
mL/min) e a maior produtividade obtida foi similar aquelas
dos ensaios anteriores (16 g/L.h) para uma vazdo de
alimentacido de 2,62 mL/min. Além desses, outros ensaios

foram ainda realizados variando-se a temperatura do
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processo, onde foi possivel constatar gue 35°C era a
temperatura otima de fermentagdo. Como se pode observar, os
cultivos em batelada apresentados neste invento utilizaram
volume reacional extremamente pequeno (15 mL), empregaram
processos prévios de ativacgdo do suporte e de imobilizagdo
e foram demasiadamente longos, o que dificulta a
implementagdo industrial da técnica proposta.
Diferentemente do pedido de patente PI 9700635-1, na
presente inven¢do a duragdo dos cultivos em batelada variou
de 7 a 14 horas, no maximo, ndo se utilizou reator com
leito fixo e ndo foi utilizado gqualquer processc para
imobilizagdo prévia das células as fibras de crisotila.

A patente americana U.S. 4,952,503, intitulada
“Process for the production of ethanol”, refere-se a um
processo para produgdo de etanol por fermentagdo continua
de um substrato contendo carboidrato no qual uma corrente
do caldo de fermentagdo & continuamente retirada do
fermentador e dividida por centrifugagdo em uma corrente
rica em levedura, que €& recirculada para o reator, e uma
corrente essencialmente livre de células e rica em etanol.
Esta 1Ultima corrente & gsubmetida a um processo de
destilagdo, gerande uma fragdo enriquecida em etancl e
outra pobre nesta espécie, que & recirculada para a

corrente de entrada do reator,.
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A patente americana U.S. 4,769,324, intitulada
“Ethanol production”, relata a produg¢do de etanol pela
fermentagdo do melago na presenga de Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces castellii. A Saccharomyces
cerevisiae converte as hexoses do melac¢o diretamente em
etanol e a Saccharomyces castellii produz a enzima amilase
em meio contendo melago. A amilase produzida atua sobre o
amido e sobre os aglicares de cadeias maiores presentes na
por¢do ndo fermentescivel do meio transformando-os em
hexoses, que sdo convertidas em etanol pela S. cerevisgiae.
Assim, maioresg rendimentos em etanol sdo obtidos a partir
de uma dada quantidade de melago em comparacgdo com outros
processos. Deve-se ressaltar, porém, que a Saccharomyces
castellii que produz a amilase & um mutante que necessita
de um laborioso tratamento para a perfeita adaptagdo das
cé€lulas aos meiog contendo melago.

Assim, ainda h& necessidade na técnica de um processo
fermentativo para a produgdo de etanol utilizando células
de Saccharomyces cerevisiae 1imobilizadas em fibras de
crisotila in natura em Dbiorreatores pneumédticos de
circulacgdo interna de 2, 5 e 10 L de capacidade 1til,
operados em batelada e em batelada repetida, tal processo
sendo descrito e reivindicado no presente pedido.

Sumario da Invencgio
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De um modo amplo, ¢ processo da invengdo para obteng¢do

de etancol por fermentagdo em presen¢a de Saccharomyces

cerevigiae imobilizada am crisotila em biorreator

pneumatico de c¢irculagdo interna compreende as seguintes

5 etapas:

a)

b)
10

c)
15  d)

e)
20

£)

Em um bilorreator pneumdtico ou airlift, prover um meio
de cultura com glicose ou sacarose como fontes de
carbono, com concentra¢cdes na faixa de 160 a 300 g/L;
Adicionar ao referido meio uma quantidade de crisotila
correspondente a concentragdes entre 0,5 e 5% m/v e
anti-espumante;

Estabilizar o meio de cultura na temperatura entre 30°C
e 35°C com auxilio de &gua circulando pelo cilindro
interno oco do dito biorreator;

Promover a homogeneizagdo do meio reacional, aqui
composto por meioc de cultura e fibras de crisotila,
através da injecdo de um gas como COQ com vazao
especifica de 0,3; 0,6 ou 0,9 vvm;

Inocular o dito biorreator com concentragdo inicial de
cé&lulas de Saccharomyces cerevisiae mno caldo de
fermentagdo entre 5 e 30 g/L em base seca, fechar o
biorreator e iniciar o processo fermentativo;

Manter o dito processo fermentativo por um periodo de 7

a 14 horas, com pH entre 4,3 e 5,5, onde a imobilizagdo
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das células do meio de cultura sobre o suporte de
crisotila ocorre concomitantemente ao processo de
producdo de etanol, recuperando o etanol arrastado com
auxilio de um condensador encamisado alocado na tampa
do dito biorreator airlift;

g) Finalizar o processo fermentativo quando ndo mais forem
detectados quaisquer residuos de aglcares no caldo de
cultivo;

h) Bsgotar o biorreator mantendo as fibras contendo as
células imobilizadas e recuperar o vinho delevedurado
com concentragdo final de etancl mais elevada do que
seria possivel obter mediante processos com células
livres; e

i) Analisar o teor de etanol no vinho delevedurado.

Assim, a presente invencdo prové um processo para
obtengdo de etanol com &. cerevisiae imobilizada em
crisotila em biorreator pneumdtico de circulagdo interna.

A presente invengdo prové ainda um processo para
obtencdo de etanol c¢om 8. cerevisiae imobilizada em
crisotila em biorreator pneumdtico de circulagdo interna
gque opera em regime de batelada ou batelada repetida.

A presente invencdo també&m prové um processo de
obtengdoc de etanol com 8. cerevisiae imobilizada em

crisotila em Dbiorreator pneumdtico onde as cé&lulas
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presentes no caldo de cultura sdo fisicamente aprisionadas
nas fibras de crisotila e a circulag¢do da suspensao dentro
do reator é& impulsionada por uma corrente de um gas como
CO,.

Breve Descrigado dos Desenhos

A Figura 1 em anexo & um grafico que ilustra a
comparag¢do entre os aumentos percentuais nos rendimentos
em etanol obtidog em cultivos empregando diferentes
concentragdes de crisotila in natura (-®-) e ativada (-O-)
em relacdo ac sistema com células livres (0 % m/v).

Descricdo Detalhada da Invengdo

A  presente invengido refere-se a um processo
fermentativo para a produgdo de etanol utilizando células
de Saccharomyces cerevisiae 1imobilizadas em fibras de
crisotila in natura em Dbiorreatores pneumaticos de
circulacdo interna de 2, 5 e 10 L de capacidade util
operados em batelada e em batelada repetida.

No processo descrito na presente invengdo & utilizada
crigsotila como suporte para imobilizacdo de células de
Saccharomyces  cerevisiae, tendo-se constatado  ganhos
significativos em termos de produgdo, produtividade e
rendimento em etanol (da ordem de até 15% em comparagdo com
um sistema similar na auséncia da crisotila).

Nesse contexto, o processo da invengdo propde a
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produgdo de etanol por leveduras imobilizadas em crisotila
em biorreator pneumdtico do tipo airlift ou de “fluxo
ascendente de gads” de circulacdo interna, eguipamento
objeto do pedido de patente PI 0404703-6 da Reqgquerente e
aqui integralmente incorporado como referéncia, operado na
forma descontinua.

Esse biorreator & constituido por dois cilindros
concéntricos que geram um espago anular por onde circula o
meio de fermentagdo que, por sua vez, € impulsionado pelo
gds que é injetado por um aspersor instalado na porgédo
inferior do cilindro interno. O c¢ilindro interno tem altura
inferior a4 do cilindro externo e fica completamente imerso
no volume de reagdo, atuando como um trocador de calor para
0 meio reacional. O aparato & dotado de uma tampa superior,
com orificios para alocagdo de sensores de pH, temperatura,
oxigénio dissolvido, dentre outros, além de um condensador,
que retém o etanol arrastado pelo €0, gerado durante o
cultivo.

A configuracdo deste biorreator promove circulagdo
eficiente do meioc de fermentagdo contendo células
imobilizadas por meio da injeg¢do de CO;, de mode que ao
longo de todo o experimento as células imobilizadas
permanecem em contato com o meio nutriente. O biorreator

utilizado no presente processo mostra-se robusto, de baixo
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custo de construcado, operacdao simples e com dispositivos
eficientes de transferéncia de calor e massa.

No desenvolvimento do presente processo foram avaliados
dois meios de cultura com glicose ou sacarose como fontes de
carbono, com concentragdes na faixa de 160 a 300 g/L.

Além da fonte de carbono, o "meio de cultura 1"
apresenta a seguinte composigdo : ureia (3 g/L) e MgSOs.7H20
(0,5 g/L).

O "meio de cultura 2" apresenta composigcdo que simula
a do melago de cana-de-acgucar diluido utilizado como matéria-
prima na producdo industrial de etanol. Além da fonte de
carbono, o "meio de cultura 2" apresenta a seguinte
composicdo: ureia (5,32 g/L) e extrato de levedura (6,8 g/L)
como fontes de nitrogénio, MgSOs4.7H20 (1,4 g/L) como fonte
de magnésio e KH2POs (5,6 g/L) como fonte de fésforo e
potéssio.

Apds preparacgao dos referidos meios, adiciona-se a
estes uma quantidade de crisotila correspondente a
concentracdo desejada (de 0,5 a 5% m/v) e anti-espumante. A
quantidade de anti-espumante adicionada a suspensdo depende
do volume do reator a ser wutilizado (100, 250 e 500
microlitros (2, 4 ou 6 gotas) para biorreatores de 2, 5 ou
10 L, respectivamente). Os anti-espumantes uUteis para a

prética da invengdo incluem os
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siliconados e os nido siliconados

(http://www.silaex.com.br) .

Os cultivos sdo realizados & temperatura de 30°C até
35°C, controlada por recirculagdo de Aagua proveniente de
banho termostatizado. Esta &gua circula pelo c¢ilindro
interno oco do biorreator, que funciona como trocador de
calor.

A mistura do meio reacional é realizada de preferéncia
pela injegdo de CO, ou N, sem estar limitado a estes gases,
de preferéncia de CO0, proveniente de um c¢ilindro de CO;
pressurizado e a vazdo especifica (0,3; 0,6 ou 0,9 vvm,
onde “vvm” significa volume de gas por volume de caldo por
minuto ou vazdo especifica de gaseificacgdo) controlada por
um fluxSmetro de massa.

Posteriormente, o© biorreator & inoculado com células
de Saccharomyces cerevisiae, na forma de fermento de
panificacdo prensado, de forma a perfazer no inicio do
processo uma concentrag¢do celular no caldo de fermentagéo
entre 10 e 30 g/L em base seca.

Apbs inoculagdo, o biorreator €& devidamente fechado,
iniciando-se o processo fermentativo. Deve-se ressaltar
que, contrariamente a processos do estado da técnica, o
presente processo dispensa qualquer método para

imobilizag¢do prévia das células nas fibras de crisotila.
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A imobilizagdc das células sobre o© suporte de
crisotila ocorre concomitantemente ao processo de produgdo
de etanol e ndo se caracteriza pelo estabelecimento de
qualquer tipo de ligagdo gquimica entre a célula e o
suporte, mas apenas pelo aprisionamento fisico das células
ao suporte s6lido, o que ocorre de forma totalmente
aleatdria & medida gque a suspensdoe circula dentro do
reator, impulsionada pela corrente de CO,. Do ponto de
vista de uma possivel implementagdo em escala industrial
este procedimento apresenta grandes vantagens frente a
outros relatados na literatura, pois ndo reguer etapa
prévia de imobilizag¢fo das c¢élulas de levedura, ©O dgue
demanda tempo e, conseqlientemente, incrementa os custos
totais do processo.

Durante ¢ processo fermentative ocorre arraste do
etanol pelo CO,, que também & produzido durante ¢ cultivo.
Assim, para se recuperar o etanol arrastado, utiliza-se um
condensador encamisado alocado na tampa do biorreator
airlift, mantido & baixa temperatura por meio de circulagdo
de agua fria proveniente de um segundo banho
termostatizado. Os cultivos tém dura¢do de 7 a 14 horas,
dependendo da concentrac¢do inicial de substrato oferecida.

Ao final dos procesgsos, quando ndoc mais & detectado

qualquer residuo de acglcares nos caldos de cultivo, a
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suspensdo & filtrada para separag¢do das fibras contendo as
células imobilizadas e obtengdo do vinho delevedurado, que
€ entdo submetido a uma destila¢do para avaliagdo do teor
de etanol.

Alternativamente, no processo em batelada repetida, o©
vinho € separado e as células imobilizadas sdo mantidas no
biorreator e participam de uma nova reagdo em batelada.

Nas trés esgscalas estudadas (2, 5 e 10 L) foram
testadas diferentes condi¢des experimentails, variando-se a
concentragdo inicial de fonte de carbonoc e energia (160 a
300 g/L), a concentracgido de crisotila (0,5 a 5% m/v) e a
vazdo especifica de alimentacgdo de CO, (0,3 a 0,92 vvm).

Em todas as condi¢des avaliadas e nas diferentes
escalas, observou-gse a superioridade do sistema com cé&lulas
imobilizadas em relagdo ao gistema tradicional com células
livres, com rendimentos de substrato em etanocl para o
sistema imobilizado até 15% superiores aqueles obtidos no
sistema com células livres, nas mesmas condigdes
experimentais.

O presente processo serd descrito a seguir mediante
Exemplos e Tabelas comparativas que ndo devem, todavia, ser
congiderados come limitativos da invencHo.

No desenvolvimento do processo da invenc¢do foram

realizados cultivos em incubador rotativo (shaker) e em
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biorreatores pneumdticos de circulagdo interna (airlift) de
2 litros, 5 litros e 10 litros de volume Gtil.
Exemplo 1

Ensaios preliminares s8o desenvolvidos em incubador
rotativo (shaker) com o intuito de atingir as condig¢des
otimizadas de cultivo, no que diz respeito a concentragdo
inicial de.substrato (Csq), concentrac¢io inicial de células
{(Cxy) e concentracdo de crisotila (Cer). Em tals ensaios sdo
testadas concentrag¢des celulares de 5 a 30>g/L; volumes de
meio de fermentag¢do de 15 a 100 mL; freqléncias de agitacgdo
de 0 a 350 rpm; concentrag¢des de crisotila de 0 a 6,67%
(m/v) (in natura e ativada por sonicagdo em ultra-som a
25Hz por 30 minutos para abertura das fibras); pH do meio
de fermentagdo de 4,5 a 5,3, temperatura de 30°C e dois
diferentes meios de cultura, aqui denominados "“meioc de
cultura 17 e “meio de cultura 2”.

0 meio de cultura 1 é& similar &quele descrito por
Wendhausen, R., “Continuous Fermentation of Sugar Cane
Syrup Using Immobilized Yeast Cells”, Journal of Bioscience
and Biocengineering, vol. 91, ©pp. 48-52, 2001 e &
constituido apenas por glicoge (200 ou 300 g/L), uréia (3
g/L) e MgSO,.7H,0 (0,5 g/L).

0 meio de cultura 2, por sua vez, simula a composicdo

do melago de cana-de-aclGcar e apresenta a sSeguinte
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formulag¢do: glicose ou sacarose (200 ou 300 g/L), uréia
(5,32 g/L), MgSO,.7H,0 (1,4 g/L), extrato de levedura (6,8
g/L) e KH,PO, (5,6 g/L).

Nos cultivos realizados na presenca da crisotila, as
fibras s8o primeiramente lavadas com Adgua de torneira em
abunddncia para eliminagdo do pd e das impurezas
provenientes do seu processo de extragdo. Apds exaustiva
lavagem, as fibras sdo utilizadas para imobilizag¢do
imediata das células ou submetidas ao processo prévio de
ativag¢do anteriormente wmencionado.

Um fato obserxrvado em todos os cultivos realizados em
incubador rotativo & a flotag¢do da crisotila, ou seja, o
CO, gerado pela fermentagdo alcobdlica empurra as fibras
contendo leveduras imobilizadas para a superficie do caldo,
reduzindo, assim, o contato dos microrganismos nela
imobilizados com o meioc de fermentagdo. As indmeras
estratégias utilizadas na tentativa de conferir maior
homogeneidade & suspensdo reacional sao destituidas de
sucesso de modo que, em geral, o rendimento do sistema
livre & sempre superior ao do sistema imobilizado. Ao todo
s8o realizados 123 cultivos em Erlenmeyer em incubador
rotativo, a partir da combinac¢do das diferentes vari&veis
citadas acima.

A concentragdo de aglcares redutores totails (ART) &
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avaliada pelo método do &cido dinitrossalicilico (DNS),
vide Chaplin, M. F., “Monosaccharides”, em Chaplin, M. F.,
Kennedy, J. F. (eds.): “Carbohydrate Analysis: A Practical
Approach”, IRL Press (Oxford, England), pp. 1-36, 1986,
apds hidrdlise acida com HCl 0,9N a 60°C por 40 minutos. A
concentrag¢do de etanol & mensurada pelo método da oxidagéo
por dicromato de potéssio apds destilagdo da amostra.

O rendimento em etanol (%) & calculado pela relagdo
entre a quantidade de etanol produzida e a quantidade de
ART consumida, dividida pelo fator estequiométrico (0,511
Jetanol/ Jarr) € multiplicada por 100.

Os principais resultados obtidos nos cultivos
realizados em incubador rotativo nio se referem & obtengido
de rendimentos em etanol do sgistema imobilizado mais
expressivos do que os observados para o sistema livre, mas
a definigdo do tipo de meio e da fonte de fermento a serem
utilizados em ensaios posteriores, gquais sejam, meio de
cultura 2 e fermento adquirido da Fleischmann Royal.
Exemplo 2

Os cultivos em biorreator airlift de 2 L objetivam
avaliar a homogeneidade do meio contendo células de
Saccharomyces  cerevisiae  imobilizadas em fibras de
crisotila Iin natura, em fungdo da inje¢do do CO, pela base

desse tipo de reator. Espera-se uma melhor c¢irculagdo da
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suspensdo e, conseqlientemente, contato ininterrupto das
células imobilizadas com o meio de cultivo, o que
representa o principal problema detectado nos cultivog em
Erlenmeyer.

Tals cultivos sdo realizados na auséncia e na presenga
de crisotila, para efeito de comparagdo, utilizando-se o
meio de cultura 2 com a seguinte composigfo: sacarose, 200
g/L; wuréia, 5,32 g/L; MgS0Q,.7H,0, 1,4 g/L; extrato de
levedura, 6,8 g/L, e KHPO,, 5,6 g/L. Outros parametros
também sdo mantidos £fixos, a saber: Cxo=10 g/L, ¢co2=0,3
vvme, tempo de cultivo de 9 horas, temperatura de 30°C e
PH=5,3. S3o manipulados a concentragdo (de 0 a 4% m/v) e ©
tipec de «c¢riseotila (in natura ou ativada) de modo a
maximizar o rendimento em etanol. No total, s&o realizados
19 cultivos em biorreator airlift de 2 L (3 com células
livres, 12 com células imobilizadas em crisotila in natura
e 4 com células imobilizadas em crisotila ativada).

A concentragdo de aglcares redutores totais (ART) &
avaliada pelo método do Aacido dinitrossalicilico (DNS),
vide Chaplin, M. F., “Monosaccharides”, em Chaplin, M. F.,
Kennedy, J. F. (eds.): “Carbohydrate Analysis: A Practical
Approach”, IRL Press (Oxford, England), pp. 1-36, 1986,
apds hidrdlise acida com HCl 0,9N a 60°C por 40 minutos. A

concentracio de etanol & obtida utilizando-se o método da
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oxidagdo por dicromato de potéssio apds destilagdo da
amostra. O rendimento em etanol (em %) & calculado pela
relag¢do entre a quantidade de etanol produzida e a
quantidade de ART consumida, dividida pelo  fator
estequiométrico (0,511 Jetanol/Garr) € multiplicada por 100.

Para fins comparativos, a Tabela 1 a seguir apresenta
os valores dos aumentos percentuais dos rendimentos em
etancl dos sistemas imobilizados em relacdo aog sistemas
livres nas mesmas condi¢bes de cultivo.

Em todos os ensaios realizados com células
imobilizadas sdo obtidos rendimentos em etanol superiores
aos dos sgistemas com células livres nas mesmas condigdes de
cultivo. Contudo, o resultado mais expressivo (aumento em
torno de 11% no rendimento em etanol} & obtido quando é
empregada 3% (m/v) de crisotila in natura (resultado em

destague na Tabela 1 abaixo).

Tabela 1

Concentracdo de Aumento do rendimento em etanol (%)

Crisotila Crisotila Crisotila
Células Livzres*
(% m/v) in natura* Ativada
0 0,00 + 1,06 -
10,52 +
1 - 2,66
0,78
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10,56 +
2 - 5,50
0,30
11,14 +
3 - 5,50
0,59
8,00 +
4 - 1,27
0,09

* Ensaios realizados em triplicata.

Para fins comparativos, a Figura 1 ilustra os aumentos
percentuais de rendimento em etanol para os sistemas com
crisotila ativada e iIin natura, em relagdo aco sistema com
células livres, obtidos com os valores da Tabela 1. Embora
08 resultados obtidos com crisotila ativada sejam
superiores aog obtidos com c¢élulas livres, estes sdo
inferiores aos observados com crisotila in natura. Por esgsa
razdo, sistemas empregando crisotila ativada séo
definitivamente descartados, sendo a crisotila in natura
utilizada na continuidade das pesquisas que levaram a
Requerente aos presentes resultados.

Exemplo 3

A relevincia dos resultados obtidos em biorreator
airlift de 2 L, do ponto de vista do rendimento em etanol,
motivou o estudo de novas concentragdes iniciais de
substrato, vazdes de (€0, e concentragdbes de crisotila (in

natura), bem como o estudo do aumento de escala, de um
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biorreator airlift de 2 L para um de 5 L. Para tal, é
definido um conjunto de condigdes experimentais obedecendo
a um planejamento fatorial (2® com sextuplicata do ponto
central). Para cada ensaio com microrganismo imobilizado,
realiza-se um correspondente com células livres para fins
comparativos, totalizando 19 cultivos.

Na Tabela 2 estdo  apresentadas as variaveis
manipuladas bem como seus limites inferior e superior para
execugdo do planejamento fatorial em biorreator de 5 L de

capacidade Gtil.

Tabela 2

Csp {g/L) dcoz (vvm) Cer (% m/v)

160 (=) 0,3 (=) 1,0 (-)

200*  (0) 0,6% (0) 2,5% (0)

240 (+) 0,9 (+) 4,0 (+)
*Condigdo definida como ponto central: ensaios em
sextuplicata.

Inicialmente, sdo realizados cultiveos no biorreator
airlift de 5 L com crisotila in natura previamente lavada
com dgua. Durante o procedimento de lavagem, verifica-se na
dgua de lavagem o desprendimento de grande gquantidade de
fibrilas a partir das fibras maiores. Tendo em vista gue de

acordo com a literatura, as células de Saccharomyces
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cerevisiae aderem-se preferencialmente as fibrilas, optou-
se por ndo mais proceder com a operagac de lavagem das
fibras antes do uso para evitar perdas significativas das
fibrilas. 0Os resultados obtidos em cultivos-teste apbs esta
alteragdo no protocolo de operagdo mostram um incremento no
rendimento f£inal em etanol em comparagdo com ensaios
realizados com a crisotila lavada.

A Tabela 3 apresenta os valores dos aumentos
percentuais dos rendimentos em etanol (%) dos sistemas
imobilizados em relagdo aos sistemas livres e de acordo com
condi¢des experimentais definidas no planejamento fatorial
2°. Cada linha da Tabela 3 informa os aumentos percentuais
dos sistemas imobilizados em relagdo ao sistema livre nas
mesmas condigdes experimentais (Cs; e (). Na coluna
“células livres” estdo informados os aumentos percentuails
em relagdo ao menor valor cobtido nesse sistema, no caso, na
seguinte condigdo: Cs¢=200 g/L € ¢coz = 0,6 vvm.

Avaliando-se globalmente os resultados obtidos
utilizando-se biorreator airlift de 5 L (Tabela 3) pode-se
observar que em todos os cultivos realizados com
microrganismo imobilizado em fibras de «c¢risotila sdo
obtidos rendimentos em etanol superiores aos obtidos com

células livres, de modo similar ao observado no airlift de
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2 L. O melhor resultado {(com rendimento em etanol em torno

de 7% superior ao do sistema livre) & obtido quando se

utiliza Csy=160 g/L, §ce2=0,9 vvm e Cor=4% (m/v) (destaque na

Tabela 3).
Tabela 3
Concentragido de Crisotila (% wm/v)
Condigdo de 0
Cultivo (células 1 2,5 4
livres)
Cso=160 g/L
0,77 3,76 - 7,02
¢C02=0f3 vvin
Cso=160 g/L
2,88 5,33 ~ 7,19
¢c02=0,9 vvm
Cso=200 g/L
0,00 -—-- 1,09%* -
booz=0,6 vvm
Cs0=240 g/L
2,96 1,17 - 4,22
¢c02=0,3 vvm
Cg80=240 g/L
5,25 1,16 - 2,71
dco2=0,9 vvm

* Ensailos realizados em sextuplicata.

Exemplo 4

Este Exemplo relata os cultivos realizados

utilizando-se um biorreator airlift com volume 1Util de 10 .
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L. Nesses ensalos & possivel avaliar a reprodutibilidade
dos dados no aumento de escala {(de 5 para 10 L),
utilizando-se para tal o mesmo planejamento fatorial
empregado no biorreator de 5 L e idénticas condigdes
experimentais.

A Tabela 4 a seguir apresenta os valores dos aumentos
percentuais dos rendimentos em etanol (%) dos sistemas
imobilizados em relac8o aos sistemas livres obtidos nos
cultivos em biorreator de 10 L. Cada 1linha da Tabela 4
informa os aumentos percentuais dos gistemas imobilizados
em relagdo ao sistema livre nas mesmas condicdes
experimentais (Csy e ¢coz) - Na coluna “células livres” estdo
informados os aumentos percentuais em relagdo ao menor
valor obtido nesse sistema, no caso, na seguinte condigdo:
Cs0=160 g/L e fcoz = 0,9 vvm.

Os resultados obtidos confirmam a reprodutibilidade
dos experimentos anteriormente realizados em reator de 5 L,
visto que o melhor resultado & obtido nas mesmas condigdes
experimentails (Cgy=160 g/L, 0co=0,9 vvmmn e Cer=4% m/v) e de
acordo com condig¢des experimentais definidas no
planejamento fatorial 2. No entanto, neste caso, o sistema
imobilizado supera o sistema livre, em termos de rendimento

final em etanol, em aproximadamente 15% (destaque na Tabela
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4) .
Tabela 4
Concentracdo de Crisotila (% m/v)
Condicdo de 0
Cultivo (células 1 2,5 4
livres)
Cs¢=160 g/L
7,27 0,45 - 2,67

¢c02=0 ; 3 vvm

Cso=160 g/L

0,00 11,64 - 14,62
¢c02=0,9 VVTI
Cs9=200 g/L

7,42 -—- 6,65% -
Pco2=0,6 vvm
Cso=240 g/L

7,14 6,07 - 7,42
(I)c02=0,3 vvm
Cs0=240 g/L

7,00 6,55 - 7,68

¢C02=0 ’ 9 vvm

* Ensaios realizados em triplicata.

Apds realizagéo dos cultivos referentes ao
planejamento experimental, os dados obtidos sdo
estatisticamente tratados, obtendo-se um modelo gue

descreve o aumento percentual do rendimento em etanol em
fungdo das wvaridveis independentes avaliadas (Csy, Gcoz €

Cer) . As condigdes otimizadas de cultivo que teoricamente
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conduzem ac melhor rendimento em etanol s3o encontradas

(Csp=240 g/L, 0co2=0,88 vvm & Cep=2,74% m/v) .

Assim, dois novos cultivos sdo realizados, um com
células imobilizadas e outro com células livres para efeito
de compara¢ao, sendo que os resultados obtidos comprovam a
superioridade do gistema imobilizado frente aoc livre.
Exemplo 5

Determinadas as condig¢des otimizadas de cultivo
(Exemplo 4), posteriormente s8o realizados cultivos em
bateladas repetidas. No entanto, nesses cultivos &
utilizada uma concentracfo inicial de substrato de 200 g/L.
A explicagdo para esta mudanga experimental & que, apesar
de ser possivel esgotar todo o substrato quando se utiliza
Cs0=240 g/L, reduz-se consideravelmente a produtividade do
sistema, ou seja, o tempo total de cultivo & bem superior
as 9 horas que vém sendo normalmente requeridas nos demais
cultivos. Assim, o cultivo inicial das bateladas repetidas
é realizado com Cs¢=200 g/L, ¢co2=0,88 vvm, Cer=2,74% (m/v) e
Cxp=10 g/L. O consumo total de substrato se d& em 9 horas,
como  esperado, obtendo-se um aumento percentual no
rendimento em etanol em relagdo ao sistema livre de 4,32% e
uma produtividade de 11,46 g/L.h.

Concluida a primeira batelada, o vinho fermentado &
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retirado do biorreator por gravidade e as fibras contendo
células imobilizadas mantidas em seu dinterior. Apds
esgotamento, nova (quantidade de meio de cultivo &
alimentada ao reator, tendo inicio a segunda batelada. Este
segundo cultivo tem uma duragdo de 14 horas para completo
esgotamento do substrato inicial oferecido, tendo-se
alcangadoc um aumento percentual no rendimento em etanol em
relagdo ao sistema livre de 4,70%, com produtividade de
7,13 g/L.h. Concluida a segunda batelada, © mesmo
procedimento de esgotamento e recarga do reator &
utilizado, partindo-se para o terceiro ensalo consecutivo.
Este cultivo tem duragdo de 21 horas até que todo o
substrato seja consumido. C aumento percentual no
rendimento em etanol em relagdo ao sistema livre atingido &
de 4,74% e a produtividade de 5,61 g/L.h. Com esses
resultados, observa-se que © sistema de imobilizag¢do aqui
empregado é eficiente, mas que em consequénecia da
dificuldade de se determinar a c¢oncentragdo final de
células aderidas ao suporte apds cada cultivo, ndo se pode
garantir que a concentrag¢do inicial de células em todos os
ensaios tenha sido exatamente igual. Para c¢ontornar o
problema de lavagem de células durante o esgotamento do
biorreator, as células retiradas poderiam ser separadas por

centrifugagdo e retornar ao reator, diminuindo o tempo de
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cultivo e aumentando a produtividade do processo.

Com base nos cinco Exemplos apresentados acima, pode-
gse afirmar que o processo da invencdo para a produgdo de
etanol com Saccharomyces  cerevisiae  imobilizada em
crisotila gera rendimentos em etanol superiores aqueles
obtidos no processo tradicional, que ndo faz uso de
crisotila, e que tal superioridade do sistema imobilizado
em termos de rendimento em etancl se mantém com © aumento
de escala.

Além disso, verifica-se que diferentes métodos de
operagido do biorreator airlift conduzen sempre a
rendimentos superiores dos sistemas imobilizados frente ao
livre, o que mostra a grande versatilidade/viabilidade do

processo da invengdo.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de obtencdo de etanol por Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em crisotila in natura em biorreator
pneumdtico de circulacgao interna caracterizado por
compreender as seguintes etapas:

j) em um biorreator pneumdtico dotado de <cilindro
interno oco para circulag¢do de 4&agua, prover um meio de
cultura com glicose ou sacarose como fontes de carbono, com
concentracdo nesta faixa de 160 a 300 g/L;

k) adicionar ao referido meio uma gquantidade de
crisotila in natura correspondente a concentracgdes entre
0,5 e 5% m/v e anti-espumante; sendo que as fibras de
crisotila sdo preparadas por lavagem abundante com &agua,
seguida de imobilizacgdo imediata das células;

1) estabilizar o meio de cultura na temperatura entre
30°C e 35°C com auxilio de 4&gua circulando pelo cilindro
interno oco do dito biorreator;

m) promover a homogeneizacdo do meio reacional
composto por meio de cultura e fibras de crisotila, através
da injegdo de gas com vazdo especifica de 0,3; 0,6 ou 0,9
vvm;

n) inocular o dito biorreator com concentracdo inicial
de células de Saccharomyces cerevisiae no caldo de
fermentagcdo entre 5 e 30 g/L em base seca, fechar o

biorreator e iniciar o processo fermentativo;
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o) manter o dito processo fermentativo por um periodo
de 7 a 14 horas, com pH de 4,3 a 5,5, onde a imobilizacéo
das células do meio de cultura sobre o suporte de crisotila
ocorre concomitantemente ao processo de producdo de etanol,
recuperando o etanol arrastado com auxilio de um
condensador encamisado alocado na tampa do dito biorreator
pneumdatico de circulagdo interna;

p) finalizar o processo fermentativo quando nao mais
forem detectados quaisquer residuos de aglcares no caldo de
cultivo;

g) esgotar o biorreator mantendo as fibras contendo as
células imobilizadas e recuperar o vinho delevedurado com
concentragdo final de etanol mais elevada do que seria
possivel obter mediante processos com células livres; e

r) analisar o teor de etanol no vinho delevedurado.

2. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado por alternativamente operar em regime de
batelada repetida.

3. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato do meio de cultura ser constituido
de 3 g/L de ureia e 0,5 g/L de MgS04e 7H20.

4, Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato do meio de cultura ser

alternativamente constituido de 5,32 g/L de ureia, 6,8 g/L
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de extrato de levedura, 1,4 g/L de MgSQOz+« 7H20 e 5,6 g/L de
KH2PO4.

5. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato da quantidade de anti-espumante ser
de 100, 250 ou 500 microlitros conforme for utilizado um
biorreator de 2L, 5L ou 10L, respectivamente.

6. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato do gas utilizado para
homogeneizacdo do contetdo do reator ser COz ou Na.

7. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato do gas utilizado para

homogeneizagdo do conteldo do reator ser CO:.
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