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(57) Resumo: Métodp para Produgao Industrial dc Biocatalisadores
com Material Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, e seu uso, e
Dispositivos para sua Produgdo sendo um método para a produgéao
industrial de biocatalisadores com material biologicamente ativo na
forma de enzimas ou microorganismos imobilizados que séo
imobilizados no alcool polivinilico gel, e uso dos mesmos com base no
fato de que o material biolégico ativo, formado pela mistura de
catalisador enzimatico nativo livre ou pré-tratado (agregado), ou
microorganismo de produg@o, ou parte dos mesmos, e o alcool
polivinilico gel, é usado para sua produgdo industrial, a mistura é
gelificada e modelada em uma corrente dear de secagem a
temperatura de 80°C a 15°C, considerando a extensdo do material
biologicamente ativo, a propor¢do geométrica de biocatalisador da
superficie para o volume mantida maior que 7 mm”, e
consequentemente os biocatalisadores assim preparados podem ser
cultivados ou armazenados e em seguida usados em processos
bioteenolégicos nas condigdes, que garantem ao processo
bioteenolégico dado maior produtividade, maior estabilidade de
produgéo e enzimatica, uso prolongado e repetido ou controle delinivel
do processo com consequente separagdo facil do biocatal
isador.Dispositivo de produgao industrial, que proporciona otimizagao
do volume de carreador bioloégico e da superficie dependendo da
extensdo de material biologicamente ativo, consistindo em um
mecanismo de modelagem (17) montado na frente de um canal de
secagem (2), através do qual passa uma correia transportadora
continua (1), é equipado com pelo menos um cabegote de modelagem
(17) com duas séries de injetores de agulha demodelagem conectados
a um tanque de pressdo temperado (15) e um compressor (16), a
correia transportadora (1) e um sistema de secagem - a fonte (4) de ar
de secagem, que é soprado por meio de um ventilador para dentro de
um sistema de distribuicdo de ar (6) com elementos de aquecimento
incorporados (5), que atinge o canal de secagem superior (2), e depois
o canal de secagem final inferior (3) e um tanque de reentumescimento
(7), entre os quais estda montado um dispositivo de limpe/a e coleta (9),
projetado com base em limpeza mecanica e enxague de alta presséo,
que é conectado a uma tubulagdo com uma bomba de alta presséo
integrada (10) e uma bomba de baixa pressdo (11) que atingem um
reservatério de coleta (8) com resfriamento e depois uma caixa de
enxague (13) para limpeza final da correia transportadora continua (1)
por jatos conectados a bomba de baixa pressdo (14), que é conectada
a um tanque de enxague (12) por tubulagéo.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para “Mcdtodo para
Producdo Industrial de Biocatalisadorcs com Matcrial Bioativo na
[Forma dc  Linzimas Imobilizadas, ou Microorganismos
Imobilizados cm Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu uso, ¢ Dispositivos
para sua Produc¢ao”
Campo da Invencgdo

A presente invengdo refere-se ao método para producgdo industrial
dc biocatalisadores com material bioativo na forma dec cnzimas
imobilizadas, ou microorganismos imobilizados em 4lcool
polivinilico gcl, ¢ ao uso dos mesmos, ¢ também a um dispositivo
dc producdo industrial, quer permitc a otimizagdo do volume ¢ da
arca dc um carrcador biologico conforme a extensdo do material
biologicamente ativo, que inclui um mecanismo de modclagem
situado na frente de um canal de sccagem, através do qual passa a
corrcia transportadora continua.

I‘'undamcentos da Invencgdo

A cncapsuiagao de microbactérias usando um carrcador do tipo
alcool polivinilico ou um carrcador do tipo poliurctano ¢
conhccida no campo. O mdétodo para a producdo de um
biocatalisador com material biologicamente ativo na forma dc
microorganismos, enzimas, csporos e¢/ou células, que sdo
colocados ¢m alcool polivinilico gel (chamado de “PVA-gel” no
texto a seguiry esta apresentado na patente C7 249 179, PVA-gel
como gel carrcador para matcerial biologicamente ativo ¢ altamente
adcquado para a producdo de catalisadores quimicos ou
biologicos. O corpo do gel produzido dc acordo com este método
aprescenta maior cstabilidade mecéanica em comparagdo com 0s
corpos dc gcl ja conhccidos, particularmentc ecm tcrmos de
resisténeia a abrasdo c resisténeia a tragdo. Devido as propriedades
meccanicas melhoradas acima mencionadas, ¢ possivel a producdo
dc um corpo de gel no formato de uma lente rcativa ¢
cincticamente adequada. Assim o corpo de gel produzido ¢ firme ¢
resistentc @ abrasdo por mais de varios meses, mesmo com
agitagdo dc alta revolugdo, comparado com aqucles ja conhecidos.
Dcvido ao formato lenticular caracterizado por um  didmetro
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grandc ¢ uma altura baixa, matcrial fisicamente, quimicamente ou
biologicamente ativo cstd sempre  situado  logo abaixo da
supcrficic, o que proporciona sua disposicdo rcativa ¢
cincticamente  util.  Os  proccdimentos  biotecnoldgicos, que
utilizam PVA-gel como carrcador de matcrial biologicamente
ativo, sdo conhccidos no campo.

As utilizagdes dos carrcadores mencionados acima no processo de
remog¢do de nitrogénio de dguas servidas sdo conhccidas.  Tais
utilizagdcs  cstdo  descritas, por cxemplo, nos documentos
[:PO758680 (derivados de celulose porosa), W0O09508513 (alcool
polivinilico, vermiculita, poliurctano) ¢ CN1076488 (alcool
polivinilico).  Os  carrcadorcs mencionados  sdo  usados
(gcralmente) na imobilizagdo de lama ativada, que geralmente ¢
antcs cnriquecida de varias manciras, cm particular com bactérias
nitrificantes (vide, por excmplo, os processos PLEGASUS ou
PEGAZUR), mas também dirctamenic na imobilizagdo de
bactcrias nitrificantes ou desnitrificantes puras. Como mencionado
na litcratura, uma caracteristica muito importante de um carrcador
¢ a cxtensdo de sua superficic especifica em relagdo ao volume de
um rcator, ou mais precisamente em relagdo ao volume das aguas
scrvidas cfctivamente processadas. Isto ¢, este pardmetro csta
dirctamente relacionado com o tamanho do reator ¢ com o tempo
dc permanéncia das 4dguas servidas no reator, porque cle pode scr
influenciado cm particular pela quantidade (ou mais precisamente,
pelo peso ou volume) de um carrcador com a superficic especifica
dada quc ¢ colocada em um reator. Por cxemplo, o proccsso de
rcmogdo de poluicdo de nitrogénio por meio de  bactéria
imobilizada cm um carreador do tipo polictileno glicol (PL1LG) no
formato dc tabletes com dimensdes gcométricas S/V =3 ¢ 2, torna
possivel atingir uma taxa de remogdo de nitrogénio de 0,34 kg/m’
a 1,14 kg/m’ por dia com um teor de 2% p/v de biomassa molhada
dc lama ativada em um carreador. (T. Sumino, H. Nakamura, N.
Mori, Y. Kawaguchi: Immobilization of Nitrifying Bacteria by
Polycthylene Glycol Prepolymer, Journal of Fermentation and
Biocngincering, 73(1), 37-42, 1992.)
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A vantagem da fermentaglo bacteriana ¢ seu modo anacrobico, ¢
por conscguinte a simplicidade dos dispositivos dc cultura c
mcnores  exigéncias  dc  esterilidade.  Bactérias do  género
Lactobacillus, quc convertem um substrato de sacarose (glicosc,
sacarosc, lactosc) a temperatura de 30°C a 40°C em acido lactico
com difcrentes tcores da forma de acido L(+)-, D(-)- ¢ DL dc
acordo com as propricdades do produtor, sdo principalmente
usadas para producdo industrial.

A 1mobilizagdo de microorganismos por encapsulagdo em ggéis
carrcadores ¢ um dos métodos que proporcionam a biomassa
concentrando cm um reator sem crescimento da biomassa em um
mcio completamente fermentado. Este mdétodo consiste c¢m
cncerrar células em céapsulas de géis naturais ou sintéticos. As
cc¢lulas devem ser maiores que os poros do carrcador para quc ndo
ocorra libcragdo das células, enquanto quc a0 mcsmo garantc a
livre difus@o de um substrato ¢ produtos para as cclulas
cncapsuladas.

A mmobilizacdo dc¢ bactérias lacticas em diferentes carreadores ja é
conhecida. Antes de mais nada, cstas sdo carrageninas, pectatos,
alginatos dos géis naturais (Norton, S. et al.: Enzyme Microbial
Technol 16, 457-466, 1994; Richter, K. et al.: Acta Biotechnol. 11,
229-341, 1991; Yan, J. et al.: Chem. Biochem. Eng. Q. 15 (2), 59-
63, 2001) ¢ poliacrilamida dos carreadores sintéticos (Tuli, A. ct
al..  Enzyme Microbial Technol. 7, 164-168, 1985). Os
imobilizados s3o produzidos na forma dc bolas com diametro dc 3
mm a 5 mm, geralmente por gotejamento do gel relevante cm uma
solu¢do endurccedora. No cntanto, a desvantagem de tais métodos
¢ que o formato dec bola dos imobilizados causa limitagdes de
difusdo no interior das bolas. O volume de gel total ndo ¢ usado ¢
como conscqiiéncia, 0s microorganismos sO crecscem sob  a
supcrficic da bola.

No cntanto, a extensdo da superficie especifica (geométrica) de
um carreador em relagdo ao seu volume, ou mais precisamente, ao
scu formato e medidas, € um pardmctro co-cssencial,
particularmente por motivos econdmicos. Os carrecadores, cujo
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formado sc aproxima de uma bola ou cilindro, onde o didmetro
infcrior (d) ¢ a altura (h) t¢m aproximadamente o mesmo valor,
ainda sdo usados para remover nitrogénio de agua de csgoto por
cClulas imobilizadas. O valor minimo da medida do carrcador para
remover nitrogénio de dgua de esgoto ¢ 1 mm. Os carreadorcs
geralmente usados medem 3 mm, o que significa que a propor¢ao
da supcrficie para o volume do carreador (S/V) assume valores dc
aproximadamente 2 mm™ a 6 mm™'. Sc for usado um carrcador no
formato dc lente ou no formato de tira, menos biocatalisador pode
scr usado em comparagdo com 0S processos atuais que usam as
c¢lulas imobilizadas para remog¢do de compostos de nitrogénio da
agua potavel, de aguas industriais ¢ de aguas servidas, até mesmo
na mesma intensidade ou em uma intensidade maior do processo.
Um outro uso alternativo dc um gcl carrcador em processos
biotcenologicos ¢ no método para producdo de acido lactico. I:ste
acido ¢ bastantce usado, particularmente na inddastria alimenticia,
farmaccutica ¢ quimica, entre outras. O acido lactico ¢ produzido
por um grande nimero de microorganismos, mas principalmentc
por fungos e bactérias filamentosos. Dos fungos filamentosos,
Rhizopsus arrhizuz, ou oryzae ¢ um bom produtor de acido
l[actico. Sua indiscutivel vantagem, comparada com as bactérias, ¢
o lato dc quc ele produz apenas acido L.(+). No cntanto, o modo de
fermentagdo ¢ aerdbico (altas exigéncias de preparagdo em ar
estéril). O modo aerdbico dos fungos filamentosos pode ser uma
vantagem no caso de preparagdo direta de sais de célcio do acido
lactico, durante a qual podem ocorrer prolongamento de
fcrmentacdo e reducdo de rendimentos como resultado de
ncutralizacio incficiente (agitacdo fraca) no caso de carbonato de
calcio (Mattey M.: Critical Reviews in Biotechnology 12, 87-132,
1992).

Um outro método adequado de imobilizagdo ¢ o encapsulagio de
bactérias lacticas em um alcool polivinilico gel. Este método
apresenta numerosas vantagens em relagdo a outros carreadores.
Antes dc mais nada ele ¢ barato, atdxico para 0s microorganismos,
dificilmente biodegradavel, possui propriedades fisico-mecanicas
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cxcelentes, ndo tem efeitos colaterais nos microorganismos ¢
aprcsenta cstabilidade a longo prazo (Pat. DE 198 27 552.8).
Além disso, a imobiliza¢do de células pclo método de acordo com
a invencdo acima  mcencionada ¢ convenicnic  para 0
microorganismo produtivo (asscgura uma alta viabilidade do
microorganismo dcpois da imobilizagdo ¢ um alto indice dc
microorganismos sobreviventes dcpois do procedimento  de
imobilizacdo), porque a rcticulacdo da matriz ocorrc ¢cm uma
corrente dc ar dc sccagem ¢ assim substitui 0s procedimentos
atualmentc usados dc rcticulagdo por congelamento (Pat. DI: 43
27 923) ou cndurccimento em um sistema com acido boérico (Pat.
US 5 290 693). Além disso, o formato de lente dos imobilizados
asscgura carga otima do volume total do carrcador para o
crescimento de microorganismos ¢ a producdo dc acido lactico.
Os imobilizados preparados por este método podem scr usados
repctidamente em modos de operagdo de fermentagdo intermitente,
scmi-continua ¢ continua.

Sabc-sc dec modo geral que as leveduras Saccharomyces cerevisiae
ou outros microorganismos tipo levedura, quc sdo caparzes dc
converter glicose ¢ outros sacaridcos em ctanol durantc o processo
de fermentagdo, sdo tradicionalmente usadas para a producdo de
ctanol. lista fermentacdo constitui a base da produgdo de cervejas
¢ vinhos mas também o principio da producio de ctanol para fins
industriais, alimenticios ¢ combustivel. Recentemente, foi
obscrvado um crescente interesse em tecnologias quc utilizam
bactérias como produtorcs de etanol. Zymomonas mobilis ¢ um
dos produtorcs bacterianos de ctanol. Ela ¢ um microorganismo
gram-ncgativo facultativamente anaerdbico. Ila apresenta diversas
vantagens cm relagdo a leveduras: crescimento mais rapido de
biomassa (por¢m producdo geralmente mais baixa dc biomassa),
taxas cspecificas mais altas de utilizagdo de substrato ¢ cria¢do de
produto, ndo prccisa de um suprimento de oxigénio monitorado ¢
produz mcnos mectabdlitos colaterais. Ela metaboliza glicose ¢
frutose pcla via de Entner-Doudoroff, que normalmente ocorrc
com microorganismos anaerdbicos. Nesta via metabdlica um mol
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de glicose ¢ convertido em 2 moles de etanol, 2 moles de CO, ¢
um mol de ATP. Esta via metabdlica minimiza a quantidade de
glicosc transformada em biomassa ¢ dessa maneira aumenta a
producdo dc ctanol. O rendimento rcal (g alcool/g glicosc)
aumcenta para 0,49 com bactérias, ¢ normalmentc ¢ dc 0,44 com
Icveduras).

A fermentacdo com o auxilio de células de Zymomonas mobilis
livres pode ocorrer em modos dc operacdo intermitente, semi-
continuo ¢ também continuo (Rogers P.L.., Tribe D.I5.: Pat. US
4403034; Rogers P.L., ct al., Pat. US 4443543; Salzbrunn W, ct
al., Pat. US 4876196; Bu’lock J. D., Pat. GB 2075053).

Até hoje, o interesse de pesquisa sc concentrou no aumento da
produtividade do microorganismo ¢ na modifica¢do da disposi¢ao
dos dispositivos de fermentagdo com varias inovagdcs; por
cxemplo reciclagem das células, o uso de microorganismos
floculantes ctc. (Arcuri E.J., et al., Pat. US 4413058; Rogers P.I..,
ct al., Pat. US 4443544).

O produto da fcrmentagdo (ctanol) ¢ acumulado cm um mcio
liquido ¢ ¢ isolado quase que totalmente por destilagdo. E
desejavel  durante o isolamento  do  produto  reduvir
considcravclmente o teor de biomassa por scdimentagdo,
centrifugacgdo, filtragdo ¢ outros, sem considerar a disposi¢do ¢ a
tecnologia usadas. Um tcor clevado de insolaveis aumenta as
cxigéncias de encrgia de destilagdo, causa problemas tecnoldgicos
(entupimento do aparelho de destilagdo, espumacéao etc.), aumenta
as exigéncias de manutengdo ¢ também pode influenciar a
qualidade do produto. Por outro lado, deve-se obter cficiéncia
maxima da producdo de etanol. A taxa de producdo de ctanol ¢
dirctamente proporcional a quantidade de biomassa ¢cm um
fermentador. Isto significa que com condigdes constantes, um teor
aumentado dc biomassa provoca reducdo do tempo nccessario
para a produ¢do dc uma dada quantidade dec etanol.

Um dos métodos que possibilita a concentracdo de biomassa em
um reator sem crescimento de biomassa em um meio
completamente fermentado € a imobilizagdo de microorganismos



(Y]
W

35

por cncapsulacdo cm géis carrcadores. Listc método bascia-sc¢ na
cncapsulacdo de células em céapsulas de gel natural ou sintético. O
tamanho das cclulas deve ser maior que o tamanho dos poros dc
um carrcador para que ndo ocorra liberagdo das células, mas que
ao mcsmo garante a livre difus@o de um substrato ¢ produtos para
as cc¢lulas cncapsuladas.

A 1imobiliza¢do de bactérias do género Zymomonas em diferentes
carrcadorcs ja ¢ conhecida. Antes de mais nada, estas sdo
carrageninas ¢ alginatos dos géis naturais (Cheetham P.S.J., Pat.
US 4393136; Chibata I., Pat. US 4350765; Kikuta M., Pat. US
5990191; Yamada T., ct al., Pat. US 4680263) ¢ poliacrilamida
dos carrcadorcs sintéticos (Yamada ., ct al., Pat. US 4680263;
Chectham P.S.J., Pat. US 4393136). Os imobilizados geralmente
sdo produzidos na forma de bolas com diametro de 3 mm a 5 mm,
principalmente por gotejamento do gel relevante em uma solugao
cndurecedora. No entanto, a desvantagem de tal método € quc o
formato de bola dos imobilizados causa limita¢des dc difusdo no
interior das bolas. O volume de gel total ndo ¢ usado para carga dc
cClulas ¢ como conscqiiéncia, 0s microorganismos sé crescem sob
a superficic da bola de carrcador, ¢ ndo carrega o volumc total da
matriz.

Um mdétodo dc imobilizacdo adequado ¢ a encapsulagdo da
bactéria Zymomonas mobilis cm éalcool polivinilico gel. Estc
mcétodo possui  inimeras vantagens cm  relagdo  aos  outros
carrcadorcs. Antcs de mais nada, elec ¢ barato, atdéxico para o
microorganismo, dificilmente biodegradavel, possui propriedades
f[isico-mccanicas excelentes, ndo tem efeitos colaterais no
microorganismo ¢ apresenta estabilidade a longo prazo (Pat. DE
198 27 552.8). Além disso, a imobilizacao de células pclo método
dc acordo com a invenc¢do acima mencionada ¢ conveniente para o
microorganismo produtivo (asscgura uma alta viabilidadc do
microorganismo depois da imobilizacdo ¢ um alto indice dc
microorganismos sobreviventes depois do  procedimento  dc
imobiliza¢do), porque a reticulagdo da matriz ocorrc ¢cm uma
corrente de ar de secagem e assim substitui os procedimentos
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atualmentc usados de reticulaglo por congelamento (Pat. DE 43 27
923) ou endurccimento em um sistema com acido borico (Pat. US
5 290 693). Além disso, o formato de lente dos imobilizados
asscgura utilizacdo dtima do volume total do carreador para o
crescimento dc microorganismos ¢ a produgdo de ctanol. Os
imobilizados preparados por este método podem ser usados
repetidamente em modos de operacdo de fermentacio intermitente,
semi-continua e continua.

Usando o formato de bolas dos imobilizados, a producio de etanol
ot dc 77mguano/Mlge/h com o auxilio de Zymomonas mobilis
imobilizada cm carragenina, com 10% em peso do meio de
glicosc, cm um rcator intermitente de 500 ml enchido com 20 ml
de imobilizados com um didmetro dos imobilizados de 4 mm e
uma temperatura de 30°C, (Chibata I., Pat. US 4350765). Quando
o produtor foi imobilizado em alginato de sddio, onde o peso da
cClula molhada nos imobilizadas compreendia 20 % ww/v (ww —
pcso da célula molhada, corresponde a 1/5 do peso da célula seca),
a produtividade nas mesmas condig¢des foi de 0,49 geanor /Eww /h cm
um sistema intermitente, que depois de novo calculo corresponde
a 98 mgeino/mlye/h, € no modo continuo foi de 0,47 g unor /Euw /h,
que depois de novo calculo corresponde a 94 mgeno /My /h
(Cheetham P.S.J., Pat. US 4393136).

Um uso alternativo de um gel carrecador cm processos
bioteenologicos ¢ no método de producdo de glicose ¢ frutose com
o auxilio da enzima invertasc imobilizada. A sacarosc ¢ um
dissacarideo de armazenamento presente principalmente na
beterraba ¢ na cana-de-agucar. Ela ¢ usada na induastria alimenticia
¢ também como substrato em processos de fermentagdo. Ela ¢
composta do monossacarideo glicose ¢ frutose. A sacarose forncce
estcs monossacarideos por meio de hidrolise, por exemplo por
hidrolise enzimatica usando a enzima invertase. Seu uso resulta na
criacdo de uma mistura dc glicose ¢ frutose (agucar invertido) que,
comparada com a sacarose nao hidrolisada, ofercce intmeras
vantagens: producgdo reduzida de turvacdo dos cristais, maior
dogura e utilidade em processos de fermentagao.



10

15

N
U

30

Na pratica industrial, prcparagdcs cnzimdticas dc invertase, que
nao sao reciclavceis, sdo usadas para hidrolise de sacarosc. liste ¢ o
motivo pclo qual a cnzima se torna um dos itens mais econdmicos
na producdo de xaropes de glicose-frutosc. O método dc
imobilizacdo adcquada para essa enzima proporciona multiplo uso
da mesma, ¢ além disso, ¢ possivel fazer todo o processo de
produ¢do dec¢ forma continua ¢ com isso  aumentar
considcravelmente sua eficiéncia. A técnica usada com mais
frcqiiéncia ¢ a reticulagdo. Os agentes de reticulagdo mais
comumente usados sdo poliamida (Sou M. et al. JP58086085,
Rohrbach R.P. ct al. US 426842), glutaraldeido (Lee D.M et al.
US 4749653), polimeros com grupos carboxil ndo combinados
(Mauz O. US 4767620), polimcros com grupos cpoxido (Mauz O.
US 4931476), imobilizacgdo ¢m betumes de  foto-reticulagio
(Kunihiro 1. JP55023941) ¢ embutimento em varias matrizes com
a ajuda dc um agente de reticulacdo, tal como imobilizacdo c¢m
bolas de vidro com a ajuda de glutaraldeido. (Toshiyuki Y. et al.
JP58179494). Outros métodos sdo a ligagao covalente de invertase
a particulas dc silica gel com a ajuda de glutaraldeido (Thibault
P.A. LIP 0231668), ligacdo covalente com a ajuda de ligacdes
dissulfcto a carrecadores organicos e inorganicos (Cormier R.A. ct
al. US 41760006), ligacdo covalente com a ajuda dc organossilano
(Ilo G.IL. ct al. US 4384045), ligacdo covalente com a ajuda de
dialdeido a matcriais de cclulose ¢ lignino (Monsan P. US
4405715) ¢ ligagdo covalentc a dialquilaminoalquil cclulosc
(Lapins Ch. D. ct al. US 4933284). A invertasc também foi
imobilizada por adsor¢do; por exemplo cm uma matriz de 0ssos dc
animais (I'indlay Ch. J. US 5037749). Um outro método ¢ a
cncapsulagdo de lisados celulares com alta atividade de invertasc
cm alginato gel (Obana H. et al. JP 57163484, Chang H. N. et al.
US 5766907) ou em polimeros de poliuretano (Hartdegen F.JI. ct
al. US 4098645). Técnicas combinadas, tais como por exemplo
adsor¢do de uma enzima cm algodao tratado com polictilenoimina
¢ subsequente reticulagdo por glutaraldeido (Yamazaki . ct al.
CA1203187) também tém utilidade pratica.
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O uso de PVA (alcool polivinilico gel) parcce ser uma alternativa
muito boa. A invertasc foi imobilizada com succsso ecm um
carrcador com um centro sélido coberto com PVA gel (Yamamoto
Il ¢ koct al. JP2005042037). Foto-rcticulacdo de PVA misturado
com polictileno glicol também foi usada para ligagdo covalente ¢
cneerramento da invertase (Ichimura K. JP 58152483, Suchiro T.
ct al. JP 1252285, Izumida I1. et al. JP 1071491). Uma matriz de
PVA também pode scr reticulada por acido borico, enquanto quc a
invertase ¢ encapsulada no gel (Guocheng Ch. ¢t al. CN 1076488),
ou por sccagem (Ishimura F et al. US 4727030). Também foram
usados outros métodos combinados com reticula¢do (Tsutsumi S,
ct al. JP 2046288), ou com a adi¢do de vinil acctato (Moriya T. ct
al.,, JP 56113290), vinil amina (Moriya 'I'. ¢t al., JP 56113292), ou
PV A aminoacctalizado (Yamauchi A. ct al. US 4307151).

Um uso alternativo de um gel carrcador cm  processos
biotecnologicos ¢ no método de producdo de glicose a partir de
amido com a ajuda da enzima glicoamilase imobilizada. Amido, a
matéria dec armazenamento nutritivo das plantas, ¢ uma das
principais fontes de glicose na industria alimenticia ¢ também na
industria de fermentagdo. O amido compreende dois tipos dc
molcculas: amilase ¢ amilopectina. A amilase, no milho por
cxemplo, representa 10 % do amido total. Ela compreende até
1000 unidades glicose, ligadas por ligagoes a-1,4-glicosvdeco. Os
outros 90% representam amilopectina na qual, além das liga¢oes
a-1,4-glicosidco, também cstdo incluidas ligagdes «-1,6-
glicosidco. O numcro dc unidades glicose na cadeia ¢ de até
10 000.

O processo de pré-tratamento da matéria-prima amido para uso cm
processos de fermentagdo consistc em duas ctapas. Na primeira
clapa, a liqucfagdo do amido acontece com a ajuda da endoenzima
o-amilasc, quc aleatoriamente dissocia as ligacdes o-1,4-
glicosidco a uma alta temperatura. Lista rcacdo causa a formagdo
de dextrinas ¢ oligossacarideos inferiores com diferentes
comprimentos de cadeia.

Na scgunda ctapa, as dextrinas ¢ os oligossacarideos sdo
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dissociados da cextremidade ndo-redutora pela  cxocnzima
glicoamilase formando unidades glicose. A glicoamilasc dissocia
ambas as liga¢des o-1,4- ¢ o-1,6-glicosideo. No cntanto, as
ligacdes a-1,6-glicosideo s2o hidrolisadas a uma taxa muito mais
baixa. A taxa da hidrolisc também depende do comprimento de
cadcia.

Na pratica industrial, ¢ usado de 1 1 a 1,2 | de preparagdo da
cnzima glicoamilase, que ndo ¢ rcciclavel, por tonelada de amido.
A 1mobilizacdo adcquada dessa enzima permite seu multiplo uso,
com a possibilidade de fazer todo o processo continuo. I<oi obtido
um apcrfcicoamento significativo com a imobilizacdo dcssa
cnzima por rcticulagdo com um agente, tal como poliamina
(Symon ct al. US 4415663, Lantcro ct al. US 5472861, Dcl-ilippi
US 4343901, Rohrbach ct al. US 4268423), glutaraldcido (l.cc ct
al. US 4749653, Nishimura ct al. US 4888285, Rorvah ct al. K.R.
8601229), agentes acrilicos ou alilicos (Boross et al. US 4794083,
Sclemencev et al. RU 2204600), por meio do que a enzima ¢
ancorada cm uma matriz inorgdnica ou organica. O uso dc
mctodos dec adsorcdo (Abdullah ct al. US 4226937, Kumakura ct
al. JP 61060700, Motai ct al. J.P. 59232092, Sclemenev ct al. R.U.
2181770, Kimura ct al. J.P. 63056297), ¢ também rcatorcs dc
mcmbrana com glicoamilasc imobilizada (Thomas ct al. US
5130237) parcce scr adcquado. lincapsulagdo, cujo material
bioldgico ¢ cncapsulado cm uma cstrutura de gel ¢ ¢ usado
principalmente  para imobilizacdo dc  microorganismos, csta
totalmente auscnte durantc a imobilizagdo da glicoamilasc. No
cntanto, scm rcticulagdo c¢m estruturas maiores a enzima ¢
facilmente removida dos poros da matriz.

Um uso alternativo de um gel carreador em processos
biotcenoldgicos ¢ no método de hidrolise de solugdo de lactose ¢
na produgdo de D-galactosc, D-glicose ¢ galactooligossacarideos a
partir d¢ solugdes de lactosc com a ajuda de [-galactosidasc
imobilizada.

Dissacaridco lactose ¢ sintetizada nas glandulas mamarias da
maioria dos mamifcros. l:la ¢ comercialmente produrzida a partir
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do lcite dc vaca (com um teor de lactose de 4,5% a 5%em pcso)
por cxtracdo do soro de leite (Baldrick & Bamford, 1997). A
lactosc presente no Ieite ¢ em produtos lacteos representa um item
nutricional  importante. IEHla  suporta o crescimento  de
Bifidobacterium sp., ¢ a fonte dc galactosc nccessaria para a
produc¢do dc galactolipidios ¢ galactooligossacaridecos, ajuda na
absor¢ao dc calcio ctc. (Maldonado ct al., 1998). IXla tcm uma
solubilidadc baixa ¢ cristaliza a uma concentragdo de mais dc
18%cm pcso. Parcce haver um problema, pois os cristais dc
lactose causam uma textura semclhante a arcia desagradavel
(Zadow, 1992) na produ¢do de produtos dc laticinio, tais como
lcite condensado ¢ sorvete. Este ¢ o motivo pelo qual a hidrolise
de lactosc ¢ altamente descjavel para esses produtos. Além disso,
a hidrolise de lactose também causa uma reduc¢do consideravel na
higroscopicidadc dc produtos lacteos desidratados, um aumento na
dogura ¢ o processo das rcagdes de Maillard ¢ reduzido (Curda ct
al., 2001, Zadow, 1992, Roscnbcerg ct al., 1995).

A P-galactosidasc ¢ significativa ndo apcnas na hidrolisc dc
lactosc no leite, mas também no processamento de soro de Ieite. O
soro de leite € produzido em quantidades bastante grandes como
um produto secundario da industria dc laticinios durantc a
produ¢do dc queijo, qucijo cottage ¢ caseina. Durante a produgdo
de queijo, mais de 150 milhdes de toneladas de soro de leite sdo
produzidas anualmentc no mundo (em média, 10 | de soro de leite
por kg dec quecijo) € em todo o mundo a produg¢do de queijo vem
crescendo constantemente. O soro de leite ainda ndo ¢ amplamente
processado, mas represcnta um problema econdmico ¢ ecologico
(Novalin ct al., 2005). Além disso, sua manipulagdo acarrcta em
muitas restrigdes ¢ ndo ¢ possivel libera-lo livremente no mcio
ambicntc. Mectade do produto de rcfugo produzido ¢ usada na
producdo dc concentrados de proteinas de soro de Ieite (WPC),
mas principalmentce para alimentar animais de criagdo (Rudolfova
& Curda, 2005). O soro de leite também pode ser usado como
matcria-prima para a produgdo de etanol. Considerando-se este
fato, clc podcria ser um substrato atraentc para proccssos de
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fcrmentagdo no futuro (Coté ct al., 2004). Por exemplo, durantc a
producao dc ctanol ¢ possivel usar a levedura K/uyveromyces quc
utiliza lactosc. A hidrélisc dc lactose possibilita 0 uso de soro dc
[cite cngrossado com uma concentragdo mais alta da conte de C
como substrato ¢ dessa forma aumenta considcravclmente o
rendimento de fermentacdo (Rosenberg ct al., 1995). Em alguns
casos ¢ possivel rcalizar o processo de fermentacdo de mancira
quc 0 microorganismo produtor utiliza somente a glicose presente,
ao passo quc a galactosc remanescente pode ser isolada, purificada
ou quimicamente modificada posteriormente (Rosenberg, 2000).

Um outro uso significativo da [-galactosidasc na industria
alimenticia ¢ a criaco dc galactooligossacarideos (GOS). Eles sao
simultancamentc formados durante a hidrélise de lactose devido a
atividade de transglicosilato da B-galactosidade. A atividade de -
galactosidade transglicosilato foi descrita pcla primeira na década
dc 1950 (Aronson, 1952). Os primciros trabalhos publicados sc
concentravam no monitoramento dos efeitos favoraveis dos GIS ¢
na busca por métodos 6timos para sua producdo (Mahoncy, 1998).
GOS pertence ao grupo dos chamados probiodticos: componentes
alimenticios ingeriveis que estimulam seletivamente o crescimento
ou, mais precisamente, a atividade de culturas probioticas no trato
digestivo do homem. Dcvido a sua configuragdo 3, os GOS sao
resistentes @ hidrolise pela saliva e enzimas do liquido digestivo,
quc hidrolisam scletivamente as ligagdes B-glicosidco (Sako ct al.,
1999). Os GOS penetram no intestino grosso, onde cles participam
cm  proccssos muito  importantes. A microflora  bifidogena
mctaboliza os GOS dando acidos graxos de cadeia curta (4cido
acctico, propidnico, lactico ¢ butirico) e gases (Johnson et al.,
1993). Acidos incipientes estimulam o peristaltismo do intestino ¢
ajudam a absor¢do de calcio e ferro diminuindo o pH. Os GOS
também sdo conhecidos como fatores de crescimento de
bifidobactérias, que sdo reconhecidas por seus efeitos benéficos a
saude. Além disso, bifidobactérias utilizam selectivamentc
galactooligossacaridcos, o quc suprime o crescimento  dc
microorganismos indescjaveis no trato digestivo (Pennisin, 1997).
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Os GOS também sdo bencéficos a saude da cavidade oral, quando
ndo utilizados pcla microflora oral (Streptococcus mutants), ¢
portanto previnem a formagdo de carics dentarias (Szilagyi, 1999).
As B-galactosidases individuais diferem na quantidade total ¢ na
cstrutura dos GOS produzidos. Por exemplo, depois de isolamento
dc B-galactosidascs dc diferentes cepas do género Bifidobacterium
¢ scu subscquente uso durante a sintese de GOS a partir dc uma
solu¢do dc lactosc a 30%, houve uma difcrenga cvidente na
quantidade produzida. No caso de Bifidobacterium angulatum,
clas formaram 43,8% de todos os sacarideos prcsentcs cm uma
solugdo, ao passo quc no caso dc Bifidobacterium pseudolongum
clas constituiram somente 26,8% (Rabiu ct al., 2001). No quc diz
respeito a cstrutura, o tipo da ligacdo glicosidco rceém-formada
das duas unidades monossacaridco  (galactosc-galactosc,
galactose-glicosc) € no caso de Bifidobacterium bifidum B(1-3)
(Dumorticr et al., 1994), oposta a B(1-4) no Bacillus circulans
(Mozaffar ct al., 1984) ¢ B(1-6) no Streptococcus thermophilus
(Matsumoto, 1990).

A cnzima [-galactosidasc foi imobilizada das scguintcs manciras:
aprisionamento  (Mammarclla & Rubiolo, 2005, Rodrigucr-
Nogales & Declgadillo, 2005), rcticulacdo (Sungur & Akbulut,
1994), adsor¢do (Carpio ct al., 2000), ligacdo covalente (Hu ct al.,
1993, Findlay, 1991, D1 Serio et al., 2003), enccrramento cm
mcmbranas (Novalin ct al., 2005), ou uma combina¢do desscs
mctodos (descritos mais detalhadamente na parte 1.2.1).

O processo de imobilizagdo de [-galactosidase ¢ associado a
certas desvantagens, tais como a perda de atividade enzimatica
depois da imobilizagdo. A redugdo na atividade de B-galactosidasc
dcpois da imobilizaclo varia de 5% a 90%, e depende do método
dc imobilizagdo usado. lista desvantagem ¢ compensada pcla
possibilidade de reutilizacdo dos imobilizados. A capacidade dc
prescrvar  uma atividade cnzimatica ¢ a estabilidade dos
imobilizados durante o uso repetido sdo 0s parametros decisivos
para a aplicagdo de imobilizados em cscala industrial (Tanaka &
Kawamoto, 1999).
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Poliacrilamida ¢ um alcool polivinilico gel sdo geralmente usados
para o m¢todo dc aprisionamento. Uma matriz de PVA também (o1
usada para cncapsulagdo dc B-galactosidase isolada dc fungos
[tlamentosos, com o quc sua estabilidade térmica foi aumentada.
A cnzima reteve 70% de sua atividade anterior depois de 24 horas
a 50°C ¢ 5% dc sua atividade antcrior a 60°C (Batsalova ct al.,
1987). Khare & Gupta (1988) imobilizaram [3-galatosidasc dc £
coli usando uma combinac¢do dc dois métodos: reticulagdo ¢
subscquente encapsulagdo em uma poliacrilamida gel. No mesmo
proccdimento, porém usando dimetiladipimidato como agente de
reticulagdo ¢ substancias preventivas cnzimaticas: albumina sérica
bovina, cisteina e lactose, a atividade mediu 190% da atividade dc
imobilizador anterior. A comparagdo de diferentes mcétodos de
imobilizagdo dc [-galactosidase a partir da bactéria termofilica
Thermus aquaticus mostrou que rcticulagdo ¢ subscquente
aprisionamento em granulos de agarosc ¢ o processo preferido
para a imobilizacdo dc altas concentracdes de cnzima com ©
beneficio de alta atividade cnzimética (Berger ct al., 1995). O
processo de imobilizagdo permite maior estabilidade da enzima em
diferentes  condigdes  reacionais. O aprisionamento dc  [3-
galactosidasc dc 4. oryzae em PVA criogel poroso aumentou a
resisténica térmica da enzima, o valor do pH ¢ a forga i6nica
(Rosst ct al., 1999).

Adsor¢do ¢ um método tecnicamente ndo promissor de
imobilizacdo. Iibra dc algoddo hidréfobo pode scrvir, por
cxemplo, como um carrcador no qual uma c¢nzima prescrva 50%
dc sua atividade anterior (Sharma & Yamazaki, 1984). Bakken ct
al., usaram (-galactosidase de 4. oryzae adsorvendo a mcsma cm
polivinil clorcto de silica gel na forma de uma membrana (1990)
durante a hidrélise de lactose em leite em um reator de {luxo axial.
A [B-galactosidase imobilizada por adsor¢cdo em pd dc 0sso
preservou 83% de sua atividade anterior, mas durante quatro
hidrélise intermitentes os imobilizados gradativamente perderam
sua atividade. Depois da quarta hidrolise, a atividade dos
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imobilizados cra dc apcnas 24% do original (Carpio ct al., 2000).
I:sta  cxperiéncia mostrou a  desvantagem do mdétodo de
imobiliza¢do, durantc o qual ocorrc uma ligeira dessor¢do. liste
cfeito pode ser climinado pela adicdo de um agente de reticulagdo
adcquado (Szczodrak, 2000).

Picttaa ct al. (1989) imobilizaram [(-galactosidasc isolada de 4.
oryzae em dois carreadores diferentes usando uma ligacdo
covalente. O primeiro foi zedlito, mas ele ndo foi convenicnte
porquc cle sé sc liga a uma pequena quantidade de enzima. Ao
contrario, nalion-6 cm pd ligou-se covaleniecmente a uma
quantidadc maior de cnzima ¢ criou um complexo cstavel. Peters
& Rchm (2006) imobilizaram B-galactosidasc por ligacdo
covalente a granulos dc polihidroxialcanoato. Os imobilizados
formados foram estdveis a longo prazo durantc scu
armazcnamento cm difcrentes condigdes, o que ofereccu prova de
uma forte ligagdo entre o carrcador ¢ a enzima imobilizada.
Glutardialdeido com dois grupos funcionais reativos ¢ o agentc de
reticulagdo usado com mais frequéncia na imobilizacdo de [3-
galactosidase (Guisan et al., 1997, Szczodrak, 2000, Zhou & Chen
2, 2001). No entanto, o método de imobilizacdo por reticulagio ¢é
particularmente usado em combina¢do com outros métodos (acima
mencionados, Pancsar ct al., no prclo), tal como adsornyo ou
aprisionamcnto.  Por cxemplo [-galactosidase dc 4. oryzae
imobilizada usando o método de¢ aprisionamento na forma dc
[ibras compostas dc alginato ¢ gelatina, foi entdo reticulada por
glutardialdeido, o que impediu remogdo da enzima (Tanriscven &
Dogan, 2002). liste tipo de reticulacdo também foi usando na
imobilizagdo de [3-galactosidase em um alginato dc cobalto gel.
No cntanto, a libera¢do de cobalto durante a hidrolise de lactose
tornou impossivel o uso dos imobilizados na industria alimenticia
(Ates & Mchmetoglu, 1997).

A atividadc ¢ a estabilidade da enzima imobilizada sdo afetadas
pclo valor do pH, pela temperatura ¢ pela forga ionica (Roy &
Gupta, 2003). Comparada com uma enzima livre, a cnzima
imobilizada tem faixas mais amplas de pH 6timo e temperatura
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como mcncionado na maioria das obras publicadas. A cstabilidadc
mais alta da B-galactosidasc imobilizada a um valor de pll mais

baixo ¢ uma tempcratura mais alta ¢ uma vantagem na hidrélisc de

lactosc, ¢ além disso, diminuir o valor do pH ¢ aumcntar a
tempcratura reduz o risco dc contaminacdo. Por outro lado, o
desvio do pll 6timo ¢ o aumento dc estabilidade constitucm,
ncssas condigdes, uma vantagem durante a hidrolise de lactosc em
soro dc leite doce, cujo pll estd no intervalo dc 5,5 a 6,0
(Szczodrak, 2000).

B-galactosidasc dc diferentes fontes microbianas também (o1
imobilizada com o proposito de produzir galactooligossaridcos no
modo dc operagdo continua bem como no modo dc opcragdo
intermitente (Chockchaisawasdee ct al. 2005). Comparada com
uma cnzima livre, a enzima livre produziu concentra¢des mais
baixas dc GOS. Esta redugdo foi causada pela limitagdo dc acesso
do substrato a cnzima no sistcma imobilizado (Mahoncy, 1998).
A concentragdo ¢ a cstrutura dos GOS cm formagdo dependeram
dc forma considcravel da concentracdo do substrato inicial ¢ da
origem da enzima. O aumento na concentragdo inicial de lactosc
de 14% para 23% duplicou a produgdo de GOS (Foda & l.opez-
[.civa, 2000, Chockchaisawasdce ct al., 2005).

Shin ct al. (1998) imobilizaram uma e¢nzima isolada dc Bullera
singularis A'T'TC 24193 cm granulos de quitosano. lilcs usaram a
cnzima assim imobilizada na producdo de GOS. A cxpceriéncia
durou 15 dias, durante cujo periodo eles registraram 55%em peso
dc GOS de todos os sacarideos (a concentracdo inicial de substrato
sendo de 100 g.1™") ¢ a produtividade volumétrica de 4,4 g.I'".h™".
Um outro cxecmplo de uso de B-galactosidase imobilizada na
produc¢do dc oligossacaridcos também foi dcscrita na obra de
Albayrak & Yang (2002). Llcs atingiram a producdo maxima dc
26% cm pcso dc todos os sacaridcos (com uma concentragdo dc
substrato de 400 g.1"") e a produtividade volumétrica de 106 g.I'" b
' usando uma enzima de A. oryzae imobilizada em fibra de
algodao. lFoda & lLopez-l.civa (2000) testaram um rcator dc fluxo
dc membrana com [3-galactosidase imobilizada para a preparagdo
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de GOS. Eles alcangaram a produgdo mais alta (31% em pcso)
usando soro de lcitc tratado por ultrafiltracio com uma
concentragdo inicial de lactosc de 20%cem peso. O soro de leite ¢
uma fonte rica de lactose; seu uso na produgdo de GOS parcce ser
muito atracntc.

I:xistc uma unidadc de modclagem conhecida que ¢ usada na
producdo dc imobilizados, que sdo produtos— biocatalisadores a
basc dc alcool polivinilico carreador - geralmente produzidos no
formato dc lentes ou corrcias pequenas. A mistura de élcool
polivinilico gel e biomassa ¢ aplicada a uma correia transportadora
continua usando um mecanismo de modelagem por gotejamento
cm dosagens precisas ¢ previamente dcfinidas, onde cla ¢
transformada cm uma massa adesiva por sccagem e gelificagdo
fisica durantc o processo de producdo. Atualmente, a unidade de
modclagem para a produc¢do dc imobilizados a basc de um alcool
polivinilico carrcador consiste em um mccanismo de modelagem
disposto na frente do canal de secagem, no interior do qual passa
uma corrcia transportadora continua (feita de polictileno, por
cxemplo). O mecanismo de modelagem, conhecido como cabegote
dc modclagem, ¢ equipado com uma série de injctores de agulha
dc modclagem com um diametro variando de 0,1 mm a 2,00 mm,
quc pulsa com a ajuda de eletroimds com frequéncias diferentes ¢
comprimentos de pulso diferentes ¢ transferem ou despejam a
mistura de alcool polivinilico gel ¢ biomassa na corrcia
transportadora continua. A unidade de modelagem contém ainda
uma sc¢do dc reentumcescimento colocada na parte supcerior do
canal dc sccagem, quc ¢ formado por um sistema dc jatos de
aspcrsdao de baixa pressdo, que molha (reentumesce) o produto
scco. Além disso, a unidade de modelagem ¢ cquipada com uma
parte colctora, compreendendo um limpador de pressdo feito de
placa dc ago inoxidavel enxaguada por jatos de aspersdo
colocados cima do limpador dc pressdo de acgo inoxidavel e
montados na armaclo transportadora da unidade de modelagem,
acima do cilindro de acionamento da correia. Ar ambicnic ou
desumidificado ¢ usado como a fonte do meio de secagem usando
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dcsumidificacdo atmosférica continua ou congclamento continuo,
quc ¢ aquccido por clementos de aquccimento antes de entrar no
canal dc sccagem, ¢ que asscgura a gelificagdo sccando o0s
imobilizados produzidos a basc dec um alcool polivinilico
carrcador. As unidades de modelagem dispostas desta mancira sdo
incapazces de produgdo ccondmica a longo prazo, em particular
devido a dificuldade de remover os imobilizados a basc do alcool
polivinilico carrcador da corrcia transportadora. Um limpador dc
aco noxidavel mecanico ¢ usado para limpeza, ¢ subscquente
colcta. O limpador ¢ firmementc pressionado contra a supcrficie
da corrcia transportadora, i.e., com base na clasticidade, ¢
subscgiicntemente, a massa ¢ removida pelo limpador e cat dentro
dc um rcscrvatorio de coleta. lista remog¢do mecanica do produto
da corrcia csta longe de ser perfeita, considerando-se
particularmente a formaclo de grandes grumos, aglomcrados de
alcool polivinilico carreador, ¢ a consequente produgdo dc um
produto com baixa atividade ou atividade zero. Uma outra
dcsvantagem ¢ também o consideravel desgastc mccanico da
corrcia transportadora continua da unidadc de modclagem. loi
ainda obscrvado quc o uso dc solugdes salinas na parte de
rccntumescimento da unidade de modelagem faz com quc os sais
figuem adcridos a superficie da correia continua ¢
conscquentcmentce causa alteragdes na tensdo superficial da
corrcia transportadora da unidadc dc modclagem, ¢ por
conscguintc a alteragdo do formato do produto. Ista altcragdo
significa  quc durantc a remog¢do ¢ desprendimento dos
imobilizados da corrcia transportadora sdo inevitaveis danos ¢ a
formacdo de grandes grumos ou aglomerados na maioria dos
casos.

Sumaério da Inveng¢do

As falhas acima mcncionadas sdo climinadas pelo método para a
producdo industrial de biocatalisadorcs, com  matcrial
biologicamcente ativo na forma de enzimas ou microorganismos
imobilizados que sdo imobilizados em um alcool polivinilico gel,
¢ pclo scu uso baseado no fato de que para sua producao industrial
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¢ usado um matcrial biologicamente ativo, que consiste na mistura
contendo nativo livre, ou catalisador enzimatica pré-tratado
(agrcgado), ou microorganismo produtor, ou suas partes ¢ um
alcool polivinilico gel, depois do que a mistura ¢ modclada ¢
gclificada cm uma corrente de ar dc sccagem, a uma temperatura
dc 80°C a 15°C considecrando a cxtensdo dc¢  matcrial
biologicamente ativo ¢ mantendo a proporcdo gcométrica da
superficic para o volume maior que 7mm™, ¢ ecm scguida o0s
biocatalisadores assim produzidos podem ser cultivados e
subscqlicntcmente usados cm  processos biotecnoldgicos, nas
condi¢ocs, que mantém maior produtividade, maior cstabilidadc
produtiva ¢ enzimatica, uso prolongado ¢ repetitivo ou controlc
definivel do processo com subsequente separacdo facil do
biocatalisador, para o processo biotecnologico dado.

As principais vantagens das tecnologias com células imobilizadas
sdo: a consideravel reducdo do custo operacional do processo
dado, associada a possibilidade de¢ usar o biocatalisador
rcpctidamente ¢ fazer do processo um  processo  continuo,
manutcngdo da alta concentragdo de biomassa fixa no sistcma, ¢ 0s
custos mais baixos de scparagdo da biomassa ¢ isolamento do
produto. Sc¢ o processo for continuo, ndo ocorrcra remog¢ao da
biomassa dc uma matriz dc carreador, as fases de crescimento ndo-
produtivas scrdo reduzidas, e serdo obtidos aumento do
rendimento ¢ taxas reacionais mais altas. Também ¢ vantajoso o
fato dc que o método de controle de processos biotecnologicos de
acordo com csta inven¢do resulta na reducdo dos volumes dc
rcacdo ¢ dos intervalos de reacdo nccessarios, o que significa uma
rcducdo nos custos operacionais € nos investimentos.

I© descjavel para intensificagdo dos atuais processos de remogio
dc compostos dc nitrogénio dc 4gua potavel, agua industrial ¢
aguas scrvidas na forma de nitrogénio gasoso, por mcio de células
imobilizadas, usar um formato de lente do carrcador, ou mais
prccisamente o carreador no formato de cilindro, cuja altura ¢
quatro vczes a vinte vezes menor que o raio inferior, ou no
formato de uma correia pequena, ou mais precisamente um bloco,
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uma das dimcnsdcs do qual ¢ quatro vezes a vinte vezes menor
quc as outras duas dimensdes, de modo quc a propor¢ao
(gcométrica) da superficic para o volume (S/V) do carrcador ¢
maior quc 7 mm’.

I3 atil para a preparagio do biocatalisador, destinado a remogio de
poluicdo dc nitrogénio dc agua potavel, dgua industrial ¢ 4guas
scrvidas, cncapsular bactérias nitrificantes e desnitrificantes cm
um alcool polivinilico gel, ¢ em seguida gelificar ¢ modelar a
mistura dc um alcool polivinilico carrcador ¢ células bacterianas
por sccagem no formato de uma Iente ou na forma dc uma corrcia
pcquena a temperatura de 80°C a 15°C, de modo quc a propor¢ao
da supcrficic para a superficie dos biocatalisadores ¢ no minimo
7,0 mm™', ¢ em scguida endurccer os imobilizados cm uma solugdo
dc sulfato dc sodio adequada. Os imobilizados sdo cntdo
cultivados ¢cm um mcio nutricntc aquoso contendo de 10 mg/l a
1000 mg/l de N-NI1, ¢ dec 10 mg/l a 1500 mg/l N-NO; de substrato
nitrogenoso a uma temperatura de 20°C a 35°C ¢ um valor dc pll
dec 6,02 9,5.

O biocatalisador contendo bactérias nitrificantes ¢ preparado
scparadamente do biocatalisador contendo bactérias
desnitrificantes. Dcpois do cultivo a biomassa contendo os dois
biocatalisadorcs pode scr usada diretamente nos dispositivos
industriais criados para nitrificacdo ¢ desnitrificagao.

Uma cultura mista pura de bactérias nitrificantcs (Nitrosomonas
curopeae ¢ Nitrobacter winogradskiy), ¢ usada para a prcparagdo
dc imobilizados com a ajuda de encapsulagdo em uma matriz de
PVA. As bactérias litotroficas usadas (organismos dc crescimento
lento) tiram a cncrgia para sua cxisténecia do nitrogénio da
oxidacao dc amodnia (N-NII3), no caso das bactérias Nitrosomonas
curopeae ¢ da oxidacdo de nitritos (N-NO,) no caso dc
Nitrobacter winogradskiy.

Bactérias desnitrificantes (Paraccocus denitrificans), que usam
nitrogénio dc nitratos (N-NO;) como um receptor de elétrons ao
invés de oxigénio sdo usadas para a preparacdo de imobilizados
com a ajuda dc cncapsulagdo cm uma matriz. de PVA. As baciérias



10

20

[RS)
N

30

35

22

desnitrificantes sdo bactérias organotroficas, que precisam de
carbono organico para scu crescimento. As solugdes de cultura
usadas ¢ aguas servidas industriais rcais ndo contém quaisqucr
agentes organicos ¢ portanto ¢ necessario adicionar carbono
organico - alcoois, sacarideos e assim por diante, de preferéncia
mctanol, porquc ¢ barato mas produz relativamentc pouca
biomassa.

Também ¢ util o fato de que o formato de Iente dos imobilizados
mantém o uso Otimo do volumc total do gel carrcador (carga
cclular) para o crescimento do microorganismo, ¢ por conscguinte
0 uso otimo das propricdades cnzimaticas produtivas dc
microorganismos ¢ cnzimas, que pode scr visto na produtividade
cspecifica  aumentada do  processo  biotecnoldgico  usando
imobilizados cm alcool polivinilico (PVA). Os biocatalisadores
precparados desta mancira podem ser usados repetidamente no
modo de¢ operacdo de fermentagdo intermitente, secmi-continuo ¢
continuo.

I atil para a preparagdo do biocatalisador, destinado a producdo
dc ctanol a partir dc substratos dc¢ sacaridco, encapsular a bactéria
anacrobica Zymomonas mobilis em um alcool polivinilico gel, ¢
cm scguida gelificar ¢ modclar a mistura de alcool polivinilico
carrcador ¢ cclulas da bactéria Zymomonas por secagem a uma
tempcratura de 80°C a 15°C, e¢ em seguida cultivar os
imobilizados em um mcio de cultura aquoso contendo de 2 % a 25
% cm pcso do substrato de sacarideo a uma temperatura de 20°C a
40°C, ¢ pl [ de 3,5a7,0, na presenca de etanol, na faixade 1 % a
[5 % cm peso. Também ¢ Gtil neste processo o (ato dec que as
c¢lulas imobilizadas sdo separadas da parte liquida ¢ usadas
repctidamente para a producdo de etanol, depois de tcrminada a
producdo. Os biocatalisadores assim preparados podem scr usados
recpctidamente no modo de operagdo de fermentagdo intermitente,
semi-continuo ¢ continuo.

[> atil para a preparagdo do biocatalisador, destinado a produgio
de acido lactico a partir de substratos de¢ sacaridco, cncapsular a
bactéria termofilica Bacillus coagulans cm um alcool polivinilico
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gel, ¢ em scguida gelificar e modelar a mistura de élcool
polivinilico carrcador ¢ células da bactéria Bacillus coagulans por
mcio dc sccagem a uma tcmperatura de 80°C a 15°C, a uma
propor¢do da supcrficic para o volume dos imobilizados maior quc
7,0 mm”’, ¢ cm scguida cultivar as células imobilizadas em um
mcio de cultura aquoso contendo dc 2 % a 14 % em peso de
substrato dc sacaridco, a uma temperatura de 30°C a 60°C, ¢ um
valor dc pll dc 5,0 a 7,5, na presenga de acido lactico ou scus sais
na faixa dc 1% a 12%em peso. Também ¢ util o fato dc quc as
clulas imobilizadas sdo separadas da parte liquida e usadas
rcpctidamente para a produgdo de acido lactico, depois de
terminada a produgdo. Os biocatalisadores assim preparados
podem scr usados repetidamentc em um modo dc fermentagao
intermitente, semi-continuo ¢ continuo.

I atil usar a cepa Bacillus coagulans CCM 4318 para aumentar a
produtividade da produg¢do de 4cido lactico. Issa ccpa bacteriana ¢
caractcrizada na alta produtividade de producdo de acido lactico, ¢
considcrando-sc a extensdo do biocatalisador cmbora conscrvando
a propor¢do dc scu volume para sua superficie de no minimo 7,0
mm™', sua produtividade de producdo dc acido lactico ¢ ainda
maior.

I util para a preparacido do biocatalisador, destinado & preparagdo
de sacaridco invertido a partir de solugdes de sacarideo,
cncapsular a cnzima invertase em um alcool polivinilico gel, ¢ cm
scguida gelificar ¢ modelar a mistura de alcool polivinilico
carrcador ¢ cnzima por sccagem a uma temperatura de 80°C a
15°C ¢ a uma propor¢do da superficie para o volumc dos
imobilizados de¢ no minimo 7,0 mm™, ¢ usar a cnzima assim
preparada para hidrélise das solugdcs de sacarideo, que contém de
2% a 50% cm pcso de substrato de sacarideo, a uma tempcratura
dc 20°C a 50°C ¢ um valor de pH de 3,5 a 7,0.

I° atil scparar a invertasc imobilizada da parte liquido, depois de
tcrminada a hidrolise, e usar a mesma repetidamente na producao
de sacarose invertida, a hidrolise de sacarose por meio de
invertase imobilizada € realizada em um modo intermitente, semi-
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O presente método para a imobilizagdo de invertasc no alcool
polivinilico gecl (PVA) bascia-sc na secagem de gel em uma
corrente dc ar sccagem, a uma tcmpceratura de 80°C a 15°C,
cmbora possa ocorrer a intcracdo cntre o gel e os grupos
funcionais da invertasc. O formato dc lente dos imobilizados, no
caso a propor¢do da superficie para o volume do imobilizado ¢ de
no minimo 7,0 mm™, assegura o uso 6timo do volume total de gcl
¢ a obten¢do das altas atividades especificas da invertasc. A
cnzima assim imobilizada ndo ¢ rcmovida da matriz ¢ podc ser
usada no modo dc opcragdo intecrmitente, scmi-continuo ¢
continuo.

I util para a preparacido do biocatalisador, destinado a preparagio
de D-glicosc a partir de sacarideos supcriorcs, encapsular a cnzima
glicoamilasc em um alcool polivinilico gel ¢ ¢ em seguida gelificar
¢ modclar a mistura de alcool polivinilico carrcador ¢ enzima por
sccagem a uma temperatura de 80°C a 15°C, e a uma propor¢do da
superficic para o volume dos imobilizados de no minimo 7,0 mm’
', a cnzima assim produzida ¢ usada para hidrolisc de sacaridcos
supcriores, que sdo preparados por hidrolise parcial de um amido
contendo 2% a 40% em peso do substrato de sacaridco a uma
tcmperatura de 20°C a 45°C ¢ um valor de pH de 3,5a 7.

Para impcdir a remocdo da glicoamilise, ¢ atil cfctuar a
imobilizacdo da cnzima em um alcool polivinilico gel (PVA)
durantc o proccsso de sccagem na corrente de oar, a uma
tempcratura de 80°C a 15°C, quando podcm ocorrer as interagdes
cntre 0os grupos funcionais do gel ¢ a glicoamilase. A cnzima
imobilizada por cste método ndo € removida da matriz ¢ pode ser
usada no modo intermitente, semi-continuo ¢ continuo. O
substrato dc sacaridco assim preparado, que contém glicose, podc
scr usado na industria fermentativa ¢ alimenticia.

Tambcém ¢ atil o fato de que a glicoamilasc imobilizada ¢ scparada
da partc liquida, dcpois de terminada a hidrdlisc, ¢ ¢ usada
repetidamente na produgdo de glicose.

Tambcém ¢ atil o fato de que a hidrdlise por meio de glicoamilasc
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imobilizada ¢ rcalizada cm um modo dc operagdo intermitente,
scmi-intermitente (“fed-batch”) e continuo.

Também ¢ util o fato de que glicoamilase imobilizada ¢ usada para
a sacarifica¢do do substrato dc amido no processo fermentativo de
producao dc ctanol.

Tambcém ¢ Gtil o fato de quc glicoamilasc imobilizada ¢ usada para
a sacarificagdo do substrato dc amido no processo fcrmentativo de
producdo de acido lactico.

I atil para a preparacdo do biocatalisador, destinado a hidrdlise de
solugcdcs de lactose, preparacdo de D-galactose, D-glicose ¢
galactooligossacaridcos a partir das solugdes de lactose, encerrar a
cnzima B-galactosidase em alcool polivinilico gel, ¢ em scguida
gelificar ¢ modelar a mistura de alcool polivinilico carreador ¢
cnzima por secagem a uma temperatura de 80°C a 15°C, ¢ a uma
propor¢do da superficic para o volume dos imobilizados dc no
minimo 7,0 mm™', de modo quc a enzima produrzida ¢ usada para a
hidrolise das solugdes de lactose, que contém de 2 % a 50 %cm
pcso de substrato de sacarideo, a uma temperatura de 20°C a 60°C
¢ um valor dc pll de 3,0 a 7,0.

I> Gtil o fato de que a PB-galactosidasc imobilizada, depois de
tcrminada a hidrélise, ¢ scparada da parte liquida ¢ ¢ usada
repctidamente para a produg¢do dc D-galactose, D-glicose ¢
galactooligossacaridco, a hidrdlise da lactose por mcio dc -
galactosidase imobilizada ¢ realizada em um modo de opcracao
intermitcnte, semi-intermitente ¢ continuo.

Um dispositivo para a preparagdo dos biocatalisadores
imobilizados ¢ o dispositivo dc¢ produgdo industrial, que
proporciona uma otimizagdo do volumc ¢ da supcrficic de um
carrcador bioldgico, dependendo da  cextensdo  de  matcrial
biologicamentc ativo, comprcendendo  um  mecanismo  de
modclagem por gotcjamento montado na frentc dc um canal de
sccagem, através do qual passa uma correia transportadora
continua, ondc o dispositivo € equipado com pelo menos um
cabegote de modelagem com duas sérics de injctores de agulha de
modclagem concctados a um tanque de pressdo temperado ¢ um
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compressor, a corrcia transportadora ¢ um sistema de sccagem - a
fonte de ar de sccagem, que ¢ soprado por meio dec um ventilador
para dentro dc um sistema de distribui¢cdo dc ar com clementos dc
aquccimento incorporados, quc passa por dentro do canal dc
sccagem supcrior, ¢ depois o canal de sccagem final inferior ¢ um
tanquc dc rcentumescimento, cntre os quais c¢std montado um
dispositivo de limpeza ¢ coleta, projetado com base em limpcza
mcceanica ¢ cnxague dc alta pressdo, que ¢ conectado a uma
tubulagdo com uma bomba de alta pressdo integrada ¢ uma bomba
de baixa pressdo que atingem um rescrvatorio de coleta com
resfriamento ¢ depois uma caixa de enxaguc para a limpeza final
da corrcia transportadora continua por jatos conectados a bomba
dc baixa pressdo, que ¢ concctada a um tanque dc enxaguc por
tubulacao.

O dispositivo dc acordo com csta invengdo forma uma montagem
complctamente nova de um dispositivo de modclagem industrial
quc consistc em um ou dois cabcgotes de modclagem, cquipado
com duas sérics dc injctores de agulha de modelagem, cujo
diamctro ¢ dc 0,1 a 2,00 mm, quc pulsam por mcio de cletroimas
com freqiiCneia ¢ comprimento de pulso diferentes, uma corrcia
transportadora com acionamento controlado, um canal de secagem
com sccagem contrafluxo, o tanque de reentumescimento, um
sistcma indcpendente de enxdgilie e coleta de baixa pressdo, ¢ um
canal dc sccagem inferior com sccagem contrafluxo na parte
inferior do dispositivo de modelagem. Também ¢ atil que o
sistcma independente de enxagiic de alta pressdo por meio de uma
solugdo salina aquosa no reservatorio de coleta, compreendendo a
bomba dc alta pressdo para a distribuicdo de dgua de pressdo para
0s jatos dc alta pressdo, faga parte do dispositivo. Maior cficiéncia
da limpecza mccanica da massa da correia transportadora ¢ obtida
dcsta mancira.

Também ¢ importantec o fato de que o dispositivo do presente
ajuste, ¢ a saber com este tipo de dispositivo de coleta e cnxagiie,
¢ capaz de asscgurar a producdo industrial cconOmica ¢
inintcrrupta a basc do alcool polivinilico carreador.
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I: atil para o funcionamento correto do dispositivo de coleta ¢
limpceza, que faz parte do dispositivo de modclagem, sc cle for
formado por uma armacdo latcral, na qual um limpador dc
polimcro mccanico proporcionado o cnxagilic a um angulo de 45°
a 80° ¢ colocado sobrc um mecanismo de pressdo noxidavel, com
um mccanismo de pressdao de mola ¢ o enxagiic por mcio do
sistcma dc jatos dc alta pressdo, fixado no sistema de distribuicio
dc tubo inoxidavcl dc suporte, que é fixado na armacao, para a
limpceza dos lados interno ¢ cxterno da correia transportadora, ha
os limpadores inferiores ¢ supcriorecs com cscovas de polimero
fixadas atras do limpador de polimero mecanico com 0 mecanismo
dec mola, ¢ para limpeza final da correia transportadora do produto
no local ecm quc cla sai da armacgdo, cle ¢ ainda dotado dc
limpadores infcriores ¢ supcriores. Também ¢ vantajoso o fato de
quc 0 mecanismo projetado do dispositivo dc coleta ¢ limpeza
também limpa o outro lado da correia transportadora continua,
mecsmo no caso de sua superficie interna ser irregular, corrugada
ou aspera.

O dispositivo de acordo com csta inven¢do também pode scr
usado para limpar outros matcriais aderentcs da corrcia
transportadora cm produgdcs dc outros matcriais aderentes.

Breve Descricdo dos Desenhos

A invengdo scra mclhor ilustrada pclos desenhos, onde a fig. 1
ilustra o csquecma da maquina de modelagem, a fig. 2 ilustra o
csquema do tanque dc reentumescimento, a fig. 3 ilustra a se¢do
parcial do dispositivo dc colcta ¢ a fig. 4 ilustra o csquema da
caixa dc cnxagiic.

Descri¢do da Tecnologia Relacionada

O mcétodo para a produgdo dos carreadores acima mencionados ¢
scu uso no processo de remocdo de nitrogénio de dguas servidas
por mcio das células nitrificantes ¢ desnitrificantes imobilizadas
cm um alcool polivinilico gel, scrdo descritos nos cxemplos a
scguir.

Excmplo 1

Imobilizados - biocatalisador para a nitrificagdo foi preparado pela
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cncapsulagdo da cultura mista pura dc bactérias nitrificantes
(Nitrosomonas europeae and Nitrobacter winogradskiy) em PVA
hidrogcl.

Imobilizados - biocatalisador para a desnitrificagdo foi preparado
pcla cncapsulagdo dc  bactérias desnitrificantes  (Paraccocus
denitrificans).

A imobiliza¢do foi realizada da seguintc manecira: A solu¢do dc
PVA, quc continha 100 g de PVA (alcool polivinilico), 60 g dc
PLG (polictilenoglicol), 790 g dc agua destilada, foi preparada.
50 ml da suspensdo homogénea de biomassa foram adicionados na
solug¢do assim preparada de modo que a concentracdo de células
resultante (osse de 0,60 g de células por 1 dm’ de gel. A mistura
de cClulas assim preparada na solugdo de PVA foi despcjada sobre
uma placa rigida ¢ em scguida rcticulada ¢ modclada em uma
correntc dc ar seco a temperatura de 80°C a 15°C. Os
imobilizados, cuja propor¢do da superficic para o volume cra no
minimo 7 mm™', foram entdo transfcridos para a soluc¢do de sulfato
de sodio (0,01 mol/l) ¢ clorcto dec amodnio (0,1 mol/l) por 60
minutos. Os 1mobilizados foram cultivados ou armazenados cm
um mcio dc armazcnamento a temperatura de 4°C, depois dc
filtrac@o.

No caso dc¢ microorganismos nitrificantes, o cultivo intermitente
foi rcalizado em um meio de cultura aquoso com um tcor
gradualmente crescente do substrato de nitrogénio de 50 mg/l a
500 mg/l de N-NHy, durante o que o cultivo das bactérias ocorrcu
a um pll 7,0 ¢ a concentragdo de oxigénio dissolvido foi maior
quc 1,5 mg/l.

No caso dc microorganismos desnitrificantes, o cultivo
intermitente foi realizado em um meio de cultura aquoso, com um
tcor dc substrato dc nitrogénio de 200 mg/l de N-NOs ¢ outros
nutricntes, a temperatura de 20°C a 35°C ¢ pll 7,8 na presenca dc
mctanol como substrato de C. O tcor dec biomassa nos dois
biocatalisadores cra de cerca de 60 mg a 80 mg de matcéria scca de
biomassa por 1000 ml de PVA, depois dos cultivos.

I:ntdo os imobilizados preparados passaram por fermentagdes
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intcrmitentes repetitivas. A nitrificagdo (remogdo de nitrogénio da
amonia) no rcator com o volume cfctivo de 17 1, com o contcudo
de 15 | dc aguas scrvidas sintéticas (WW), contendo cerca dc
800 mg/l de N-NI1; ¢ 2000 g de preferéncia biocatalisador com
bactérias nitrificantes cncapsuladas terminou depois dc 4 horas, o
quc da uma taxa dc nitrificagdo dc cerca de 1500 mg de N-NIi, /h
x kg do biocatalisador, respectivos cerca de 4,8 kg de N-N11, /m’
de WW x dia ¢ 36 kg de N-NH,/m’ do biocatalisador x dia.

A desnitrificacdo (remogdo de nitrogénio de nitratos) no reator
com o volume cfctivo de 15,8 1, com o contetdo dc 15 1 dc aguas
scrvidas sintéticas com a concentracdo de 800 mg/l de N-NO; ¢
800 g do biocatalisador com bactérias nitrificantcs cncapsuladas,
terminou dcpois de 3 horas na presenga de metanol como substrato
dc C, 0 que da uma taxa de desnitrificacdo dc cerca de 2000 mg de
N-NOs/hr x kg do biocatalisador, respectivos cerca de 6 kg de N-
NOy/m’ de WW x dia ¢ 45 kg de N-NOsy/m’ do biocatalisador x
dia.

Exemplo 2

Os 1mobilizados prcparados e cultivados, da maneira descrita
acima no lixemplo 1, foram usados para a remog¢ao de poluicdo dc
nitrogénio dc aguas servidas reais com alta concentracdo dc
poluicdo dc nitrogcnio de 200 mg/l a 1000 mg/l dc N-NIi; ¢ um
indice de dicromato zcro de fato, no ajuste continuo de nitrificacao
¢ desnitrificacao.

A unidadc dc modcelo continuo foi usada para testar a nitrificacao
¢ desnitrificacdo simultaneas, ondc o volume efetivo do rcator de
nitrificacdo com agitacdo era de 17 | ¢ o volume cfetivo no rcator
dc desnitrificacdo com agitagdo cra de 3,8 1. A taxa de [luxo das
aguas scrvidas industriais rcais foi dc 35 I/dia com um teor de
cerca de 1600 mg/l de N-Nl,.

2000 g do biocatalisador com bactérias nitrificantes encapsuladas
foram adicionados ao reator de nitrificacdio. 800 g do
biocatalisador com bactérias desnitrificantes encapsuladas foram
adicionados ao reator de desnitrificacdo.

A taxa dc nitrificac@o média de cerca de 1000 mg de N-NI, /hr x
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kg do biocatalisador a uma cficiéncia de nitrificacdo dc 95%, ¢ a
taxa dc desnitrificagdo mdédia na presenga de metanol como o
substrato de C dc cerca de 1600 mg dc N-NO; /hr x kg do
biocatalisador, foi atingida durante a cxperiéncia de varias
scmanas. A taxa dc remoc¢ao de poluicdo de nitrogénio foi dc cerca
de 1,5 kg/m’ de WW x dia.

Excmplo 3

Os 1mobilizados, preparados ¢ cultivados da mancira descrita
acima no lL:xcmplo 1, foram usados na rcmog¢do dc poluicdo de
nitrogénio de dguas scrvidas rcais com o alto tcor de polui¢do de
nitrogénio dec 200 mg/l a 1000 mg/l de N-NI1,; ¢ alto indicc dc
dicromato (> 1000 mg/l) no ajustc continuo dc¢ nitrificacdo ¢
desnitrificacao.

Os 1mobilizados assim preparados sofreram fcrmentagdes
intermitentes. A nitrificagdo (remogdo de nitrogénio da amonia) no
rcator com o volume cfetivo de 17 1, com o teor dc 15 | de aguas
scrvidas sintéticas (WW) com o teor de cerca dc 800 mg/l dc
N-NIl; ¢ 2000 g do biocatalisador com bactérias nitrificantcs
cncapsuladas, terminou depois de 12 horas, o que da uma taxa dc
nitrificacdo dc cerca de 500mg de N-NIly/hr x kg do
biocatalisador, respectivos cerca de 1,6 kg de N-NIH,/m® de WW
x dia ¢ 12 kg de N-N11,/m’ do biocatalisador x dia.

A desnitrificacdo (remog¢do de nitrogénio nitroso) no rcator com o
volumc cfetivo de 15,81, com tcor de 151 de dguas scrvidas
sintéticas com a concentragdo de 800 mg/l de N-NO; ¢ 800 g do
biocatalisador com bactérias nitrificantes encapsuladas, terminou
dcpois de 6 horas na presenca de metanol como substrato de C, o
quc da uma taxa de desnitrificagdo de ccrca de 1000 mg de
N-NOs/hod x kg do biocatalisador, respectivos cerca de 3 kg de
N-NOs/m’ de WW x dia ¢ 22,5 kg de N-NOs/m’ do biocatalisador
x dia. ,

O mdétodo para a produgdo ¢ uso dos carrcadores acima
mencionados na produgdo de acido lactico a partir de substratos de
sacaridco por mcio de células imobilizadas de Bacillus coagulans
cm um alcool polivinilico gel serd ilustrado nos exemplos a seguir.
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Exemplo 4

A suspcensdo de esporos de Bacillus coagulans CCM 4318 foi
preparada  por inoculagio com 0,2cm’ da cultura dc
armazcnamento sobre a superficic dc MRS agar com CaCO;
cstéril (3 h, 160°C) em pratos de P. (@ 9 cm). A incubacgdo ocorrcu
por 72 h a tempcratura de 50°C no tcrmostato de laboratorio. Em
scguida a cultura csporulada foi revestida com S ecm’ de dgua
destilada cstéril ¢ transferida para um baldo dec lirlenmayer. I:m
scguida a suspcnsdo obtida foi incubada por 25 minutos a
tcmpcratura dc 70°C e em seguida usada na imobilizacdo no
alcool polivinilico (PVA) gel.

‘o1 preparada a solugdo de PVA, que continha 100 g dec PVA
(alcool polivinilico), 60 g de PEEG (polictileno glicol) ¢ 790 ¢ dc
agua destilada. 50 ml da suspensio de biomassa homogénca foram
adictonados a solugdo assim preparada dc modo quc a
concentracdo final de células fosse de 0,67 g de células (matéria
scca) por | dm’ de gel. A mistura de células assim preparada na
solu¢do de PVA foi despejada sobre uma placa rigida ¢ cm
scguida for reticulada ¢ modelada em uma corrente de ar scco a
um gradiente de temperatura: de 80°C a 15°C. Os imobilizados,
cuja propor¢do da superficic para o volume era no minimo 7 mm™,
foram cntdo transfcridos para a solu¢do de sulfato dc sodio (0,1
mol/l) por 60 minutos. Os imobilizados foram usados nas
fermentagdces intermitentes ou armazenados em agua doce estéril a
temperatura de 4°C, depois de filtragio.

A propagagdo da biomassa foi realizada nas fcermentagdces
intermitentes repetitivas em um fermentador de laboratdrio de 51
com 2,6 1 dc mcio de produgdo. O meio de produgdo continha 60 g
de sacarosc, 10 g de extrato dc levedo, 1 g de (N1,),11PO,, 0,2 ¢
de MgSO, x 711,0, 0,05 g de MnSO,4 x 411,0, 0,01 g de eSO, x
71,0 em 11 de agua destilada. O meio de producdo foi fervido
por um curto periodo de tempo, resfriado para a temperatura de
60°C ¢ cm scguida 400 g dos imobilizados mothados foram
adicionados. A temperatura foi gradativamente baixada para 45°C
durantc | hora, o pll baixou ecspontancamentc de 6,9 para 5,0 ¢ em
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scguida foi mantido em 5,8 durante a fcrmentacdo scguinte por
adi¢do da solucdo aquosa amoniacal a 26%. A fcrmentacdo foi
rcalizada dc modo intermitentc ¢ continuamcnte agitada
(200 rpm). Os imobilizados foram scparados do mcio de
fcrmentagdo depois do consumo do substrato de sacarideo e foram
usados ¢cm uma nova fermentacdo. A série dc 9 fermentagdes
intcrmitentes  fol realizada de maneira similar nas scguintcs
condi¢dcs: a scgunda até a quinta conversdo ocorrcram  a
tcmpcratura de 50°C e pll 6,0 ¢ a scxta até a décima ocorrcram a
tempcratura de 52°C e um valor dc pH dc 6,3. A duracdo total da
fcrmentacdo foi reduzida durante as respectivas fermentacdo de 48
horas (a primcira conversdo) para 12 horas (a décima conversao)
com um rendimento dc acido lactico de 91 a 93%. A concentragdo
dc biomassa no PVA gel aumentou para 0,00658¢1u1as/Eimobilizado
depois da décima conversao.

Exemplo 5

A composicdo de meio, a preparagdo de imobilizado ¢ a
fcrmentagdo intermitentc foram andlogos aquelas mencionadas
acima no lixemplo 4, com a difercnga de que glicose foi usada no
lugar dc sacarosc no mcio de produgdo (60 g/l). Havia 55,2 ¢ /l de
acido lactico ¢ 1,2 g /1 de glicose na décima conversdo depois de
14 horas dc fermentacgao.

Exemplo 6

350 g dos imobilizados molhados preparados da mancira descrita
acima no l:xemplo 4 foram transferidos para um fermentador de 6
| ¢ foram adicionados 2 dm’ do mcio de produgdo, que continha:
60 g dc sacarosc, 5,0 g dc extrato de levedo, 0,8 g de (NI,),11POy,
0,2 ¢ dc MgS0O,4 x 7H,0, 0,05 g de MnSO, x 411,0, 0,01 g dc
IFeSO4 x 71,0 em 11 de agua destilada. A fermentagdo foi
rcalizada de forma intermitente, permanentemcnie agitada
(200 rev. /min) a temperatura de 52°C, o pH foi mantido no valor
dc 6,3 por adicdo da solugdo amoniacal (26%). 2 | do mcio dc
produ¢do da mcsma composicdo com um tcor de 140 ¢ /I de
sacarosc foram entdo adicionados depois que a concentragdo dc
sacarosc diminuiu para 20g x dm™ a taxa a qual a concentragio no
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[crmentador podia ser mantida na faixa de 15 g/l a 30 g/l. O teor
de 4acido lactico no meio era de 93,5g x dm™ depois 15 horas, a
sacarosc residual era de 2,6 g /1.

Exemplo 7

A composi¢do dc mcio ¢ a prcparagdo dos imobilizados foram
idénticas aquclas mencionadas acima no Lxemplo 5. 350 g dos
imobilizados foram transferidos para um fermentador dc 6 | depois
da 10® conversdo (“10. Conversion”) e foram adicionados 2,5 dm’
do mcio dc¢ producdo, quc continha 60 g de glicose, 5,0 g dc
cxtrato de levedo, 0,8 g de (NHy),11PO,, 0,2 g de MgSO, x 7H,0,
0,05 ¢ de MnSOy x 41,0, 0,01 g dc FeSO4 x 7H,0 em 1 1 de dgua
destilada. A fermentagdo foi permanentemente agitada (200 rpm) a
temperatura de 52°C, o pH foi mantido no valor de 6,3. O mcio de
producdo foi gradativamente adicionado depois de a concentragdo
de glicose diminuir para 20 g x dm” ¢ o meio fermentado da
mesma composi¢cdo foi retirado para manter a concentragdo dc
sacarosc rcsidual no reator na faixa de 15 g/l a 30 g/l, para manter
a concentracio de glicose residual na faixa de 10 g/dm’ a 15 g/dm’
¢ a concentragdo cfctiva de acido lactico na faixa de 40 g.dm™ a
48 ¢.dm™. A fermentacdo foi realizada de forma continua por 40
dias, a produtividade volumétrica média do dispositivo variou dc
13,5a 17,0 (Zacido tactico X dm™ x h") NoO processo.

O mdétodo para a producdo ¢ uso dos carreadores acima
mcncionados no processo de producdo de etanol a partir dc
substratos dc sacaridco por meio de células imobilizadas de
Zymomonas mobilis em éalcool polivinilico gel serd ilustrado pelos
cxemplos a seguir.

Exemplo 8

Foram preparados 100 ml do meio de cultura em um baldo dc
cultura d¢ 250 ml (esterilizado por 20 minutos a tcmperatura dc
121°C). O mcio de cultura continha 5 g de extrato de Ievedo, 1 g
de (NH,4),SO,, 0,5 g de MgSO, x 71,0, 1 g de KI1,PO,, 100 g dc
glicose (pIl de 5 a 5,5) em 11 de 4gua destilada. EEm seguida o
mcio preparado foi inoculado com a cultura de Zymomonas
mobilis CCM 2770, que cresceu no meio de cultura solido ¢ {oi
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cultivado estaticamentc por 24 a 48 horas a tempcratura de 30°C.
A biomassa assim preparada foi usada como inoculo (10% v.) em
100 ml do mcio de cultura com a composicdo descrita acima ¢m
baldocs de cultura de 250 ml. O microorganismo foi novamente
transferido para o mcio de cultura (5% v.) depois dc 12 horas dc
cultivo cstatico a temperatura de 30°C. O cultivo foi rcalizado a
tcmpcratura dc 30°C até¢ o valor de matéria seca da biomassa
atingir 1,2 ¢ x dm™, & agitar ligeiramente o meio. A biomassa foi
scparada por centrifugagdo (5500 rev./min., 25 min) dcpois dc
tcrminado o cultivo ¢ usada na imobilizacao.

IF‘or preparada uma solugdo de PVA contendo 100 g de PVA
(alcool polivinilico), 60 g de PEG (polictilcno glicol) ¢ 790 g dc
agua dcstilada. 50 ml da suspensdo de biomassa homogénca foram
adicionados a solu¢do assim preparada para que a concentracdo de
células resultante fossc de 0,56 g de células por 1 dm’ de gel. A
mistura de células assim preparada na solu¢do de PVA foi
despejada sobre uma placa rigida ¢ cm scguida foi rcticulada ¢
modclada ecm uma corrente de ar scco a um gradicnte dc
temperatura de: 80°C a 15°C. Os imobilizados, cuja propor¢ao da
superficic para o volume era no minimo 7 mm™, foram cntdo
transfcridos para a solugdo de sulfato de sodio (0,1mol/l) por 30 a
60 minutos.

A biomassa dc bactérias nos imobilizados foi propagada cm um
fermentador de laboratorio de 6 dm’, cada vez com 3 dm’ de um
mcio dc cultura estéril no processo de fermentacao, ¢ entdo: 23%
v. do imobilizado no meio de cultura foram cultivados dc forma
intermitente cnquanto agitados constantemente (80 rev./min), dc
modo quc o pll do mcio de cultura foi ajustado em 6,5 ¢ diminuiu
cspontancamente até pll = 4,0 a temperatura de 25°C. A fase
flurda fo1r rcmovida ¢ um meio fresco foi adicionados aos
imobilizados ¢ o proccesso foi repetido mais uma vez. A fasc fluida
foi cntdo removida ¢ um mecio fresco foi adicionado aos
imobilizados ¢ o valor do pH foi ajustado em 6,5 (por uma solu¢ao
[ M dc NaOll). O valor formula pll diminuiu entdo para pll =5
por fcrmentagdo cspontanca enquanto permancntementce agitado
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(80 rpm), ¢ em scguida a fermentacdo foi realizada até deplegdo da
glicosc. A fasc fluida foi removida ¢ um meio fresco foi
adicionado as cclulas imobilizadas ¢ o processo foi repctido 6
vezes. A matéria scea cclular nos imobilizados assim preparados
aumentou para 65,8 g de células/dm’ de gel.

2,2 dm’ dc um meio de produgéo estéril com um teor de glicose de
150 g x dm™ e pH = 5,5 foram adicionados as células imobilizadas
assim prcparadas (450 g do biocatalisador molhado). A
fcrmentagdo ocorrcu no biorrcator de 5 [ permancntemente agitado
(80 rpm), o pll foi mantido em 5,0 por adicdo da solucdo dc
NaOll (2 mol/dm’) a temperatura de 30°C. Estec mcio continha
73,8 g.dm™ de ctanol depois de 11 horas de [ermentacdo, ao passo
quc a concentragdo de glicose residual foi de 1,8 g.dm™. A
produtividadc cspecifica de ctanol de  Zymomonas mobilis
imobilizado no PVA carrcador atingiu 202 mggane/mlgei/h.
Exemplo 9

450 g dos imobilizados molhados, precparados da mancira descrita
acima no lxemplo 8, foram adicionados a 2,2 dm’ do meio dc
produgdo com um teor de glicose de 200 g.dm™ (pH = 5,0). A
fcrmentagdo ocorreu de mancira intermitente, permancntemente
agitada (80 rpm), o pll foi mantido cm 5,0 por adi¢do da solugio
de NaOll (2 mol.dm™) a temperatura de 30°C. Scis fermentagdes
foram rcalizadas dcssa mancira. O tcor de ctanol no mcio foi no
minimo dc 94,0 g.dm™ a 98,0 g.dm™, depois de cada conversdo,
depois de 13 horas, ¢ a glicose residual foi de 3 g.dm™ a 8 g.dm™
(i.c., 94 % a 98 % do rendimento teorico).

Exemplo 10

Os 1mobilizados preparados ¢ propagados da maneira dcscrita
acima no lixemplo 9 foram usados. 1050 ml de um mcio dc
producdo com uma concentragio de glicose de 150 g.dm™ (os
imobilizados formavam 30% do volumc do meio de fermentagio)
foram adicionados a 450 g dc¢ imobilizados. A fermentagdo
ocorrcu dc  maneira intermitente, permancntemente  agitada
(80 rpm), o ptl foi mantido ecm 5,0 por adi¢do da solugdo de
NaOIl (2 mol/dm’) a temperatura dc 30°C. 1500 ml d¢ um mcio
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dc cultura com uma concentragdo de glicose de 320 g.dm™ foram
gradativamentc adicionados, dcpois de a concentragdo de glicosc
diminuir para um valor de 20 g.dm”, a uma taxa tal quc
mantivesse a concentragdo de glicose residual no fermentador de
15 g.dm™ a 30 g.dm™. O teor de etanol no meio foi de 113,5 g.dm’
S ic., 91% do rendimento teorico, depois 20 horas, a glicosc
residual cra de 4,6 g.dm™.

Exemplo 11

Os 1mobilizados dc 7 mobilis CCM 2770 preparados ¢
propagados da maneira descrita acima no Exemplo 8 foram
usados. 450 g dos imobilizados molhados foram transfcridos para
2,2 dm’ de um meio de cultura com 150 g.dm™ de glicose, pH
ajustado em 5,0. A fermentagdo ocorreu a um pH = 5,0 ¢ a
temperatura de 30°C. Um meio dc cultura com um tcor dc
glicosc de 50 g.dm™ foi continuamente adicionado, depois de o
tcor de glicose diminuir no fermentador para um valor de 10 g.dm’
> a2 20 g.dm”, ¢ o mcio fermentado foi removido a uma taxa de
diluigdo tal que a concentracdo dc glicose residual no fermentador
ficou na faixa de 17 g.dm™ a 30 g.dm™ ¢ a concentragdo cfctiva de
ctanol ficou na faixa de 58 g.dm™a 65 g.dm™. A fermentacdo {oi
rcalizada de forma continua por 50 dias, cnquanto a produtividade
volumcétrica do dispositivo  foi dc 30 geta,mh,.dm"3.,h", quc
corrcspondente a  produgdo  especifica de ctanol dc
140 mgeianoi/mlger/h.

Exemplo 12

O procedimento ¢ o mesmo que aquele do exemplo 8, Zymomonas
mobilis  subsp.  pomacii CCM 2771 for usado como
microorganismo de produgdo. O meio continha 68,3 g.dm” dc
ctanol dcpois de 15 horas dc fermentacdo, enquanto a
concentracio de glicose residual foi de 6,8 g.dm™.

O método para a produgdo ¢ uso dos carrcadorcs acima
mcncionados na preparagdo de aglcar invertido a partir de
solugdces de sacarose por meio de invertase encapsulada em alcool
polivinilico gel scra ilustrado pelos exemplos a seguir.

Exemplo 13
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I'o1 preparada uma solugdo de PVA, que continha 100 g de PVA
(alcool polivinilico), 60 g de PEG (polictileno glicol), 790 g dc
agua destilada. 50 ml da preparagdo dc enzima Invertase (Sigma)
(concentragdo de enzima 100 g/l) foram adicionados na solugdo
assim prcparada. A mistura dc cnzima assim preparada na solugdo
de PVA foi despejada sobre uma placa rigida ¢ em scguida
rcticulada ¢ modelada em uma corrente de ar seco a um gradientc
de temperatura de : 80°C a 15°C. Os imobilizados, cuja propor¢ao
da superficic para o volume era no minimo 7 mm’, foram
transfcridos para a solugdo de sulfato dc sodio (0,Imol /1) por 10 a
[20 minutos. Os imobilizados preparados podem scr armazenados
cm 10 mM da solugdo dc tampao acctato (pH = 4,5) a tempcratura
de 4°C.

A enzima imobilizada assim preparada podc ser usada na
hidrélise de sacarose dissolvida em 10mM dc tampio
acctato com pH = 4,5. 120 g de invertasc imobilizada
foram adicionados a 1000 ml de solu¢do de sacarose
(100 g/I). A hidrdlisc foi realizada com agitac¢édo
pcrmancntc (80 rpm) de forma intermitentec a tempceratura
de 30°C. A sacarose estd completamente hidrolisada
depois de 50 minutos de hidrdlise dando glicose ¢ frutosc.
Excmplo 14

120 g dos imobilizados molhados, preparados da mancira descrita
acima no lixemplo 13, foram adicionados a 1000 ml dc solugéo de
sacarosc com a concentragdo de 450 g/l (pH = 4,5, tampao acctato
10mM) a temperatura de 30°C. A hidrélise ocorrcu de forma
intermitentc, continuamente agitada. A concentracdo dc sacarosc
residual ¢ dessa maneira de 10,1 g/l depois de 360 minutes.
Excemplo 15

120 g dc imobilizados molhados, preparados da maneira descrita
acima no EExemplo 13, foram adicionados a 1000 mi de solucéo de
sacarosc com a concentracdo de 280 g/l (pH = 4,5, tampao acctato
10 mM) a temperatura de 30°C. A hidroélise foi realizada de forma
intcrmitente, permanentemente agitada. A concentragdo dc
sacarosc residual € dessa maneira de 1,8 g of/l depois dc
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360 minutes. A fasc fluida foi removida depois da hidrdlise, ¢
invertase imobilizada foi usada na hidrélise intermitente repetida
pclo proccdimento mencionado acima. A concentracdo de
sacarosc residual depois de 240 minutes de hidrélise foi de 3 g/l
depois de 6 conversdes.

Exemplo 16

Os imobilizados preparados da maneira descrita acima no exemplo
13. 25 g dc imobilizados molhados foram transferidos para 0,5 |
dc mclacos com uma concentragdo de sacarosc de 120 g/1, pll 4,5
(ajustado por 11,S0y). A hidrolisc foi rcalizada a pli = 4,5, 30°C ¢
agitacdo a 200 rpm. Os meclagos com a concentragdo dc 120 g /I
foram continuamcnte introduzidos no fermentador, ¢ 0 mcio
hidrolisado foi removido a uma taxa tal para atingir uma
concentragdo dc sacarose de 30 g/l a 40 g/l (66% a 75% de
conversdo), depois de a quantidade de sacarose no fermentador
diminuir para um valor de 30 g/l a 40 g/I. A atividade cspecifica
do imobilizado ¢ de 0,35 g /g.h™! (g da sacarose considerada por g

.do imobilizador por hora) cm tal modo.

Exemplo 17

Os imobilizados preparados da maneira descrita acima no ¢xemplo
I3 foram wusados. 25g de¢ imobilizados molhados foram
transfcridos para 0,51 de mclagos com uma concentragdo de
sacarosc dc 120 g/l, pll 4,5. A hidrélise ocorreu a pH =4,5,
tcmpcratura de 45°C ¢ agitagdo a 200 rpm. Os melacos com a
concentragdo dc 120 g /I foram continuamente introduzidos no
fcrmentador, € o meio hidrolisado foi removido a uma taxa tal para
atingir uma conccntragdo de sacarose de 30 g/l a 40 g/l (66% a
75% dc conversdo), depois de a quantidadc de sacarosc no
fcrmentador diminuir para um valor de 30 g/l a 40 g/l. A atividadc
cspecifica do imobilizado ¢ de 0,55 ¢ /g.h™ a 0,60 g /g.h (g da
sacarosc considerada por g do imobilizador por hora) em tal modo
de hidrolise, quc ¢ realizada continuamente por 500 horas.

O mctodo para producdo e wuso dos carrcadores acima
mencionados no processo de produgdo de glicosc a partir dc
hidrolisados de amido por meio glicoamilase encapsulada cm
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alcool polivinilico gel serd ilustrado pelos exemplos a seguir.
Exemplo 18

I'o1 preparada a solugdo de PVA, quc continha 100 g dc PVA
(alcool polivinilico), 60 g dc PLEEG (polictilenoglicol), 790 g dc
agua dcstilada. 50 ml da preparacdo de enzima SUN Ultra L.
(Novozymcs) foram adicionados a solucdo assim prcparada. A
mistura de enzima assim preparada na solugdo de PVA foi
despcjada sobre uma placa rigida ¢ em scguida foi rcticulada ¢
modclada em uma corrente de ar seco a um gradicnte de
tcmpcratura de: 80°C a 15°C. Os imobilizados, cuja proporc¢ao da
supcrficic para o volume é no minimo de 7 mm™', foram cntio
transferidos para a solugdo de sulfato de sédio (0,1mol/l) por 10 a
120 minutos. Os imobilizados preparados podem ser armazenados
cm 30 %em peso de glicose, dissolvidos em 10mM de solugdo de
tampao acctato (ptl =4,5) a tempcratura dc 4°C.

A c¢nzima imobilizada assim preparada foi usada na hidrolisc de
hidrolisado dc amido, por cxcmplo, mclacos dc  maltose
(composi¢do: sacaridcos superiorcs 33% em pcso, maltotriosce
20% cm pcso, maltose 53% cm peso, glicosc 4% cem pcso),
dissolvido cm 10mM de solugdo de tampdo acetato com pll =4,5.
120 g dc glicoamilasc imobilizada foram adicionados a 1000 ml
da solugdo assim preparada com uma concentra¢do de sacarideos
de 100 g/l. A hidrélise foi realizada permancentemente agitada (200
rpm) dc¢ forma intermitente a temperatura de 30°C. O meio
continha 70 g/l a 80 g/l de glicose depois dec 60 minutos dc
hidrdlisc.

Exemplo 19

5000 ml dc meio de maltosc com uma concentracdo de 250 ¢ de
sacaridcos/l (pH = 4,5) foram adicionados a 200 g de imobilizados
molhados, prcparados da mancira descrita acima no Exemplo 18 a
tempceratura de 40°C. A hidrodlise ocorreu de forma intermitente,
pcrmancntemente agitada. 180 g/l de glicose foram criados desta
mancira em 6 horas. A fase fluida foi removida depois da hidrolisc
¢ a glicoamilase imobilizada foi usada em hidrélises intcrmitentes
repetidas no procedimento mencionado acima. A concentragio da
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glicose produzida ¢ de 178 g/l depois de 6 horas de hidrolise
dcpois da sexta conversao.

Exemplo 20

Os imobilizados preparados da maneira descrita acima no cxemplo
18 foram wusados. 25g de imobilizados molhados foram
transfcridos para 0,51 de mclagos de maltose com uma
concentragdo de sacarideos de 100 g/l, pl 4,5. A hidrélise ocorrcu
aum pll = 4,5, uma tempceratura de 30°C ¢ agitagdo a 200 rpm. Os
mclagos dc maltosc com uma concentracdo de sacaridcos de
100 ¢/l foram continuamente introduzidos no fermentador ¢ o
mcio hidrolisado foi removido a uma taxa tal para obter uma
concentragdo de glicose de 50 g/l a 60 g/l (50% a 60% dc
conversdo) depois de a concentragdo de glicose aumentar no
fermentador para um valor dc 55 ¢/l a 65¢/l. A atividade
cspecifica do imobilizador ¢ de 0,3 g/gh™ a 0.4 g/e.h” (¢ da
glicose produzida por g do imobilizado por hora), no modo de
hidrolisc rcalizada continuamente por 900 horas.

Exemplo 21

Os imobilizados preparados da maneira descrita acima no exemplo
18 foram wusados. 25¢g de imobilizados molhados foram
transfcridos para 0,51 dc mclacos dc maltose com uma
concentracao de sacaridcos de 100 g/l, pl14,5. A hidrolisc ocorrcu
a um pll=4)5 uma temperatura de 45°C ¢ agitacdo a 200 rpm.
Os mclagos maltose com uma concentragdo de sacarideos dc
100 g/l foram continuamente introduzidos no fermentador € o
meio hidrolisado for removido a uma taxa tal para obter uma
concentragdo de glicose de 60 g/l a 70 g/l (60% a 70% dc
conversdo) depois de a concentragdo de glicose aumentar no
fcrmentador para um valor de 55g/1 a 65g/l. A atividade
cspecifica do imobilizado foi de 0,55 g/gh™ a 0.6 g/gh’ (a
glicose produzida por g do imobilizado por hora), no modo dc
hidrolise rcalizada continuamente por 1500 horas.

Exemplo 22

Os imobilizados preparados da mancira descrita acima no exemplo
18 foram usados. O mcio com a composicdo de: melacos dc
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maltosc com uma concentragdo dc sacarideos de 195 g/l, de
cxtrato de levedo 5 g/l, (NH4),SO4, 1 g/1, MgSO, x 7H,0, 0,5 g/,
KI1,PO,4,1 g/, todos dissolvidos em agua destilada, pH =4,5. 50 g
do imobilizador com a glicoamilase imobilizada foram
adicionados a 1 | do mcio estéril assim preparado. A suspensido (o
cntdo moculada com 10% vol. de indculos de Zymomonas mobilis
no periodo dc crescimento cxponencial do microorganismo. A
utilizagd@o simultanea de glicose nascente ¢ a produgdo dc ctanol
por mcio do microorganismo ocorreu no processo de hidrolisc.
70 g/l de ctanol foram produzidos desta mancira cm 13,5 horas.
[Exemplo 23

Os imobilizados preparados da mancira descrita acima no exemplo
18 foram usados. O mcio com a composi¢do de: melagos de
maltosc com um teor de sacarideos de 80 g, 10 g de extrato de
lcvedo, 1 g de (NH4),HPO,, 0,2 g de MgSO, x 7H,0, 0,05 g de
MnSO, x 411,0, 0,01 g de FeSO,4 x 7H,0 todos dissolvidos em 1 |
dc agua dcstilada, pIl =6,0 foi usado nas conversdes. 50 g do
imobilizado com glicoamilase imobilizada foram adicionados a 1 1
do mcio cstéril assim preparado. A suspensdo foi inoculada com
5% vol. dc suspensdo de csporos de Bacillus coagulans. A
utilizagdo simultanea de glicose nascente ¢ a producdo de acido
l[actico por mcio do microorganismo ocorre no processo dc
hidrolisc. 11a 55,2 g/l de acido lactico ¢ 1,2 g/l de glicose no meio
dcpois de 24 horas dc fermentagdo.

O mdtodo para producdo ¢ uso dos carreadorcs acima
mcncionados na hidrolise de solugdes de lactose, cm preparagao
de D-galactose, D-glicose e galactooligossacaridcos por mcio de
B-galactosidase encapsulada em alcool polivinilico gel, scra
tlustrado nos excmplos a seguir.

Excmplo 24

[Fo1 preparada uma solu¢do de PVA, que continha 100 g de PVA
(dlcool polivinilico), 60 g dc PEG (polictileno glicol), 790 g dc
agua dcstilada. 50 ml da preparacdo de enzima lactozyme
(Novozymes) foram adicionados a solucdo assim preparada. A
mistura assim preparada da enzima na solugdo de PVA foi
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despejada sobre uma placa rigida ¢ ecm scguida rcticulada c
modclada cm uma corrente de ar scco a um gradiente de
temperatura de: 80°C a 15°C. Os imobilizados, cuja propor¢do da
supcrficic para o volume ¢ no minimo de 7 mm™, foram c¢ntdo
transfcridos para a solugdo de tampdo fosfato de potassio,
(ptI=6,5) por 10 a 120 minutos. Os imobilizados prcparados
podem ser armazenados na solugdo de tampdo fosfato (pll=6,5)
com a adi¢do dc ctanol 5% a 10%, a temperatura dc 4°C.

A cnzima imobilizada preparada dessa mancira teve uma atividade
inicial de 900+ 100 U.cm™,

Exemplo 25

Os imobilizados preparados da maneira descrita acima no exemplo
24 foram usados. A soluc¢do de lactose em tampdo fosfato 0,1 M
com pll = 6,5 ¢ com adi¢do dc 2 mM dc MgCl,, foi usada na
hidrolisc. 130 g dc B-galactosidase imobilizada foram adicionados
a 1000 ml da solug¢do assim preparada com uma concentragdo de
lactosc de 100 g/l. A hidrolisc ocorrcu com agitagdo permancnte
(200 rpm), dc forma intermitente, a temperatura de 30°C. A fasc
fluida foi removida depois da hidrdlisc ¢ a P-galactosidasc
imobilizada for usada cm hidrolises intermitentes repetidas no
procedimento acima mencionado. O mcio continha 13 g/l a 2 g/l
dc lactosc depois de 210 minutos de hidrolise.

Exemplo 26

Os imobilizados preparados da mancira descrita acima no cxempio
24 foram usados. A solu¢do dc lactosc ecm tampao fosfato 0,1 M
com pll = 6,5 ¢ com adi¢do de 2 mM de MgCl, foi usada na
hidrolise. 130 g de B-galactosidasc imobilizada com uma atividade
inicial dc 786 U.cm™ foram adicionados a 1000 ml da solucio
assim preparada com uma concentragdo de lactose de 100 g/l. A
hidrolisc ocorrcu continuamente agitada (200 rev./min.) de forma
intermitente a temperatura de 30°C. A duragdo dc conversdo foi
constante. A atividade do imobilizador diminuida de 5% a 10% foi
observada depois de 25 hidrolises intermitentes, quc em geral
duraram 160 horas.

A disposi¢do do dispositivo dc modelagem para a produc¢do dos
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imobilizados, a base do carreador alcool polivinilico, que foram
mencionados nos cxemplos acima, scra explicada no texto a
scguir. I3 6bvio que a descricio a scguir apenas ilustra os
principios dc uma aplicagdo dos principios da invencio.

A figura | mostra a presente versdo de construcdo do dispositivo
dc modclagem para a produgdo dos imobilizados a basc de um
carrcador do tipo alcool polivinilico, ajustada para producio
industrial continua. A versdo de construgdo inclui o conjunto dc
modclagem por gotejamento, situado na frentc do canal de
sccagem superior 2, que ¢ formado pelo cabegote ou cabegotes
duplos de¢ modclagem por gotcjamento (“dropping casting double-
row hcad or heads™) 17, que ¢ (sdo) cquipado(s) com duas séries
dc injctores de modcelagem e conectados ao tanque de pressio
tcmperado 1S5 ¢ um compressor ou um reservatorio de ar de
pressdo 16. O canal de secagem superior 2, dentro do qual passa
uma corrcia transportadora continua 1 com acionamento
controlado, ¢ equipado com um sistema de sccagem - a fontc 4 de
ar dc sccagem, do qual o ar desumidificado ¢ transportado atravdés
do primciro ventilador auxiliar 19 para o sistema de distribuicdo
dc ar 6 com elementos de aquecimento § integrados, que atinge o
canal dc sccagem supcrior 2 em varios pontos. A correia
transportadora continua 1, depois de deixar o canal de secagem
superior, passa através do tanque dec reentumescimento 7 ¢ do
canal dc sccagem final 3, quc fica situado no lado oposto - inferior
do dispositivo de modelagem, para um lado do qual da a tubulagéo
com o segundo ventilador auxiliar 20 para o transporte de ar de
sccagem do canal de secagem superior, usado para a secagem final
da corrcia transportadora depois de deixar a caixa de enxague 13,
¢ do outro lado do qual a saida 18 de ar gasto imido da para fora.
O dispositivo dc coleta ¢ limpeza 9, projetado com base cm
limpeza mcecanica ¢ enxague de alta pressao, que ¢ concctado ao
reservatorio de colcta 8, contendo a solugdo de sais colctores de
recntumescimento 24 e equipado com resfriamento, pela tubulagio
com uma bomba de alta prcssdo 10 ¢ uma bomba de baixa pressdo
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11 integradas, ¢ a caixa de enxague 13, para limpeza da corrcia
transportadora continua 1 por mcio dc jatos ligados a bomba dc
baixa pressdo 14, que ¢ conectada pela tubulagdo com o tanque de
enxaguc 12 contendo dgua desminceralizada, sdo integrados entre o
tanquc dc reentumescimento 7 com a solugdo dc sais dc
rcentumestimento 24 e o canal de secagem final 3.

A fung¢do do dispositivo para a producdo de imobilizados a base
do carrcador alcool polivinilico carrcador ¢ a scguinte: A mistura
dec alcool polivinilico gel ¢ matéria biologica ¢ transferida ou
despejada, do conjunto de moldagem por gotejamento, formado
por dois cabegotes de modelagem 17 equipados com duas séries
dc agulhas de modelagem, cujo didmetro € de 0,1 a 2,00 mm,
pulsando por meio de eletroimas de frequéncia ¢ comprimento de
pulso difcrentes, sobre a correia transportadora continua 1 com
actonamento  controlado, quc atravessa o canal de  sccagem
supcrior 2. A mistura para moldagem por gotcjamento ¢
introduzida no tanque de pressdo temperado 15, que ¢ concctado
ao compressor ou ao tanque de ar pressao 16. A mistura secando
sobrc a correia transportadora 1 ¢ presa por um ar livre de
umidadc-agua obtido do desumidificador atmosférico continuo 4,
quc passa pelo primeiro ventilador auxiliar 19 ¢ pelos clementos
de aquecimento S, colocados na tubulagdo de distribui¢do de ar
condicionado 6, quc controla o gradiente de temperatura no canal
de secagem superior ¢ leva para dentro de cada segmento do canal
de sccagem superior 2. A mistura seca, aderida, presa a correia
transportadora continua 1 atravessa entdo o tanque dc
rcentumescimento 7 com a solugdo de sais de reentumescimento,
depots do que os produtos, i.c., os imobilizados a basc do
carrcador alcool polivinilico, sdo desprendidos no dispositivo de
colcta ¢ limpeza 9. Este dispositivo ¢ equipado com o sistcma para
suprimento de dgua de alta pressdo, formado pela bomba de alta
pressdo 10 ¢ jatos, € esse sistema ¢ conectado ao circuito
indcpendente. Os  produtos  que  desprendem da  correia
transportadora ocorrem por meio da ldmina limpavel de polimero e
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0$ Jatos por uma soluco salina aquosa suprida pcla bomba dc alta
pressao 10. A corrcia transportadora 1 ¢ por fim tratada por mcio
dos jatos situados na caixa de cnxaguc 13, bomba dc baixa pressdo
14 ¢ a 4dgua desmineralizada de cnxagiic ¢ coletada no tanque dc
cnxagiic 12, dentro do qual cla escoa da caixa dc enxaguc 13. O
sistema dc distribuigdo de 4gua de baixa pressdo para enxagiic da
corrcia transportadora ¢ conectado ao circuito independente. A
corrcia transportadora molhada 1 ¢ entdo finalmente sccada no
canal de secagem inferior 3, dentro do qual um ar de sccagem ¢
soprado do canal de secagem supecrior através da tubulacdo, na
qual o scgundo ventilador auxiliar 20 ¢ instalado, cnquanto o ar
gasto molhado ¢ conduzido para fora do canal d¢ sccagem inferior
3 atraves da descarga de ar gasto molhado 18.

A ligura 2 mostra a construgdo do tanque de reentumescimento. O
tanque de reentumescimento 7 nesta versdo consiste no tanque 21
com um fundo obliquo, no ponto mais baixo do qual csta situada a
valvula de descarga 22 para deixar sair o produto ¢ a solucdo de
sals de reentumescimento. A correia transportadora 1, conduzida
pclo par de rolos carregadores dianteiros 23, que simultancamcente
cspecifica a imersdo da corrcia transportadora na solu¢do salina
aquosa dc reentumescimento 24, com o que o tanquc 21 ¢ enchido,
atravessa o tanque 21.

A figura 3 mostra a construgdo do dispositivo de coleta ¢ limperza
9. O dispositivo dc coleta ¢ limpeza 9 nesta versdo consiste na
armacdo lateral 25, o limpador de polimero mecénico ¢é situado
sobrce o conjunto de pressdo de aco inoxidavel 27 com o conjunto
dc pressdo de mola 28. Iissc conjunto de pressdo de mola 28 ¢
formado pclo parafuso de regulagem de impulso 34 com arruela,
sobrc 0 qual aminoacido mola 35 ¢ colocado. O dispositivo de
colcta ¢ limpeza 9 ¢ ainda formado por jatos de alta pressdo 26,
unidos no sistema de distribuicdo de tubos de ago inoxidavel dc
suportc fixados na armagdo 25, que permitem o cnxdgiic a um
angulo dc 45° a 80°. O sistema de distribui¢do dc tubos dc aco
inoxidavel 30, ¢ equipado com a regulagem altitudinal, que ¢ presa
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pclos parafusos dec rcgulagem 31. O limpador inferior ¢ o
limpador supcrior 29, com as cscovas de polimero 32 que sdo
fixadas na armacdo superior 33, ao passo que a corrcia
transportadora 1 passa entre os limpadores, sdo firmemente
situadas cm scu lado interno ¢ também externo atras do limpador
meceanico 27, para limpeza do lado interno da corrcia
transportadora. A corrcia transportadora ¢ cquipada com o
limpador dc polimero inferior ¢ também com o limpador dc
polimcro supcrior 29 para o tratamento final do lado interno ¢
tamb¢m do lado cxterno da corrcia transportadora 1 no ponto de
scu caminho para fora da armacgio 25.

A fun¢do do dispositivo de coleta e limpeza 9 ¢ guiada para a
linha de¢ produgdo através do tanque de reentumescimento 7, do
qual a corrcia transportadora 1 passa para fora ja da sc¢do infcrior
do dispositivo, portanto na dire¢do oposta. I dbvio que o produto
aplicado na sec¢do do dispositivo superior sobre a corrcia
transportadora 1 csta agora virado para baixo na posi¢do vertical.
O mctodo para sua remog¢ao da corrcia transportadora bascia-se no
fato dc quc o limpador mecénico 27 ¢ também os jatos de alia
prcssdao 26 alctam cm cooperagdo o produto aderido ao lado
cxterno da correia transportadora 1. O produto sobrc a corrcia
transportadora 1 ¢ primciro levado para o enxagiic de alta pressao,
quc ¢ garantido pclo sistema de distribui¢do de pressdo da solugdo
salina aquosa distribuida pclos jatos de pressdo 26, que operam a
um angulo de 40° a 80° contra o limpador mecénico 27 com o
mccanismo de pressdo de mola 28, cuja inclinagdo em relagdo a
correia transportadora 1 também ¢ controlavel na faixa de 5° a
15°. Os limpadorcs inferiores e superiores 29 firmemente fixados,
com as cscovas de polimero, que simultancamente efetuam o
tratamento f(inal da corrcia transportadora 1 sobre scu lado interno
¢ também scu lado extcrno, sdo montados atras do limpador de
polimcro mccanico de molas 27 sobre o conjunto de pressdo de
aco inoxidavcl 28. A correia transportadora 1 deixa a armagdo 25
pclos limpadores de polimero inferior ¢ superior 29, pclos quais
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cla ¢ finalmentc tratada em ambos os lados.

A figura 4 mostra a construcdo da caixa de enxaguec 13. A caixa
dc cnxaguc 13 ncsta versao ¢ formada pela parte supcrior 36 com
a tampa 43 c a parte infcrior 37 com a descarga 38 concctadas,
cntre as quais passa a corrcia transportadora 1 ao passo que cstas
partcs sdo concctadas a armacdo da maquina de modclagem 39.
Além disso, o jato de enxague supcrior 40 conectado ao tubo de
abastccimento de 4gua de enxague 41 ¢ montado na parte superior
36 ¢ da mesma forma o jato de cnxague inferior 42 concctado ao
tubo dc abastccimento 41 ¢ montado na se¢do inferior 37. Os
l[impadores de polimero ajustaveis 44 sdo fixados nos dois lados
da sc¢do supcrior 36 para rcmover a dgua da correia
transportadora ¢ da mesma mancira os limpadores 45 sdo fixados
nos dois lados da parte inferior 37. A caixa de enxague 13 ¢ fixada
a armacdo da maquina de modclagem 39 pelos scgmentos de
montagem superiores € inferiores 46 ¢ 47.

UTILIDADIS INDUSTRIAL

A presente invengdo pode usada na produgdo dos imobilizados,
quc destinam-sc a aplicagdes na indastria alimenticia, farmacia e
no tratamento dc aguas servidas, cm particular na remogio
biologica de compostos de nitrogénio da agua potavel, da agua de
abastccimento ¢ de aguas servidas (4dguas servidas de despcjos,
agricolas, municipais, industriais), presentes onde varios
compostos de nitrogénio sdo convertidos em nitrogénio gasoso
pela atividade fisiologica de  bactérias  nitrificantcs ¢
desnitrificantes, ¢ ainda no processo de produgdo de acido lactico,
ctanol, glicosc ¢ melagos de glicose-frutose, na hidrolise de
lactose ecm D-galactose ¢ na produgdo de galactooligossacaridocs.
Todos cles sao produzidos por meio do dispositivo que ofercce
producdo industrial continua com capacidade de 1 kg a 10 kg dos
imobilizados da marca L.entiKats por hora.

O dispositivo para a produg¢do dos imobilizados, destinado a
industria alimenticia, aplicagdes de farmacia ¢ ao tratamento dc
aguas scrvidas, pode ser usado em produg¢do continua.

LISTA DE SIMBOLOS RELACIONADOS
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| — corrcia transportadora com acionamento controlado
2 - canal dc sccagem supcrior

3 - canal d¢ sccagem inferior

4 - fonte dc ar de sccagem — desumidificador de adsor¢do continua
5 — clementos de aquecimento na tubulagio de ar
6 — sistcma de distribuic¢do de ar de sccagem

7 — tanquc de recntumescimento na sec¢do inferior do dispositivo
de modclagem de producio

8 — reservatorio de colcta com resfriamento

9 - dispositivo de colcta de alta pressio

10 — bomba dc alta prcssao

I'l - bomba dc distribui¢o de baixa pressao

12 —tanque dc¢ cnxagiic

I3 - caixa dc¢ enxagiic

14 --bomba dc¢ cnxagiic dc baixa pressdo

IS - tanque de pressdo temperado de 10 1a 121
16 - compressor

17 — cabegote de modelagem por gotejamento

18 - descarga de¢ ar imido residual

19 - o primeiro ventilador

20 — o scgundo ventilador

21 - tanquc

22 - valvula dc ¢scape

23 —rolo carrcgador

24 - solugdo salina de reentumescimento

25 - armacado latcral

26 - jatos

27 - limpador mccanico

28 — mccanismo de pressdo de mola

29 - limpador supcrior, inferior

30 - tubo de distribui¢do

31 - parafusos de ajuste

32 - cscova

33 - armagdo protetora superior

34 - parafuso dc rcgulagem de impulso
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35 -mola

36 - scedo supcrior da caixa

37 —sc¢ao infcrior da caixa

38 - descarga

39 — armac¢ao da maquina de modclagem
40 — jato dc enxagiic superior

41 — tubo dc abastccimento

42- jato dc enxagiic inferior

43 - tampa

44 - limpador ajustavel

45 - limpador

46 — scgmento de montagem supcerior
47 — scgmcento de montagem infcrior
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REIVINDICACOLS

I. “Mdétodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na IForma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produ¢do” caracterizado por ser um
mctodo para a produclo industrial de biocatalisadores com
matcrial  biologicamente ativo na forma de enzimas ou
microorganismos imobilizados que sdo imobilizados em alcool
polivinilico gel ¢ uso dos mesmos, onde o material bioldgico
ativo, formado pcla mistura dc catalisador enzimatico nativo livre
ou pré-tratado (agregado), ou microorganismo de producdo, ou
partc dos mesmos, ¢ do alcool polivinilico gel, ¢ usado para sua
producdo industrial, a mistura ¢ gelificada ¢ modelada cm uma
corrente de ar de secagem na faixa de temperatura de 80°C a 15°C
considcrando a extensdo do material biologicamente ativo, a
propor¢do geométrica de biocatalisador da superficic para o
volume mantida maior que 7 mm’', ¢ consequente 0$
biocatalisadores assim preparados podem ser cultivados ou
armazcnados ¢ em scguida usados cm proccessos biotecnologicos
nas condi¢des, que garantem ao processo biotecnologico dado
maior produtividade, maior estabilidade de produ¢ido e cnzimatica,
uso prolongado ¢ repetido ou controle definivel do processo com
conscquente separagdo facil do biocatalisador.

2. “Mctodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na Forma dc¢ linzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produgdo”, dc acordo com a
rcivindicagdo 1, caracterizado onde o biocatalisador produzido
industrialmente € repetidamente usado em repetidas fermentagdes
intermitentcs ou em repetidas fermentagdes continuas ou semi-
intcrmitentces.

3. “Mctodo para Produgdo Industrial dc Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na l'orma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producdo”, de acordo com a
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reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado ondc microorganismos
nitrificantes sdo cncapsulados no alcool polivinilico gel para a
preparacdo do biocatalisador, destinado a remogdo de polui¢do dc
nitrogénio dc aguas servidas, ¢ o biocatalisador ¢ modclado na
forma dc lentes ou de correias pequenas, ¢ conscquentemente 0S
imobilizados sdo cultivados em meio nutriente aquoso com o tcor
de substrato de nitrogénio de 50 mg/l a 500 mg/l de N-NH,, a
pll 7,0, a temperatura de 20°C a 35°C, ¢ a concentragdo dc
oxigeénio dissolvido maior que 1,5 mg/l.

4. “Mdtodo para Producgdo Industrial dc Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na IForma de Lnzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producido”, de acordo com a
rcivindicagdo 1 ou 2, caracterizado onde microorganismos
desnitrificantes sdo cncapsulados em alcool polivinilico gel para a
preparacdo do biocatalisador, destinado a remocgdo de poluigdo de
nitrognio dc aguas servidas, ¢ o biocatalisador ¢ entdo modclado
na forma de lentilhas ou fitas, ¢ consequentemente os imobilizados
sdo cultivados em um meio nutriente aquoso com um teor dc
substrato dc nitrogénio de 50 mg/l a 500 mg/l de N-NO;, pll 7.8, a
tempcratura de 20°C a 35°C, ¢ na presenga de metanol como um
substrato de C no caso dc microorganismos desnitrificantes.

5. “Mctodo para Producdo Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na Forma de lnzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produ¢do”, dc acordo com a
rcivindicacdo | ou 2, caracterizado ondc bactérias anacrdbicas
Zymomonas mobilis sdo cncapsuladas no alcool polivinilico gel
para a prcparagdo do biocatalisador, destinado a producdo de
ctanol a partir de substratos de sacarideos, € o biocatalisador ¢é
cntdo modelado na forma de lentes ou de correias pequenas, ¢
conscquentemente os 1mobilizados s3o cultivados cm um meio
nutricntc aquoso com o teor de substrato de sacaridco de 2% a
25% cm pcso a temperatura de 20°C a 40°C ¢ pH 3,5 a 7,0, na
presenga de ctanol de 1% a 15% em peso.
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6. “Mctodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na IForma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producdo”, dc acordo com a
rcivindicacdo | ou 2, caracterizado ondc bactérias termofilicas
Bacillus coagulans sdo cncapsuladas no alcool polivinilico gel
para a prcparagdo do biocatalisador, destinado a producdo de
acido lactico a partir de substratos de sacarideos, ¢ o
biocatalisador ¢ cntdo modclado na forma de lentes ou de corrcias
pequenas, ¢ conscquentemente os imobilizados sdo cultivados cm
um mcio nutrientc aquoso com o tcor de substrato de sacaridco dc
2% a 14% cm peso a temperatura de 30 a 60°C ¢ pll1 5,0 a 7,5, na
presenga de acido lactico ou seus sais de 1% a 12% em peso.

7. *Mctodo para Produg¢do Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na lForma dc¢ Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producido”, dc acordo com a
reivindicagdo 5, caracterizado onde a cepa Bacillus coagulans
CCM 4318 ¢ de preferéncia usada para a produgio.

8. “Mctodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ seu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producdo”, dc¢ acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado onde a cnzima glicoamilase ¢
cncapsulada ecm um dlcool polivinilico gel para a preparagdo do
biocatalisador, destinado a hidrolise de substratos de amido ¢
cclulose, ¢ o biocatalisador ¢ modelado na forma de lentilhas ou
[itas.

9. “Método para Produgdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na Forma de¢ Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produgdo”, de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado onde a enzima invertase é
cncapsulada no alcool polivinilico gel para a preparacdo de
biocatalisador, destinados a hidrolise de substratos de sacarose, ¢ 0
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biocatalisador ¢ modclado na forma dc lentes ou dc corrcias
pcqucnas.

10. “*Mcdctodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na Forma dc Lnzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados cm Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produ¢do”, dc acordo com a
rcivindicacdo 1  ou 2, caracterizado onde a enzima
f-galaciosidase ¢ encapsulada no alcool polivinilico gel para a
preparacdo do biocatalisador, destinado a hidrélise de lactosc ¢ a
producdo dc D-galactose, D-glicose ¢ galactooligossacarideos, ¢ o
biocatalisador ¢ modclado na forma dc¢ lentes ou de corrcias
pcqucnas.

I'1. “Mctodo para Producdo Industrial de Biocatalisadores com
Matcrial Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produc¢do”, de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2 ou 9, caracterizado onde a cnzima assim
imobilizada ¢ usada na hidrolisc de solugdes de sacarosc com um
tcor de 2% a 50% cm pceso de substrato de sacarideo a temperatura
de 20°C a 50°CepH=3,5a7,0.

12. “Mctodo para Producdo Industrial de Biocatalisadores com
Material Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ seu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produ¢do” caracterizado por scr um
mctodo para uso dc glicoamilase encapsulada cm  alcool
polivinilico gel na preparacdo de D-glicose de acordo com as
reivindicacdes 1 ou 2 ou &, onde a enzima assim imobilizada ¢
usada na hidrdlise dc sacaridcos supecriores, preparados por
hidrolise dc amido parcial com 2% a 40% cm peso de tcor de
substrato dc sacaridco, a temperatura de 20°C a45°Cepll3,5a7.
3. “Mctodo para Produgdo Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Producdo”, de acordo com a
reivindicagdo 12, caracterizado onde a glicoamilase imobilizada ¢
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usada na sacarificagcdo de substrato contendo amido na produgio
fermentativa de ctanol.

14. “Mdtodo para Producdo Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produc¢do”, de¢ acordo com a
reivindicac@o 12, caracterizado onde a glicoamilasc imobilizada é
usada na sacarificacdo de substrato contendo amido no processo
de produc¢ido fermentativa de acido lactico.

15. “Mctodo para Producdo Industrial de Biocatalisadorcs com
Matcrial Bioativo na Forma de FEnzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produgdo” caracterizado por scr um
mcétodo dc uso dc B-galactosidase encapsulada e¢m  alcool
polivinilico gel na preparacdo de D-galactose, D-glicose ¢
galactooligossacarideos de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2 ou
10, ondc a cnzima assim imobilizada é usada na hidrolise de
solugdces de lactosc com 2% a 40% cm peso de teor de substrato
de sacaridco a temperatura de 20°C a 60°C e pl1 3,5a 7.

16. “Mctodo para Produclo Industrial de Biocatalisadorcs com
Material Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ scu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produgdo” caracterizado por ser um
dispositivo de producdo industrial, que proporciona otimizacdo do
volumc dc carrcador bioldgico e da superficie dependendo da
cxtensdo de material biologicamente ativo, que consistc cm um
mecanismo de modelagem (17) montado na frente de um canal dc
sccagem (2), através do qual passa uma correia transportadora
continua (1), de acordo com a reivindicagdo 1, onde o dispositivo
¢ cquipado com pelo menos um cabegote de modelagem (17) com
duas scrics de injetores de agulha de modelagem conectados a um
tanquc dc pressdo temperado (15) € um compressor (16), a corrcia
transportadora (1) ¢ um sistema de secagem - a fonte (4) de ar dc
sccagem, que € soprado por meio de um ventilador para dentro de
um sistema de distribuicdo de ar (6) com eclementos de
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aquccimento incorporados (5), que atinge o canal de secagem
supcrior (2), ¢ depois o canal de sccagem final inferior (3) ¢ um
tanque dec reentumescimento (7), entre os quais esta montado um
dispositivo dc limpeza ¢ coleta (9), projetado com basc cm
limpcza mccanica ¢ cnxague de alta pressdo, que ¢ concctado a
uma tubulacdo com uma bomba de alta pressao (10) ¢ uma bomba
dc baixa pressdo (11) integradas que atingem um rescrvatério de
colcta (8) com resfriamento ¢ depois uma caixa de cnxaguc (13)
para limpcza final da correia transportadora continua (1) por jatos
concctados @ bomba de baixa pressao (14), que é conectada a um
tanque de enxaguc (12) por tubulagio.

17. “Mctodo para Producgdo Industrial de Biocatalisadores com
Material Bioativo na Forma de Enzimas Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, ¢ seu
uso, ¢ Dispositivos para sua Produc¢ido”, de acordo com a
reivindicagdo 14, caracterizado onde scu dispositivo de coleta (9)
¢ formado por uma armagdo (25), na qual o limpador mccanico
(27), com 0 mccanismo de pressdo de mola (28), ¢ os jatos de alta
pressdo (26), fixados a armagdo (25) a um angulo de 45° a 80°, sdo
montados, ao passo que o limpador superior (29) com uma escova
para limpcza da parte interna da correia transportadora (1) ¢
firmemente montado em seu lado interno ¢ oposto ao limpador
mccanico (27) e a correia transportadora (1) ¢ equipada com o
limpador inferior (29) para limpeza final no ponto de sua saida da
armacdo (25).
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RESUMO

“Método para Praducdo Industrial de Biocatalisadores com
Material Bioativo na Forma de Enzimas, Imobilizadas, ou
Microorganismos Imobilizados em Alcool Polivinilico Gel, e seu
uso, ¢ D.i.sp_os'itiyos para sua Produ¢do” sendo um método para a
produgcdo industrial de  biocatalisadores com  material
biologicamente ativo na forma de enzimas ou microorganismos
imobilizados que sdo imobilizados no alcool polivinilico gel, ¢ uso
dos mesmos com base no fato de que o material biolégico ativo,
formado pela mistura de catalisador enzimatico nativo livrc ou
pré-tratado (agrcgado), ou microorganismo dc produgdo, ou parte
dos mesmos, ¢ o alcool polivinilico gel, ¢ usado para sua produ¢io
industrial, a mistura ¢ gelificada ¢ modelada em uma correntc de
ar dc sccagem a temperatura de 80°C a 15°C, considerando a
cxtensdo  do  material  biologicamente ativo, & propor¢do
gcomctrica de biocatalisador da superficie para o volume mantida
maior quc 7 mm’', ¢ consequentemente os biocatalisadores assim
preparados podem scr cultivados ou armazenados € em scguida
usados em processos biotecnolégicos nas condigdes, que garantem
ao proccsso biotecnoldgico dado maior produtividade, maior
cstabilidade de produgdo ¢ enzimatica, uso prolongado e repetido
ou controle definivel do processo com consequente separacio facil
do biocatalisador.

Dispositivo de produg¢do industrial, que proporciona otimizagdo do
volume de carrcador bioldgico ¢ da superficie dependendo da
extensdo dc material biologicamente ativo, consistindo em um
mccanismo de modelagem (17) montado na frente de um canal de
sccagem (2), através do qual passa uma correia transportadora
continua (1), ¢ equipado com pelo menos um cabegote de
modclagem (17) com duas séries de injetores de agulha de
modclagem conectados a um tanque dc pressdo temperado (15) ¢
um comprcssor (16), a correia transportadora (1) e um sistcma de
sccagem - a fonte (4) de ar de secagem, que € soprado por meio de
um ventilador para dentro de um sistema de distribuig¢do de ar (6)
com clementos de aquecimento incorporados (5), que atinge o



canal dc sccagem supcrior (2), ¢ depois o canal de secagem [inal
inferior (3) ¢ um tanque de reentumescimento (7), entrc os quais
csta montado um dispositivo de limpeza e coleta (9), projectado
com basc cm limpeza mecédnica ¢ enxague de alta pressdo, quc ¢
5 concctado a uma tubulacdo com uma bomba de alta pressdo
intcgrada (10) ¢ uma bomba de baixa pressdo (11) que atingem um
reservatério de coleta (8) com resfriamento € depois uma caixa de¢
cnxague (13) para limpeza final da correia transportadora continua
(1) por jatos conectados a bomba de baixa pressdo (14), que ¢
10 concctada a um tanque de enxague (12) por tubulag3o.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

