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APRESENTAÇÃO

O acentuado crescimento da população mundial, bem como a ânsia de melhor 
nível de vida, têm criado elevadas pressões sobre os recursos naturais, matérias-
primas, o solo, a água, o ar e os ecossistemas em geral. A intensificação das atividades 
humanas nas últimas décadas tem gerado um acelerado aumento na produção de 
resíduos sólidos urbanos, tornando-se um grave problema para as administrações 
públicas. 

A indústria química tem contribuído para a geração de efluentes líquidos e gasosos 
contendo substâncias tóxicas, bem como de resíduos sólidos perigosos que, lançados 
diretamente ou indiretamente sem qualquer tratamento no meio ambiente, podem 
provocar grandes desequilíbrios ecológicos. O uso intensivo de produtos químicos, se 
por um lado trouxe elevados benefícios aos padrões de vida, por outro lado, os níveis 
de poluição que estão associados à sua produção são por vezes muito elevados.

As novas tecnologias na Engenharia Química auxiliam nos processos de 
recuperação e reutilização de resíduos, assim como conversão em novas fontes de 
energia. Além das diversas formas de obtenção de energia renovável já existente, 
cada vez mais vem surgindo uma maior procura por outras formas de energia não 
poluentes. Essas razões são as mais motivacionais: a ideia de uma possível escassez 
de recursos fósseis, a tentativa de reduzir as emissões de gases nocivos para 
a atmosfera e que causam o efeito estufa, e, além disso, almeja se alcançar certa 
independência em relação petróleo.

As questões energéticas são extremamente importantes para a sustentabilidade 
das sociedades modernas, uma vez que a sobrevivência humana depende do 
fornecimento contínuo de energia. Esse cenário faz com que seja preciso realizar 
buscas por alternativas energéticas que sustentem a necessidade humana e que não 
prejudiquem o ambiente. 

Para empresas, além da questão ambiental, um excessivo gasto de energia 
(advinda de recursos não renováveis) é sinônimo de prejuízo. Eis então uma grande 
oportunidade para engenheiros químicos intervirem na melhoria da eficiência 
energética dos processos, ajudar a desenvolver tecnologias limpas e promover a 
utilização de energias alternativas nas indústrias. Com isso, ocorrerá uma redução 
de custos e será uma contribuição válida ao meio ambiente o que hoje em dia vem 
gerando maior competitividade para as empresas. O uso de resíduos agrícolas como 
fonte de bioenergia tem despertado crescente interesse no setor de agroenergia.

Neste terceiro volume, apresentamos trabalhos com impactos tecnológicos 
relacionados à indústria, focando na reutilização de produtos e conversão em energia 
renovável, bem como avanço nos processos para redução da poluição atmosférica 
e em efluentes. Com isso, convidamos você a aperfeiçoar seus conhecimentos da 
Engenharia Química voltada para a área ambiental trazendo benefícios para toda a 
sociedade.

Boa leitura.
Carmen Lúcia Voigt
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PRODUÇÃO DE BIOETANOL UTILIZANDO CÉLULAS 
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE IMOBILIZADAS 

EM ESFERAS DE ALGINATO DE CÁLCIO 
REVESTIDAS COM QUITOSANA

CAPÍTULO 18
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Instituto de Química da Unicamp
Campinas – São Paulo

Taciani do Santos Bella de Jesus*
Faculdade de Engenharia Química da Unicamp, 

DEPRO
Campinas - São Paulo

Leonardo Akira Kamimura Oura*
Faculdade de Engenharia Química da Unicamp, 

DEPRO
Campinas - São Paulo

Gustavo Paim Valença
Faculdade de Engenharia Química da Unicamp, 

DEPRO
Campinas - São Paulo

José Roberto Nunhez
Faculdade de Engenharia Química da Unicamp, 

DEPRO
Campinas - São Paulo

José Augusto Rosário Rodrigues
Instituto de Química da Unicamp

Campinas - São Paulo

Paulo José Samenho Moran
Instituto de Química da Unicamp

Campinas - São Paulo

RESUMO: Para a imobilização das células de 
Saccharomyces cerevisiae foi utilizado alginato 

de cálcio, seguido do revestimento das esferas 
com quitosana, sendo o biocatalizador utilizado 
para o desenvolvimento de processo de 
produção de bioetanol através de bateladas por 
96 horas fornecendo rendimentos de 89-95%. 
PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces 
cerevisiae, esferas de alginato de cálcio, 
quitosana, bioetanol.

ABSTRACT: For the immobilization of 
Saccharomyces cerevisiae cells, calcium 
alginate was used, followed by coating the beads 
obtained with chitosan, the biocatalyst being 
used for the production process of bioethanol by 
batching for 96 hours, yielding yields of 89-95%.
KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, 
calcium alginate beads, chitosan, bioethanol.

1 |  INTRODUÇÃO

O uso de células imobilizadas em 
processos de produção de bioetanol vem 
sendo estudado para obtenção de ganho de 
produção (LEE et al., 2015; DUARTE et al., 
2013; GHORBANI et al., 2011; NIKOLIC et al., 
2010; WENDHAUSEN et al., 2000; TYAGI et 
al., 1992). 

Normalmente sistemas de fermentação 
que utilizam suportes celulares promovem 

* Os autores Lucidio Cristovão Fardelone, Taciani dos Santos Bella de Jesus e Leonardo Akira Kamimura Oura contribuíram igual-
mente para este trabalho.
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maior tempo de processo e consequentemente maior produtividade, pois simplificam 
a separação e purificação dos produtos, além dos biocatalisadores serem reutilizados 
em reciclos de produção consecutivos. 

Na literatura estão descritas técnicas de produção de bioetanol utilizando suportes 
para imobilização celular com alginato de sódio (DUARTE et al., 2013; CĂLINESCU et 
al., 2012; NAJAFPOUR et al., 2004).

No entanto, o maior problema ainda é a estabilização dos suportes e o seu reuso, 
bem como os custos, o que dificultam a sua implantação em determinados processos 
industriais (LEE et al., 2015). 

A utilização de alginato de sódio é extremamente importante devido a sua 
compatibilidade e a não toxicidade (CĂLINESCU et al., 2012; NAJAFPOUR et al., 2004; 
KUBOTA et al., 2000), mas este tipo de matriz de suporte normalmente é utilizado em 
apenas um ciclo de processo, pois ao longo deste processo ocorre o rompimento das 
esferas, devido à lixiviação de cálcio, à agitação e à formação de gases que fazem 
com que haja deterioração do suporte, necessitando assim um maior desenvolvimento 
técnico.

Neste trabalho reportamos o processo de produção de bioetanol utilizando a 
levedura Saccharomyces cerevisiae imobilizada em esferas de alginato de cálcio 
recobertas com quitosana, utilizando ácido cítrico para solubilização quitosana e no 
recobrimento das esferas. 

2 |  METODOLOGIA

Foi utilizada a cepa JAY270 de S. cerevisiae, fornecida pelo Instituto de Biologia 
da Unicamp (IB), que possui alta resistência à alta concentração de açúcares e 
etanol, à temperatura elevadas, variação de pH, estresse oxidativo, alta produção de 
massa celular e de etanol (DUARTE et al. 2013; ARGUESO et al. 2009). Esta cepa 
de S. cerevisiae JAY270, encontra-se em nosso laboratório e armazenadas na forma 
de BCM (Banco de Células Mestre) e BCT (Banco de Células de Trabalho) e, foram 
preparadas de acordo com os preceitos internacionais para boas práticas de produção 
e de laboratório (COECKE et al., 2005; STACEY, 2004; HEALTH PRODUCTS AND 
FOOD BRANCH INSPECTORATE, 2002).  

Os reagentes ácido cítrico, cloreto de cálcio, alginato de sódio de viscosidade 
média e quitosana de peso molecular médio, com grau de desacetilação 75-85%, 
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co, glicose da Synth, extrato de levedura, extrato 
de malte e peptona da BD Bioscience.

Para a expansão celular da levedura S. cerevisae foi utilizado meio de cultura 
com composição de 3,0 g/L de extrato de malte, 3,0 g/L de extrato de levedura, 5,0 
g/L peptona e 10 g/L glicose, ajustado o pH para 6,0, mantendo os erlenmeyers com 
reentrâncias (baffled flask), para melhor mistura, com 180 rpm (0,54 g) em shaker por 
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18h. Após o crescimento da massa celular, esta foi centrifugada, 1844 g por 20 minutos, 
sob medidas de assepsia, sendo que as células obtidas (30 g) foram utilizadas para 
imobilização em alginato de cálcio, seguido de revestimento com quitosana, a qual foi 
solubilizada em solução de ácido acético (NAGASHIMA et al., 1984) e em solução de 
ácido cítrico. 

A técnica utilizada para imobilização das células foi por aprisionamento em matriz 
porosa, através do uso de uma suspensão de alginato de sódio 3% e de S. cerevisiae, 
gotejada em solução de cloreto de cálcio, CaCl

2 2%, formando esferas com diâmetro 
de aproximadamente 3-4 mm. As esferas foram mantidas em solução de CaCl

2 2%, 
por 1 hora para que ocorresse uma melhor distribuição do cálcio no gel da matriz de 
suporte celular. Seguido de 30 minutos em solução de quitosana com ácido cítrico 
para o revestimento. 

Para que as esferas apresentassem uma melhor performance durante o processo 
fermentativo, e para que diminuísse a lixiviação do cálcio presente na rede polimérica 
das esferas, estas foram curadas de duas maneiras diferentes, após o recobrimento 
com quitosana solubilizada em solução de ácido cítrico, uma mantendo-se por 1 hora 
as esferas em solução de CaCl2 2% e outra por 30 minutos. Em seguida, as esferas 
foram separadas por filtração, lavadas com água destilada e utilizadas nos processos 
fermentativos.

As fermentações foram conduzidas de 4 maneiras diferentes, uma como controle 
utilizando as esferas de alginato de cálcio revestidas com quitosana, tal qual, uma 
utilizando o as esferas que passaram por cura por 30 minutos em CaCl2 2%, uma com 
a cura por 1 hora e a outra utilizando esferas de alginato de cálcio revestidas com 
quitosana (conforme o controle), mas com adição de 5 g de CaCl2 ao meio fermentativo.

A concentração final de etanol e de glicose residual foram determinadas através 
de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) utilizando o equipamento Agilent 
Technologies 1200 Series, com sistema de injeção automático, detector com índice 
de refração, acoplado a coluna Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, mantida à temperatura 
de 50 °C, utilizando como fase móvel solução 0,005 mol/L de H2SO4, sob fluxo de 0,6 
mL/min. Foram utilizados padrões externos para a construção de curvas de calibração.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os processos fermentativos utilizando células imobilizadas de S. cerevisiae em 
alginato de cálcio revestidos com quitosana foram realizados nas mesmas condições 
utilizando 4,6 g de peso de células da levedura imobilizadas, 111 g/L de glicose inicial 
e adições a cada 24 horas de 90,0 g/L de glicose (concentrações determinadas por 
CLAE), pH 6, utilizando shaker a 120 rpm (0,54 g), 30 oC, por 96 h. 

Na Figura 1, estão demonstrados os perfis de produtividades de bioetanol ao 
longo de 96 horas nos processos de bateladas alimentadas e na Tabela 1, estão 
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demonstrados os rendimentos, concentrações finais de bioetanol e de glicose residual. 

Figura 1 - Processos em batelada alimentada de produção de bioetanol combustível por S. 
cerevisiae suportados em esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana solubilizada em 

solução de ácido cítrico.

 Fermentação Glicose residual
(g/L) após 96 h

Etanol
(g/L) após 96 h

Rendimento
(%)

1a 0 152,4 93
2b 0 150,9 89
3c 0 155,2 95
4d 0,6 148,9 91,2

Tabela 1 - Resultados de produção de bioetanol combustível por S. cerevisiae suportados em 
esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana.

a Utilizando células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio revestida com quitosana solubilizada em 
solução de ácido cítrico; b Utilizando células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio revestida com 
quitosana solubilizada em solução de ácido cítrico, seguido de cura por 30 minutos com CaCl2 2%; c Utilizando 
células de S. cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio revestida com quitosana solubilizada em solução de 

ácido  cítrico com cura por 1h em CaCl2 2%; d Utilizando células de S. cerevisiae Imobilizadas em alginato de 
cálcio revestida com quitosana solubilizada em solução de ácido cítrico e com adição de 5g de CaCl2 no caldo 

fermentativo.

O rendimento final foi definido através do etanol produzido em relação ao 
máximo de conversão da fonte de carbono, glicose, em bioetanol. Sendo observado 
alta conversão da fonte de carbono (glicose) ao final dos processos fermentativos, 89-
95% de rendimento.

As inserções, 24 h, 48h, 72h são referentes as adições de glicose para que o 
processo mantivesse uma produção contínua de bioetanol combustível.

Na Figura 2 estão representadas imagens do início do processo e após 96 horas 
de produção de bioetanol combustível e é possível observar que poucas esferas estão 
rompidas, o que confere maior robustez ao processo. 
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Figura 2 - a Esferas de alginato de cálcio como suporte para S. cerevisiae  no início do 
processo fermentativo para produção de bioetanol combustível; b esferas de alginato de cálcio 

como suporte para S. cerevisiae  após 96 h de processo fermentativo; c esferas de alginato 
de cálcio como suporte para S. cerevisiae  curadas por 1 hora em CaCl2 2%, após 96 horas 

de processo; d esferas de alginato de cálcio como suporte para S. cerevisiae  curadas por 30 
minutos em CaCl2, após 96 horas de processo; e esferas de alginato de cálcio como suporte 

para S. cerevisiae  com adição de 5 g de CaCl2 2% no processo fermentativo, após 96 horas de 
processo.

Esta nova técnica, utilizando ácido cítrico em substituição ao ácido acético, 
foi desenvolvida em nosso laboratório para melhorar o processo de recobrimento, 
fornecendo um recobrimento de tal forma que promove uma maior resistência mecânica 
frente ao tempo de processo fermentativo, bem como mantem homogeneidade das 
esferas frente a possibilidade de lixiviação do cálcio presente na rede polimérica das 
esferas. O uso de ácido cítrico no revestimento, também, diminui a fase lag, de 24 
para 8 horas no processo de produção de etanol combustível, Figura 3, devido a sua 
atoxicidade para as células de S. cerevisiae.
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Figura 3 - Processos em batelada de produção de bioetanol combustível por S. cerevisiae 
suportados em esferas de alginato de cálcio e alginato de cálcio revestido com quitosana.

Na Figura 4, são mostradas as imagens de Microscopia Eletrónica de Varredura 
(MEV) de células de S. Cerevisiae imobilizado em esferas de alginato de cálcio e 
esferas de alginato de cálcio recobertas com quitosana, preparadas utilizadando ácido 
acético e ácido cítrico para o recobrimento, respectivamente, e é possível observar 
uma película de quitosana recobrindo as células de levedura, mantendo-as mais 
aderentes à superfície das esferas. Estas imagens MEV das esferas foram adquiridas 
antes da utilização nos processos fermentativos.



Impactos das Tecnologias na Engenharia Química 3 Capítulo 18 135

Figura 2. Imagens de MEV das células de S. cerevisiae imobilizadas em esferas de alginato 
de cálcio: a - em alginato de cálcio; b utilizando ácido acético no recobrimento; c 

utilizando ácido cítrico no recobrimento.

4 |  CONCLUSÕES

O processo de produção de bioetanol utilizando células de S. cerevisiae 
imobilizadas em alginato de cálcio, utilizando ácido cítrico no processo de imobilização 
e curadas com cloreto de cálcio, bem como, com adição de cloreto de cálcio no meio 
de cultura, promoveram maior robustez ao processo, fornecendo maior resistência 
ao suporte utilizado, diminuindo a lixiviação do cálcio da matriz de imobilização, bem 
como maior produtividade de bioetanol. Este processo está sendo ampliado, bem 
como otimizado para biorreatores e os resultados serão reportados futuramente. 
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