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RESUMO

Aplicagdes de ultrassom foram utilizadas a partir de 1912, com o objetivo principal de detectar
icebergs para evitar acidentes maritimos. Observou-se, também, que algas e peixes apareciam
destruidos e mortos no entorno dos navios e submarinos equipados com sonar. As pesquisas e
estudos sobre ultrassom muito evoluiram apds a descoberta de transdutores piezoelétricos,
possibilitando sua aplicacdo nas diferentes areas da ciéncia e da tecnologia. Como exemplo, ¢ citada
como importante ferramenta em microcirurgias, detec¢do de fadiga mecanica na industria espacial,
catalise sonoquimica, biotecnologia e outros. O trabalho aqui apresentado mostra uma aplicagdo de
ultrassons na forma pulsada em biotecnologia, com a finalidade de melhorar a fermentacdo de
cultura etandlica em suspensdo de leveduras e caldo de cana-de-agucar. Nas experiéncias foram
utilizados como gerador de ultrassom um oscilador Sonics VCX-600 (20 KHz), acoplado com
transdutor de cavidade ressonante ¢ guia de onda do tipo sonda. Os experimentos foram realizados
em reatores de vidro temperado de capacidade de 200 mL que continham caldo de cana e
Saccharomyces cerevisiae em suspensdo. Os parametros analisados foram teor alcoolico
(cromatografia em fase gasosa FID), viabilidade celular (Camara de Neubauer), ATR (método
refratométrico). Analise dos resultados demonstraram que a taxa de etanol produzido chegou a 12%
a mais do que os teores obtidos nos reatores ndo irradiados, sugerindo que existem vantagens na
ativacdo ultrassonica. Os resultados indicaram que o ultrassom € uma promissora alternativa para
ser utilizada na producdo de etanol, biocombustiveis e outros subprodutos da industria
sucroalcooleira e alcool quimica.

Palavras-chave: Ultrassom. Saccharomyces cerevisiae. Catalise Sonoquimica. Fermentagao
Etanolica.




HOLOS Environment, v.12 n.1, 2012 - P. 42
ISSN:1519-8634 (ON-LINE)

ABSTRACT

Applications of ultrasound were starting from 1912, with the primary objective the detection of
icebergs on prevention of maritime accidents. Algae, fish deaths and destruction were observed in
the vicinity of sonar that equipped ships and submarines during the First World War. The evolutions
of research and studies with ultrasound have big advances following the discovery of piezoelectric
transducers in science and technology. As an example, it can mention its application in
microsurgery, fatigue detection in aerospace mechanics, sonochemical catalysis, biotechnology and
others. This paper presented here aims to demonstrate the application of ultrasonic in pulsed mode
beams in biotechnology with the aim of improving the fermentation of a culture broth containing
biological agents. In these experiments we used as ultrasound equipment and oscillator Sonics
VCX-600 (20KHz), probe type wave guide. The experiments were conducted in a glass reactor of
200 mL of biomaterial containing cane juice and Saccharomyces cerevisiae in suspension. The
parameters analyzed were related to the content Alcohlic (FID gas chromatography), and cell
viability (Neubauer chamber), TRS (refractometry). Analysis of results showed that the total
production exceeded in irradiated samples compared to normal fermentation (without ultrasound),
suggesting additional advantage of ultrasound activation. Lastin Trials 1400 min, showed ethanol
production systems 12% more than non-enabled systems. In this context alternatives for ethanol
production, bio fuel and many other byproducts of the alcohol industries and chemicals could
benefit from the use of ultrasound beams in this range of frequencies.

Keywords: Ultrasound. Saccharomyces cerevisiae. Sonochemical Catalysis. Fermentation Ethanol.

1. INTRODUCAO

Ondas ultrassonicas ao interagir com o meio podem ser absorvidas, atenuadas ou refletidas,
produzindo efeitos térmicos e ndo térmicos. Os primeiros acompanham a aplicagao do ultrassom em
modo continuo, enquanto que estes ultimos sdo fendmenos caracteristicos do uso do ultrassom no
modo pulsado. Ambos os efeitos sdo acompanhados de fenomenos quimicos como formagdo de
radicais livres e hidrolizagdo, fendmenos fisicos como a cavitagdo e microcorrenteza acustica, ¢
efeitos biologicos como desnaturacdo de enzimas, modificagdo na estrutura de DNA e muitos
efeitos durante a interagdo com microrganismos como fungos e leveduras.

O ultrassom pulsado ndo produz efeitos térmicos e no lugar da cavitacdo predomina a
microcorrenteza acustica onde o fluido de uma suspensao bioldgica, por exemplo, realiza um
movimento conectivo. Ao atingir as células da suspensdo a microcorrenteza interage
mecanicamente com a membrana celular, sem destrui-la, induzindo uma diminuicdo da
permeabilidade, facilitando assim as trocas intra e extracelular. Esse efeito ¢ conhecido como
micromassagem.

Este trabalho aqui apresentado tem como objetivo mostrar a aplicagdo de ultrassons na
forma pulsada em biotecnologia, com a finalidade de melhorar a fermentagao de cultura etandlica
em suspensao de leveduras e caldo de cana-de-acucar.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em um gerador ultrassonico: Processador VC-600 da
Sonics Inc 20KH,, tipo sonda, refratdbmetro, banho termostatizado, microscépio, reatores de vidro
200 mL. Como meio de cultura utilizou-se mosto esterilizado a 5° BRIX. Para cada litro deste meio
adicionou-se 250 gramas de fermento comercial e biocidas. Esta suspensdo celular foi mantida a
temperatura ambiente por 12 h e em seguida dividida em dois volumes iguais.
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Um dos volumes permaneceu como controle do experimento e o outro foi submetido a
irradiacdo ultrassonica (50 w/cm’, 20khz) em intervalos de 45 min. A cada intervalo de noventa
minutos, amostras ativadas e ndo ativadas foram avaliadas simultaneamente, para as quais se
determinou os teores de agticar e etanol. O agucar redutor total foi determinado pelo método
sugerido por Horii (1991). Os célculos de rendimento seguiram a metodologia de Stupiello (1981).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Pelos dados apresentados temos que inicialmente ndo hd uma mudanca significativa na
producdo de etanol nas células ativadas, com BRIX até¢ 8,0, porém quando o mesmo atingiu
préoximo a 7,0 comegou a aumentar a produgdo de etanol tendo um acréscimo de 4,31 com BRIX
7,0, 11,12% &lcool com BRIX 5,0, 12,5% com BRIX 4,8 decaindo para 5,4% com BRIX de 4,0, o
tempo de melhor rendimento foi algo em torno de 270 a 360 minutos de processos fermentativo
(Tabela 1). Os experimentos ainda estdo em nivel de bancada podendo em um futuro proéximo vir a
ser testado em escala piloto ou mesmo industrial.

Tabela 1 - Desempenho de Saccharomyces cerevisiae em sistema fermentativo sob ativagdao VS pulsado
comparado com um sistema controle sem US, por um periodo de até 1.440 minutos.

ATIVACAO CONTROLE CELULAS ATIVADAS
TEMPO | Cprix | ART | T.A. [Cerix| ART | T.A. | ACRESCIMO
(MIN) (%) |gGL (%) g GL |DEPRODUCAO
(%) (%) ETANOL
0 10,0 | 5,30 | 0,40 | 10,0 | 5,45 0,4 0
90 8,0 5,0 1,22 | 8,80 | 4,89 0,96 221,31
180 7,0 3,55 | 1,84 | 7,0 | 2,96 1,92 4,34
270 5,0 0,88 |295| 50 | 0,88 3,28 11,12
360 48 0,68 |320| 48 | 0,77 3,60 12,50
1440 4,0 0,41 |296| 40 | 0,49 3,12 5.4

4. CONCLUSOES

Nas condigdes de cultivo aqui utilizadas, além dos microrganismos estudado, conclui-se
que:

a) A ativagdo ultrassonica altera a absor¢do de agtcar redutor total (ATR);

b) A ativacdo ultrassonica reduz o tempo da produgdo de etanol;

c) Numero de células mortas abaixo de 20% se deve ao fato da cavitagdo ndo ser
predominante na ativagao pulsada;

d) Com o avango tecnoldgico, reatores ultrassdnicos com capacidade de 20m’/h estdo
disponiveis comercialmente proporcionando o uso desta metodologia em escala
comercial.
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